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Wykaz skrotow

ALL

AML

AML1

ARID1A

BAX

BIM

bzIpP

CBC

CBFa2

CBF-beta

CEBP

CHD5

CR

ECOG

EGIL

ESMO

ETO

ang. acute lymphoblastic leukemia; ostra biataczka limfoblastyczna
ang. acute myeloid leukemia; ostra biataczka szpikowa
ang. Acute Myeloid Leukemia 1 gene; gen ostrej biataczki szpikowej 1

ang. AT-rich interactive domain-containing protein 1A; bogate w AT
biatko 1A zawierajgce interaktywng domene

ang. BCL2 Associated X, Apoptosis Regulator; regulator apoptozy
zwigzany z BCL2

ang. Bcl2-Interacting Mediator Of Cell Death; mediator Smierci komdrek
zwigzany z Bcl2

ang. basic-leucine zipper motif; motyw suwaka zasadowo-leucynowego
ang. complete blood count; catkowita liczba komaérek krwi

ang. Core-Binding Factor Subunit Alpha-2; podjednostka alfa-2 czynnika
wigzacego rdzen

ang. Core-Binding Factor Subunit Beta; podjednostka beta czynnika
wigzgcego rdzen

ang. CCAAT Enhancer Binding Proteins; biatka CCAAT wigzace
wzmachniacz

ang. Chromodomain Helicase DNA Binding Protein 5; chromodomenowe
biatko wigzace helikaze DNA 5

ang. complete remmision; catkowita remisja

ang. Eastern Cooperative Oncology Group; skala sprawnosci wedtug
Eastern Cooperative Oncology Group

ang. European Group for Immunophenotypic characterization of
Leukemias; Europejska Grupa ds. Immunofenotypizacji Biataczek

ang. European Society for Medical Oncology; Europejskie Towarzystwo
Onkologii Klinicznej

ang. Eight Twenty One protein; dostownie biatko osiem-dwadziescia-
jeden
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ang. French-American-British group; Francusko-amerykansko-brytyjski
system klasyfikacji

ang. fluorescence in situ hybridization; fluorescencyjna hybrydyzacja in
situ

ang. glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase; dehydrogenaza
gliceraldehydo-3-fosforanowa

glikokortykosteroidy

ang. hematopoietic cell transplantation; przeszczepienie komérek
krwiotwdrczych

ang. inhibitory domain; domena hamujaca

ang. lactate dehydrogenase; dehydrogenaza mleczanowa

ang. mixed lineage leukemia; biataczka o mieszanym fenotypie
catkowita molekularna remisja

niepowodzenie molekularne

remisja molekularna

wznowa molekularna

mieloperoksydaza

ang. minimal residual disease; minimalna choroba resztkowa

ang. Avian Myelocytomatosis Viral Oncogene Homolog; homolog
onkogenu wirusa ptasiej mielocytomatozy

ang. nuclear matrix targeting sequence; sekwencja namierzania matrycy
jadrowej

ang. not otherwise specified; bez innej specyfikacji
ang. Polymerase chain reaction; reakcja tancuchowa polimerazy

ang. Polyomavirus Enhancer-Binding Protein 2 Alpha B Subunit;
podjednostka beta biatka alfa 2 poliomawirusa wigzgcego wzmacniacz

ang. restriction fragment lenght polymorphism; polimorfizm dtugosci
fragmentow restrykcyjnych

ang. Runt Homology Domain; domena homologii Runt
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ang. real-time quantitative polymerase chain reaction; reakcja
tancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym

ang. Runt Related Transcription Factor members 1-3; czynniki
transkrypcyjne zwigzane z domeng runt 1-3

ang. squamous cell carcinoma; rak ptaskonabtonkowy
ang. transactivation domain; domena transaktywacyjna
ang. transcription factors; czynniki transkrypcyjne
inhibitory kinaz tyrozynowych

ang. tumour lysis syndrome; zespét rozpadu nowotworu
walina-tryptofan-arginina-prolina-tyrozyna

ang. World Health Organization; Swiatowa Organizacja Zdrowia
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Informacje o jednostce chorobowej

1.1 Epidemiologia ostrej bialaczki limfoblastycznej (ALL)

Ostra biataczka limfoblastyczna (ALL — ang. acute lymphoblastic leukemia)
dotyka najczesciej dzieci (przewaznie miedzy 2. a 7. rz.), stanowi nawet 25% wszystkich
rozpoznan nowotwordéw zfosliwych i prawie 75% wszystkich biataczek u pacjentéw

ponizej 15. roku zycia [Szczeklik, 2018; Grenda, 2018].

Wsréd dorostych choroba ta stanowi do 20% wszystkich biataczek, a szacowana
catkowita czestos¢ jej wystepowania w Europie wynosi 1,28 na 100 000 osdb rocznie,
ze znacznymi zmianami czestos$ci zwigzanymi z wiekiem (0,53 na wiek miedzy 45-54

lata, ~1,0 na wiek miedzy 55-74 lata i 1,45 na 75-99 lat) [Hoelzer i wsp., 2016].

1.2 Patogeneza ostrej bialaczki limfoblastycznej

Patogeneza ALL obejmuje nieprawidtowg proliferacje i réznicowanie klonalnej
populacji komorek limfoidalnych. Dokfadne mechanizmy pozostajg nieustalone.
W badaniach na populacji pediatrycznej zidentyfikowano zespoly genetyczne
predysponujgce do wystgpienia ALL, takie jak: zespdét Downa, niedokrwistosé
Fanconiego, zespo6t Blooma, ataksja teleangiektazja i zespdt Nijmegen. Zespoty te
wykazujg mniejsze znaczenie wsréd zachorowan na te biataczke wsérdd dorostych. Inne
czynniki predysponujgce obejmujg narazenie na mutageny: promieniowanie
jonizujace, pestycydy, niektdre rozpuszczalniki lub wirusy, takie jak: wirus Epsteina-
Barr i wirus ludzkiego niedoboru odpornosci (HIV). Jednak w wiekszosci przypadkow
jest to nowotwodr powstaty de novo u wczedniej zdrowych osdb. Aberracje
chromosomowe sg cechg charakterystyczng ALL, ale same nie sg wystarczajgce do

wywotania biataczki [Terwiliger i wsp., 2017].
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1.3 Klasyfikacja ostrej biataczki limfoblastycznej

Pierwszg probg klasyfikacji ostrej biataczki limfoblastycznej byty kryteria
morfologiczne wedtug grupy FAB (ang. French-American-British group), ktére dzielity
ALL na 3 podtypy (L1, L2, L3) w oparciu o wielkos¢ komdrek, zawartosci cytoplazmy,
obecno$é¢ jaderek, wakuolizacje oraz zasadochtonno$¢ [Bennett | wsp., 1976].

Klasyfikacja wg FAB ma obecnie mate znaczenie praktyczne [Szczeklik, 2018].

W 1997 roku Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO — ang. World Health
Organization) zaproponowata kompleksowg klasyfikacje, ktéra brata pod uwage
zaréwno morfologie, jak i profil cytogenetyczny komérek biataczkowych. Poczatkowo
wyodrebniono trzy podtypy ALL: biataczke B-komérkowa, biataczke T-komdrkowg oraz
biataczke z komérek Burkitta [Harris i wsp., 1997]. W 2008 roku WHO zrewidowato
swojg klasyfikacje, usunieto biataczke z komodrek Burkitta, poniewaz zaprzestano
postrzegac jg jako osobng jednostke chorobowg poza chtoniakiem Burkitta. Natomiast
biataczka B-komodrkowa zostata dalej podzielona na dwa podtypy: B-ALL
z powtarzalnymi zmianami genetycznymi oraz B-ALL bez innej specyfikacji (ang. NOS -
not otherwise specified) [Vardiman i wsp., 2009]. Dokfadny podziat zaprezentowano

w Tabeli 1.1.

Wprowadzenie badan immunofenotypowych blastéow, w oparciu o przeciwciata
monoklonalne skierowane przeciw antygenom CD, pozwolito na szersze zréznicowanie
komorek biataczkowych i stworzenie klasyfikacji wedtug EGIL (Europejskiej Grupy ds.
Immunofenotypizacji Biataczek). Klasyfikacja immunofenotypowa ma zasadnicza
wartos¢ praktyczng i jest stale doskonalona, podtypy immunofenotypowe ujeto szerzej

w Tabeli 1.2 [Szczeklik, 2018].
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Tabela 1.1 Klasyfikacja ostrych biataczek / chtoniakdw limfoblastycznych wg WHO
2016r. [opracowano na podstawie: Szczeklik, 2018].

Klasyfikacja ostrych biataczek / chtoniakow limfoblastycznych wg wytycznych WHO z 2016 roku

Ostra biataczka / chtoniak limfoblastyczny
nieokreslone

z linii B
z powtarzalnymi zmianami genetycznymi:
* 21(9;22)(q34.1;911.2); BCR-ABL1
* z1t(v;11923.3); z rearanzacjami KMT2A (MLL)
* 21%(12;21)(p13.2;922.1); ETVE-RUNX1
+ 2z hiperdiploidig
Ostre biataczki / chtoniaki limfoblastyczne + 2 hipodiploidia
z linii B

+ 21(5;14)(q31.1;q32.3); IL3-IGH
* 21t(1;19)(q23;1332); TCF3-PBX1

+ podobna do BCR-ABLI (uwzgledniona

prowizorycznie)

* 2z wewnatrzchromosomowg amplifikacjg
chromosomu 21 (uwzgledniona prowizorycznie)

Ostra biataczka / chtoniak limfoblastyczny
zlinii T
Ostra biataczka / chtoniak limfoblastyczny uwzgledniona prowizorycznie
z wezesnych prekursoréow komorek T
Ostra biataczka / chtoniak limfoblastyczny

uwzgledniona prowizorycznie
z linii NK

*MLL — mixed lineage leukemia, biataczka o mieszanym fenotypie
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Tabela 1.2 Podtypy immunofenotypowe w ostrej biataczce limfoblastycznej

[opracowano na podstawie: Szczeklik, 2018]

Czestosc

Podtyp ALL Immunofenotyp

wystepowania

ALLz linii B 74%
+ pre-pre B ALL cD10°, €D19%, cD79a™, cp22t, HLA-Drt, TdTT 11%
* common ALL cp10*, cp19t, cp79a*, cp22”, HLA-DrF, TdT 50%
* pre-BALL cylem?t, cp10t, cp19?, co79at, cp22*, HLA-DrF, TdT* 9%

26%

ALLz linii T
0,
- pro-TALL cD1a’, cycD3®, cb7%, €27, cp34t, cDa”, cpg” 6%
* pre-TALL cD1a", cycD3t, co7t, cp2t, cp34¥, cpa”, cog” )
- tymocytowa ALL cpiat, scp3t, o7, co2*, cos*, cyep3?, cp34, cpa”, 13%
(korowa) cpst
- AlLzdojrzatych  CD1a’,scD3¥, cp7*, cp2*, cD5*, cycD3*, cD34", 7%
komorek T

cp4*/cp8” lub cDa /cDst

cy — ekspresja w cytoplazmie, s — ekspresja na powierzchni,

1.4 Rozpoznanie ostrej biataczki limfoblastycznej

Kompleksowe podejscie diagnostyczne wymaga wielu specjalistycznych badan,
w tym: ocene morfologii komodrek, immunofenotypowanie, ocene zmian
genetycznych/cytogenetycznych i badann molekularnych, zgodnie z klasyfikacja
Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO) z 2008 r. [Hoelzer i wsp., 2016]. Najwazniejsze
jest, aby wyniki badan pozwolity na szybkie: zréznicowanie pochodzenia ALL — z linii B
lub T, wykrycie obecnosci chromosomu Philadelphia, potwierdzenie podtypu Burkitta.
Te informacje sg niezbedne, aby wyznaczy¢ grupe ryzyka, w ktérej znajduja sie chorzy

i zaplanowac leczenie [Szczeklik, 2018].
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Podstawg do rozpoznania jest wykrycie limfoblastéw biataczkowych we krwi lub
szpiku w odsetku przekraczajagcym 20-25%. W wyjatkowych przypadkach niezbedne
jest badanie weztdw chtonnych (gdy przewazajg cechy chtoniaka limfoblastycznego,

a odsetek blastéw w szpiku wynosi ponizej 20-25% ) [Szczeklik, 2018].
1.4.1 Badania krwi obwodowej

Najbardziej przydatnym badaniem wstepnym jest ocena catkowitej liczby
komorek krwi (CBC — ang. complete blood count) wraz z oceng rozmazu. Ponad 95%
chorych na ostrg biataczke limfoblastyczng wykazuje regresje przynajmniej jednego
typu komodrek, tj. neutropenie, trombocytopenie lub niedokrwisto$é. U wiekszosc
dochodzi do cytopenii przynajmniej dwéch linii komérkowych, nierzadko zdarzajg sie
takze przypadki catkowitej pancytopenii (Swiadczacej o silnym wyparciu prawidtowych
komorek ze szpiku przez blasty). W rozmazie krwi obwodowej mozna spotkac¢ komérki

blastyczne oraz erytrocyty w ksztatcie tez [Hay i wsp., 2011].

Ze wzgledu na rozpad komédrek, w badaniach biochemicznych obserwuje sie
podwyzszony poziom kwasu moczowego i dehydrogenazy mleczanowej (LDH). Aby
monitorowac ryzyko pojawienia sie u chorych zespotu rozpadu nowotworu (TLS — ang.
tumour lysis syndrome) regularnie oznacza sie stezenie kwasu moczowego,
dehydrogenazy wapniowej, fosforanowe] i mleczanowe] [Szczeklik, 2018; Terwiliger

iwsp., 2017].
1.4.2 Badania szpiku

Podstawg postawienia rozpoznania choroby jest ocena preparatu szpiku
kostnego, w rozmazie mozina zaobserwowa¢ homogenne nacieczenie limfoblastow
przy jednoczesnym wyparciu elementdéw prawidtowych. Komorki blastyczne wykazujg
charakterystyczny wyglad, pozwalajgcy zazwyczaj na odréznienie tej biataczki od ostrej
biataczki szpikowej (AML — ang. acute myeloid leukemia). Cechujg sie matym
rozmiarem, ich srednice mozna pordwnac do srednicy dwdch erytrocytow, majg skapa
zasadochtonng cytoplazme, w ktdrej brak jest ziarnistosci. Jadra limfoblastow maja
zwartg budowe, zwykle nie posiadajg jgderek lub wystepuje tylko jedno, dwa

niewyrazne jaderka [Hay i wsp., 2011; Szczeklik, 2018].
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1.4.3 Immunofenotypowanie

Standardowg procedurg w diagnostyce ostrej biataczki limfoblastycznej jest
immunofenotypowanie, przeprowadzane za pomocg wielokanatowe] cytometrii
przeptywowej. Badanie to stanowi podstawe dla réznicowania ALL od innego typu
biataczek, jest niezbedne do wyznaczenia podtypu immunofenotypowego choroby,
ktory stuzy do wstepnej oceny rokowania, a takze jako narzedzie do monitorowania
choroby resztkowej (MRD — ang. minimal residual disease) w trakcie terapii [Szczeklik,
2018; Chiaretti i wsp., 2014]. Charakterystyczne dla ALL antygeny przedstawiono
w Tabeli 1.2 (Podrozdziat 1.3). Aby mdc wykaza¢ pozytywng reakcje komodrek
blastycznych na dane przeciwciato monoklonalne, grupa EGIL zaleca aby co najmniej
20% komorek wykazywato obecnos¢ danego markera. Wyjatkiem jest: MPO
(mieloperoksydaza), CD3, CD79a i TdT, ktére sg uwazane za dodatnie przy 10% reakcji
pozytywnych [Chiaretti i wsp., 2014]. Do ustalenia podtypu wymagana jest obecnosé
co najmniej dwéch antygendw specyficznych liniowo w cytoplazmie lub btonie
komoérkowej. Dla ALL z komdrek B kluczowe jest stwierdzenie obecnosci markeréw
CD19 i CD20, ktére potencjalnie wskazujg na mozliwo$é wykorzystania immunoterapii,
natomiast w T-ALL wykrycie obecnosci antygenu CD1la, ktéry wskazuje na postaé
korowg, w odrdznieniu od innych postaci CDla ujemnych, ktdre rokujg gorzej

[Szczeklik, 2018].
1.4.4 Badania cytogenetyczne i molekularne

Badanie cytogenetyczne stanowig wazny etap w diagnostyce ALL. Z duzym
powodzeniem stosowana jest tutaj technika fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH
— ang. fluorescence in situ hybridization), ktéra umozliwia wykrycie oraz wizualizacje
praktycznie wszystkich nieprawidtowosci chromosomowych w ostrej biataczce
limfoblastycznej, z czutoscig dochodzgcg do 99%. Zmiany kariotypowe u chorych na
ALL obejmujg zaréwno zmiany liczbowe, jak i strukturalne chromosomdw
(translokacje, inwersje, delecje). Niektére z nich, okreslane jako powtarzalne zmiany
genetyczne, sg scisle zwigzane z klasyfikacjg WHO (Tabela 1.1, podrozdziat 1.3) i moga
korelowaé z cechami klinicznymi i stanowi¢ podstawe wstepnej oceny rokowania.

Badania molekularne, w tym reakcja taiicuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym
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(RT-gPCR — ang. real-time quantitative polymerase chain reaction), sy niezbedne do
oceny poziomu choroby resztkowej oraz zmian genetycznych niewykrywalnych metodg

FISH [Szczeklik, 2018; Chiaretti i wsp., 2014].
1.4.5 Badania obrazowe

Badanie rentgenowskie klatki piersiowej moze ukazaé powiekszenie gérnego
Srédpiersia, spowodowane powiekszeniem grasicy i/lub weztéw chtonnych. Zjawisko to
jest najczesciej spotykane w biataczce wywodzacej sie z linii T, pojawia sie u okoto
potowy pacjentéw. W obrebie jamy brzusznej badanie ultrasonograficzne jest
pomocne w wykryciu powiekszenia nerek, spowodowanego naciekaniem przez
limfoblasty lub w wyniku nefropatii moczanowej. USG pozwala takze na okreslenie
wielkosci $ledziony i weztéw chtonnych, znajdujacych sie w obrebie jamy brzusznej

[Szczeklik, 2018; Hay i wsp., 2011].
1.4.6 Naktucie ledzwiowe

Wykonywane w przypadku podejrzenia zajecia osrodkowego uktadu
nerwowego, w badaniach ptynu mdzgowo-rdzeniowego stwierdza sie wysoka cytoze,

a badanie cytologiczne wskazuje na obecnos¢ komérek blastycznych [Szczeklik, 2018].

1.5 Obraz kliniczny ostrej biataczki limfoblastyczne;j

Wiekszos¢ objawdw klinicznych ALL jest odzwierciedleniem gromadzenia sie
ztosdliwych, stabo zrdézinicowanych komorek limfoidalnych w szpiku kostnym, krwi
obwodowe] i miejscach pozaszpikowych. Mato charakterystyczne objawy
przedmiotowe pojawiajg sie od 2 do 6 tygodni przed ustaleniem rozpoznania
[Terwilliger i wsp., 2017; Szczeklik, 2018; Grenda i wsp., 2018]. Przyczynami zgtoszenia

sie do lekarza sg gtownie:
» 0goblne ostabienie
» Brak taknienia

» Blados¢ powtok skérnych
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» Podatnos¢ na infekcje
» Goraczka
» Zmiany zapalne w obrebie gardfa/jamy nosowej

Za obraz kliniczny w gtéwnej mierze odpowiedzialne jest uposledzenie
prawidtowej funkcji szpiku, ktére prowadzi do niedokrwistosci (odpowiedzialnej za
ostabienie, brak taknienia, blado$¢), neutropenii (odpowiedzialnej za wysoka
temperature ciata oraz sktonno$¢ do zakazen). Czesto dochodzi takie do
matoptytkowosci, ktdra jest manifestowana przez tatwe siniaczenie, wybroczyny i/lub
krwotoki. U 50% pacjentdw wystepuje limfadenopatia z zajeciem weztéw obwodowych
i Srodpiersiowych (najczesciej w podtypie T), hepato- i splenomegalia. Okoto 25%
chorych zgtasza bdle kostno-stawowe, ktére wynikajg z nacieku blastéw [Szczeklik,

2018; Grenda i wsp., 2018].

1.6 Czynniki prognostyczne ostrej biataczki limfoblastycznej

1.6.1 Wyjsciowe wskazniki niekorzystnego rokowania

Wyijsciowe wskazniki niekorzystnego rokowania uwzgledniajg cechy kliniczne
pacjenta, mase komodrek biataczkowych oraz biologiczng charakterystyke choroby.
Wedtug kryteriow Europejskiego Towarzystwa Onkologii Klinicznej (ESMO - ang.

European Society for Medical Oncology) z 2016 roku, s3 to:

» Wiek pacjenta — ryzyko wzrasta wraz z wiekiem, mozna wyrdznic

przedziaty 40-55 lat, 55-65 lat, powyzej 65. roku zycia

» Stan sprawnosci ogdlnej >1 wedtug skali ECOG (ang. Eastern
Cooperative Oncology Group; sze$ciostopniowa skala sprawnosci,
pozwalajgca na ocene stanu ogodlnego i jako$¢ zycia pacjentow

z chorobg nowotworowg; 0 — petna sprawnos¢, 5 - zgon)

» Liczba leukocytdw przy rozpoznaniu: powyzej 30 000/ul w podtypie
B-ALL oraz powyzej 100 000/pl w podtypie T-ALL
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Wynik immunofenotypowania wskazujagcy na pro-B oraz T-ALL

z wezesnych (pro-T, pre-T) i dojrzatych komorek T

Zmiany cytogenetyczne obejmujgce: translokacje t(4;11), t(1;19),
hipodiploidia, obecnos¢ chromosomu Philadelphia, delecje del(17p), -7,

a takze ztozone zmiany w kariotypie (>5)

Zmiany molekularne, obejmujagce w B-ALL: delecje genu [IKZF1,
nadekspresja CRLF2, mutacje JAK2, EPOR, ABL1/2, PDGFRB, rearanzacje
KMT2A

Zmiany molekularne, obejmujgce w T-ALL: niezmutowany gen NOTCH1,
wystepowanie mutacji typowych dla nowotwordéw z linii mieloidalnych,
tj. FLT3, NRAS, KRAS, DNMT3A, IDH 1/2 [Szczeklik, 2018; Hoelzer i wsp.,
2016]

1.6.2 Wyjsciowe wskazniki korzystnego rokowania

Wsréd  wyjsciowych czynnikdw wskazujgcych na  korzystne rokowanie

pacjentéw z ALL wymieni¢ mozna:

>

>

>

Wiek: ponizej 35 roku zycia
Leukocytoza przy rozpoznaniu: ponizej 30 000/ul

Wynik badania immunologicznego wskazujgcy na podtyp ALL common,

pre-B ALL, korowy T-ALL
Petna sprawnos¢ (wynik 0 wedtug skali ECOG)

Zmiany cytogenetyczne: brak chromosomu Ph; trisomia chromosoméw
4,10 17; del (9p) [Szczeklik, 2018; Hoelzer i wsp., 2016; Krawczyk-Kulis
iwsp., 2011]
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1.6.3 Niekorzystne czynniki zwigzane z odpowiedzig na leczenie

Niekorzystnymi wskaznikami zwigzanymi z odpowiedzig na leczenie, ktére maja

najwiekszy wptyw na praktyczng ocene rokowania, s3:

» Niska wrazliwo$¢ komérek biataczkowych na glikokortykosteroidy (GKS),
okreslana jako obecno$¢ we krwi obwodowej powyzej 1000 blastéw na

ul po fazie przedleczenia

» Po 8-15 dniach leczenia indukcyjnego wykrycie powyzej 5% blastéw

w mielogramie

» Uzyskanie catkowitej remisji (CR ang. complete remission) po wiecej niz

jednym cyklu indukgcji

» Utrzymywanie sie choroby resztkowej (MRD) na poziomie powyzej 1073
po fazie indukcji remisji oraz powyzej 10* po fazie leczenia

konsolidacyjnego [Szczeklik, 2018; Hoelzer i wsp., 2016]
1.6.4 Korzystne czynniki zwigzane z odpowiedzig na leczenie

Wsréd korzystnych wskaznikédw odpowiedzi na leczenie, ktére najbardziej

wptywajg na ocene rokowania pacjenta mozemy wyrdznic

» Wysoka wrazliwos¢ komorek biataczkowych na glikokortykosteroidy, tj.

spadek ich liczby ponizej 1000/ul po fazie przedleczenia
» Odsetek blastow w mielogramie < 5% w trakcie fazy indukcji
» Uzyskanie catkowitej remisji po jednym cyklu indukcyjnym

» Brak wykrywania MRD po leczeniu indukcyjnym, w trakcie i po
konsolidacji (przy poziome czutosci 1073 — 10%) [Szczeklik, 2018; Hoelzer i
wsp., 2016]
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1.7 Leczenie ostrej biataczki limfoblastycznej

Leczenie sktada sie z czterech faz:
» Leczenie wstepne
» Indukcja remisji
» Konsolidacja

» Leczenie podtrzymujgce remisje
1.7.1 Leczenie wstepne (przedleczenie)

Gtéwnym celem leczenia wstepnego jest bezpieczne zredukowanie masy
nowotworu, zmniejszajgc tym samym ryzyko pojawienia sie u chorych zespotu rozpadu

nowotworu (TLS). W zaleznosci od wieku chorego podaje sie glikokortykosteroidy:

» Prednizon w dawce 40-60 mg/m2/d doustnie przez 7 dni u 0oséb ponizej

55. roku zycia

» Deksametazon w dawce 10 mg/m2/d doustnie przez 5 dni u oséb

powyzej 55. roku zycia

W przypadku braku efektywnosci lub spadku leukocytozy ponizej 1000 na ul
przedleczenie konczy sie po uptywie trzech dni [Szczeklik, 2018]. Podczas leczenia
wstepnego uzupetnia sie diagnostyke pacjenta o badania cytogenetyczne
i molekularne, sprawdza dostepnos¢ dawcy szpiku, ustala sie wrazliwos¢ komorek
biataczkowych na leczenie samymi GKS. Réwnoczes$nie z prowadzeniem fazy
przedleczenia nalezy przeciwdziata¢ powiktaniom infekcyjnym i krwotocznym

wystepujgcymi u pacjentow [Szczeklik, 2018; Hoelzer i wsp., 2016].
1.7.2 Indukcja remisji

Indukcja remisji trwa zwykle 4 tygodnie i jest oparta na potaczeniu czterech
lekdw: winkrystyny, daunorubicyny (lub innej antracykliny: doksorubicyny, rubidazonu,
idarubicyny), glikokortykosteroidéw (prednizonu lub deksametazonu), asparaginazy

lub pegaspargazy [Szczeklik, 2018, Hoelzer i wsp., 2016]. Jej celem jest wyeliminowanie
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ponad 99% poczatkowej masy komoérek biataczkowych (catkowita remisja) oraz
przywrocenie prawidtowej hematopoezy [Pui i wsp., 2008]. U chorych, u ktérych zostat
wykryty chromosom Philadelphia (Ph+), od poczatku trwania terapii stosuje sie
inhibitory kinaz tyrozynowych (TKI, imatynib lub nowszy) przy jednoczesnym
ograniczeniu liczby i dawek cytostatykdéw. W tej fazie konieczne jest wigczenie leczenia
wspomagajgcego, majgcego na celu przeciwdziatanie objawom immunosupresji,
wywotanej w rdwnej mierze przez samg chorobe, jak i przez dziatanie lekdéw [Szczeklik,
2018; Hoelzer i wsp., 2016]. Stan remisji ocenia sie na podstawie wyniku mielogramu,
funkcjonowania hematopoezy oraz poziomu minimalnej choroby resztkowej (MRD)
okreélanej przy pomocy cytometrii przeptywowej lub RQ-PCR (docelowo ponizej 103)

[Szczeklik, 2018].
1.7.3 Konsolidacja remisji

Konsolidacja remisji jest prowadzona u chorych, ktérzy uzyskali stan catkowitej
remisji, w celu wyeliminowania minimalnej choroby resztkowej. Przetrwate komérki
biataczkowe moga wykazywac sie opornoscig na leczenie, badz znajdowac sie w trudno
dostepnych miejscach. Zaprzestanie terapii po uzyskaniu CR wigze sie z duzym
ryzykiem nawrotu choroby, stagd koniecznie jest prowadzenie dalszego leczenia,
poprzez sekwencyjne podawanie przez 6-8 miesiecy $rednich lub wysokich dawek
lekéw przeciwnowotworowych. Niezalecane jest zmniejszanie dawek i/lub skracanie
czasu trwania terapii, nawet wsrod starszych pacjentéw z chorobami towarzyszgcymi,
gdyz wigze sie to z gorszym rokowaniem. W razie potrzeby leczenie przeprowadzane
jest w pomieszczeniach izolowanych wraz z terapig wspomagajgcg, zamiast
ograniczania czasu trwania i dawek chemioterapeutykdéw. U pacjentdw Ph+ nadal
kluczowa role w tej fazie terapii stanowi podawanie TKI [Szczeklik, 2018; Hoelzer i wsp.,

2016].
1.7.4 Terapia podtrzymujaca

Leczenie pokonsolidacyjne zwykle sktada sie z codziennego stosowania
6-merkaptopuryny i cotygodniowo metotreksatu. W niektérych schematach leczenia

podaje sie w powtarzanych cyklach winkrystyne, deksametazon Ilub inne leki
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w odstepach miesiecznych lub dtuzszych. Optymalny i zalecany czas trwania tej fazy to

2,5-3 lata [Hoelzer i wsp., 2016]. Szczegbtowe zalecenia obejmuja:

» Podawanie merkaptopuryny i metoktreksatu wsréd chorych z grupy
standardowego ryzyka z ciggtym monitorowaniem choroby resztkowe;.
Ta opcja jest réwniez stosowana u pacjentéw z grupy duzego ryzyka,
u ktérych przeszczepienie komodrek krwiotwoérczych (HCT — ang.
hematopoietic cell transplantation) jest niemozliwe w wyniku ztego

stanu zdrowia i/lub choréb wspétistniejgcych [Szczeklik, 2018].

» Przeprowadzenie allogenicznego HCT (allo-HCT) od zgodnego w zakresie
HLA rodzenstwa, dawcy niespokrewnionego lub haploidentycznego.
Opcja ta jest zalecana w przypadku chorych na ALL z grupy
zwiekszonego ryzyka, ktéra obejmuje prawie 80% wszystkich

przypadkéw tej biataczki wsrdd dorostych [Szczeklik, 2018].

» Dalsze podawanie inhibitorow kinazy tyrozynowej (w tym: imatynib,
dazatynib) wsréd chorych z chromosomem Philadelphia. Zaleca sie takze
monitorowanie ilosci genu fuzyjnego BCR-ABL1 oraz, jesli to mozliwe,

allogeniczny przeszczep komorek krwiotwdrczych [Szczeklik, 2018].
1.7.5 Ocena odpowiedzi na leczenie i monitorowanie choroby

Klasyczne kryteria remisji nie sg wystarczajgce, aby doktadnie ocenié¢ odpowiedz
pacjenta z ALL na zastosowane leczenie. Aby jak najpetniej odzwierciedli¢ stan
choroby, ocena leczenia musi by¢ oparta o parametr MRD, oceniany po indukcji, po
konsolidacji i w pdzniejszych etapach. Oznaczenia prowadzi sie przy pomocy techniki
cytometrii przeptywowej, badZz metodg PCR (czuto$¢ odpowiednio 103-10* oraz do 10°
°). Badania te majg bezposredni wptyw na decyzje terapeutyczne i powinny by¢

wykonywane w certyfikowanych laboratoriach [Szczeklik, 2018].

O dobrym efekcie leczenia po pierwszym cyklu indukcyjnym mowimy, gdy
minimalna choroba resztkowa w szpiku osigga wartosci ponizej 103, natomiast po

konsolidacji ponizej 10 [Szczeklik, 2018; Hoelzer i wsp., 2016].
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W czasie trwania i po leczeniu mozemy wyrdznié nastepujace parametry

odpowiedzi na terapie, z uwzglednieniem minimalnej choroby resztkowej:

>

Kompletna remisja hematologiczna (CR) — komoérki biataczkowe
niewykrywalne za pomoca mikroskopii swietlnej we krwi, ptynie
mozgowo-rdzeniowym, w szpiku odsetek blastow powinien wynosi¢
ponizej 5% [Szczeklik, 2018; Hoelzer i wsp., 2016]

Catkowita molekularna remisja (MolCR) — wystepuje w przypadku, gdy
u pacjenta znajdujgcego sie w CR minimalna choroba resztkowa jest
niewykrywalna metodami molekularnymi o czutos$ci powyzej 10
[Szczeklik, 2018; Hoelzer i wsp., 2016]

Molekularna remisja (MolR) — stan pomiedzy CR a MolCR; pacjent
znajduje sie w catkowitej remisji, a poziom MRD jest niski,
niepodlegajacy ocenie ilosciowej (liczba komdrek ponizej 1074, tj. mniej
niz 1 komodrka biataczkowa na 10000) oznaczany przy pomocy
wieloparametrowej cytometrii przeptywowej (czuto$é rzedu 103 — 104)
[Szczeklik, 2018; Hoelzer i wsp., 2016]

Niepowodzenie molekularne (MolFail) — wykrywalny poziom MRD;
pacjent znajduje sie w catkowitej remisji, ale nie osigga statusu
MolCR/MolR, oznaczalny poziom MRD (liczba komdrek powyzej 1074,
czyli 0,01%, tj. wiecej niz 1 komorka biataczkowa na 10 000) przy
pomocy wieloparametrowej cytometrii przeptywowe] (czuto$¢ rzedu
103 - 10%) [Szczeklik, 2018; Hoelzer i wsp., 2016]

Wznowa molekularna (MolRel) — utrata statusu MolR lub MolCR;
pacjent dalej znajduje sie w CR, ale obserwuje sie wznowe w postaci
wykrywalnego poziomu MRD (liczba komdrek powyzej 1074, tj. wiecej niz
1 komorka biataczkowa na 10000) oznaczany przy pomocy
wieloparametrowej cytometrii przeptywowej (czuto$é rzedu 103 — 104)
[Szczeklik, 2018; Hoelzer i wsp., 2016]

Wznowa hematologiczna lub pozaszpikowa — utrata statusu catkowitej

remisji; odsetek komérek blastycznych powyzej 5% w szpiku kostnym,
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lub wznowa pozaszpikowa (osrodkowy uktad nerwowy, inne) [Szczeklik,

2018; Hoelzer i wsp., 2016]

Osiggniecie stanu catkowitej molekularnej remisji (MolCR), badZz molekularnej
remisji (MolR) jest najbardziej istotnym niezaleznym czynnikiem prognostycznym dla
przezycia wolnego od choroby i catkowitego przezycia pacjentéw [Hoelzer i wsp., 2016;
Hotowiecki i wsp., 2008; Patel i wsp., 2010; Beldjord i wsp. 2014; Briiggemann i wsp.
2006].

Podczas trwajacego leczenia u pacjentéw regularnie monitoruje sie morfologie
krwi oraz szpiku, stan odpornosci organizmu (stezenie immunoglobulin), parametry
uktadu krazenia, bada sie takze funkcje watroby, nerek i ptuc [Szczeklik, 2018].
W zwigzku z czestym zajeciem osrodkowego ukfadu nerwowego przez chorobe,
wykonuje sie okresowe badania neurologiczne oraz ocene ptynu mdzgowo-
rdzeniowego. Po zakoriczeniu terapii pokonsolidacyjnej zalecane jest badanie szpiku
w odstepach czasowych 3-6 miesiecy przez kolejne 2 lata [Szczeklik, 2018; Hoelzer
i wsp., 2016].

1.8 Réznice w przebiegu ALL zwigzane z wiekiem

Do 95% dzieci chorujacych na ALL uzyskuje remisje choroby w trakcie indukcji
leczenia, z tego okoto 75-80% nigdy nie ma nawrotu i mozna je uznaé za catkowicie
wyleczone [Schultz i wsp., 2007]. Wsréd dorostych wskazniki nie sg tak zadowalajace,
co prawda okoto 85% chorych uzyskuje pierwsza remisje, jednak szacuje sie, ze nawet
potowa z nich bedzie miata wczesny nawrdt biataczki. Zaobserwowano takze réznice
w odpowiedziach na zastosowane leczenie w zaleznosci od wieku pacjenta. Stad
potrzeba wyodrebnienia grup wiekowych i dostosowania indywidualnego schematu
leczenia, ktére pozwoli starszym pacjentom na osigganie lepszych rezultatow

i skutecznosci terapii [Hoelzer i wsp., 2016].
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Rodzina genow RUNX i ich produktow biatkowych

2.1 Charakterystyka ogolna rodziny genow i biatlek RUNX

Rodzina gendédw RUNX (ang. Runt Related Transcription Factor) jest
reprezentowana przez trzech cztonkéw (RUNX1, RUNX2 oraz RUNX3), kodujgcych
czynniki transkrypcyjne (TF, ang. Transcription factors). Posiadajg one podobng
strukture genomowg, ich wspdlng cechg jest wysoce konserwatywny region zwany
domeng Runt (RHD, ang. Runt Homology Domain). Geny RUNX posiadajg dwie rézne
sekwencje promotorowe, tj. P1 (promotor dystalny) i P2 (promotor proksymalny), co
w rezultacie doprowadza do powstania dwdch gtdwnych splicewariantdw z odrebnymi

sekwencjami 5'-UTR (Rycina 2.1 A) [Levanon i wsp., 2004; Mevel i wsp., 2019].

Produkty biatkowe genéw RUNX majg $Srednig wielkos¢ 50 KDa i zawierajg kilka
konserwatywnych regionéw. Na N-korcu znajduje sie wysoce konserwatywna domena
Runt, ktora jest wspdlna dla wszystkich cztonkédw rodziny RUNX o stopniu homologii
bliskim 90%. Biatka RUNX wigzg sie przez ich domeny Runt do konserwatywnej
sekwencji nukleotydowej (R/TACCRCA). Oprdcz domeny Runt, niezbednej do zdolnosci
wigzania biatko-DNA, czynniki RUNX majg inne wspdlne cechy. Wszystkie majg duza
C-koricowg domene transaktywacyjng i C-koncowg domene hamujgcy (ID — ang.
inhibitory domain), ktéra obniza aktywno$¢ biatka [Mevel i wsp., 2019; van der Kouwe
i wsp., 2019]. Inne domeny, zlokalizowane w regionie C-koncowym, dodatkowo
przyczyniajg sie do zdolnosci regulacyjnych rodziny RUNX: sekwencja NMTS (ang.
nuclear matrix-targeting signal), wymagana do jadrowego namierzania sygnatu
aktywowanych biatek RUNX [Zaidi i wsp. 2001], sekwencja VWRPY (walina-tryptofan-
arginina-prolina-tyrozyna), ktdra wigze sie z ko-represorem Groucho/TLE [Imai i wsp.,
1998] i sekwencja PY, motyw bogaty w proline wymagany do interakcji biatkowych
(Rycina 2.1 B) [Terry i wsp., 2004]. Podczas procesu transkrypcji wigzanie DNA
najczesciej nastepuje razem z heterodimerycznym partnerem CBF-B (CBF-beta ang.

Core-Binding Factor Subunit Beta). CBF zwieksza powinowactwo cztonkéw RUNX do
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DNA oraz stabilizuje caty kompleks [van der Kouwe i wsp., 2019; Otdlora-Otdlora

i wsp., 2019].

A P1¢ P2 ! Runt TAD
RUNXT : —
Chr. 21 “Q’Jf‘*%‘jlﬁ“{'il"lﬂ i i|'! —

RUNX2
Chr. 6

st o

RUNX1

RUNX2

RUNX3

1 54 181 235 325 415

Rycina 2.1 Struktura gendw z rodziny RUNX i ich produktéw biatkowych. (A) Struktury

genowe. (B) Struktury i domeny biatkowe [Mevel i wsp., 2019].

Czynniki transkrypcyjne RUNX odpowiadajg za regulacje cyklu komérkowego,
globalng kontrole syntezy biatek oraz genetyczng i epigenetyczng regulacje docelowych
gendw (mogg zaréwno wzmacniaé, jak i zmniejsza¢ ich transkrypcje) oraz sag
zaangazowane w roznicowanie komorek macierzystych i ich dalszg specyfikacje.
Oprdcz regulacji wzrostu i proliferacji komdrek czynniki RUNX mogg wptywac takze na
rozwoéj nowotwordw poprzez kontrole procesdw apoptozy i starzenia. W szczegdlnosci
poprzez indukcje biatek proapoptotycznych, takich jak BAX i BIM [Eliseev i wsp., 2008]
lub hamowanie $mierci komoérek indukowanej przez MYC lub zaleznej od p53 [Blyth

i wsp., 2006; Ozaki i wsp., 2013; Otdlora-Otdlora i wsp., 2019].

Geny z rodziny RUNX s3 zaangazowane w rozne procesy chorobowe, w tym

takze w nowotworzenie. Interesujgce jest to, ze poszczegdlne geny RUNX wykazujg
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przeciwstawne dziatanie, w zaleznosci od typu nowotworu potrafig wykazywaé cechy

onkogenne jak i supresorowe [Otdlora-Otdlora i wsp., 2019].
2.2 Charakterystyka genu RUNX1 i jego produktu biatkowego

Gen RUNX1 zostat odkryty w 1991 roku u pacjenta z ostrg biataczkg szpikowa
z translokacjg t(8;21). Zespot badaczy zlokalizowat punkty przerwania w dotychczas
nieznanym genie, poczagtkowo zostat on nazwany AML1 (ang. Acute Myeloid Leukemia
1 gene) [Miyoshi i wsp., 1991]. Sklonowany gen nie odpowiadat jednak petnej dtugosci
RUNX1, byt jednym z jego krétszych splicewariantow [Mikhail i wsp., 2006].
Rownolegle gen ten zostat scharakteryzowany przez inne grupy naukowcow, nadano
mu nazwy CBFa2 (ang. Core-Binding Factor Subunit Alpha-2) oraz PEBP2aB (ang.
Polyomavirus Enhancer-Binding Protein 2 Alpha B Subunit) [Wang i wsp., 1993; Bae
i wsp., 1993; Ogawa i wsp., 1993]. Nazwa zostata ujednolicona po ustaleniu, ze gen ten
jest ssaczym homologiem genu runt Drosphilii, ktéry zostat scharakteryzowany w
latach 80 XX wieku przez Petera Gergena [Gergen i wsp., 1985; Gergen i wsp., 1988].
Od tej pory dla ludzkiego genu przyjeto nazwe RUNX1, ktdra jest stosowana do dzisiaj

[van Wijnen i wsp., 2004].

Gen RUNX1 posiada dtugos¢ ~260 kb, znajduje sie na dtugim ramieniu
chromosomu 21 (locus g22.12, Rycina 2.2), posiada 12 egzonéw [Levanon i wsp.,
2001]. Ekspresja tego genu jest regulowana poprzez dwa regiony promotorowe,
dystalny (P1) i proksymalny (P2), oddalone od siebie o 160 kb. Z tego wzgledu do tej
pory scharakteryzowano 12 réznych wersji cDNA, bedacych wynikiem alternatywnego
splicingu. Trzy splicewarianty wykazujg najwieksze znaczenie: RUNX1a, RUNX1b oraz
RUNX1c [van der Kouwe i wsp., 2019]. Wszystkie z nich zawierajg w regionie N-
koncowym domene Runt. Forma a, ktdéra koduje biatko sktadajgce sie z 250
aminokwasdéw, i b, kodujgca izoforme sktadajgca sie z 453 aminokwaséw, powstajg
w wyniku alternatywnego splicingu i sg transkrybowane z promotora proksymalnego,
posiadajg identyczny fragment N-koicowy. RUNX1a jest najkrétszg formg, poniewaz
nie posiada domen regulatorowych w regionie C-koricowym. Najdtuzszym wariantem
jest RUNX1c, koduje biatko sktadajgce sie z 480 aminokwaséow, w przeciwienstwie do

dwdch poprzednich form, jego transkrypcja rozpoczyna sie od promotora dystalnego.
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RUNX1b i RUNX1c charakteryzujg sie tym samym regionem C-koncowym [Levanon
i wsp., 2001; Lam i wsp., 2012; Mikhail i wsp., 2006; van der Kouwe i wsp., 2019].
Analizy wykonane za pomoca techniki Northern Blot wykazaty ekspresje genu RUNX1

w niemalze wszystkich tkankach, za wyjatkiem serca i mézgu [Miyoshi i wsp., 1995].

]
[~
FL13
plz
pll.2
pll.1
gqll.1
qll.2
I gq2l.1
q2l.2
.| q21.3
g22. 11
- c22.12
[ ot
-

Rycina 2.2 Lokalizacja chromosomowa genu RUNX1 [opracowanie wtasne na

podstawie narzedzia https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/tools/qgdp]

Prawidtowa funkcja genu RUNX1 obejmuje m.in. kontrole procesu
hematopoezy w rozwoju zarodkowym. Gen ten bierze udziat w powstawaniu oraz
dojrzewaniu krwiotwdrczych komérek progenitorowych oraz komérek macierzystych.
Zdolnos¢ do modulacji komérek krwiotwdrczych nabywa poprzez wigzanie sie
z receptorem trombopoetyny (TPO) oraz promotorem c-Mpl. Proces ten prowadzi do
zainicjowania transkrypcji i powstawania hematopoetycznych komdrek macierzystych
ze srodbtonka [Tracey i wsp., 2000]. U dorostych RUNX1 odgrywa role w dojrzewaniu

limfocytdw i megakariocytdw [Otdlora-Otdlora i wsp., 2019].

Poprzez interakcje z wieloma biatkami za pomocg domen, RUNX1 kontroluje
ekspresje innych genéw zaangazowanych w rdznicowanie hematopoetyczne,
biogeneze rybosomow, regulacje cyklu komorkowego oraz szlaki sygnalizacji czynnika

wzrostu B (TGF B) [Sood i wsp., 2017; Otdlora-Otdlora i wsp., 2019].

Biatko RUNX1 jest biatkiem jadrowym 2z dwiema duzymi domenami
funkcjonalnymi, charakterystycznymi dla catej rodziny, tj. proksymalnie poftozonym

regionem wigzgcym DNA, znanym jako domena homologii Runt, kodowanym przez
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cze$c¢ egzonu 3, egzon 4 i 5 oraz dystalnie potozong domene transaktywacyjng (TD —
ang. transactivation domain), kodowang przez egzony 7B i 8 [Miyoshi i wsp., 1995]. Tak
jak u wszystkich cztonkéw rodziny, domena Runt biatka RUNX1 sktada sie ze 128
aminokwasow i znajduje sie w regionie N-koicowym, posredniczy w wigzaniu z DNA
poprzez interakcje z partnerem heterodimeryzacji, czynnikiem CBF-B, ktéry sam nie
wykazuje takiej zdolnosci. Heterodimeryzacja RUNX1 i CBF-B zwieksza powinowactwo
wigzania DNA. Badania struktury krystalicznej tego kompleksu wykazaty, ze CBF-f
oddziatuje allosterycznie z RUNX1 w celu stabilizacji zdolnos$ci wigzania DNA oraz ze
mutacje w RUNX1 zwigzane z chorobami wystepujg w obrebie domeny wigzgcej DNA

[Lam i wsp., 2012].

Oprocz tego, biatko RUNX1 zawiera sekwencje NMTS, 31-aminokwasowy region
w rejonie C-koncowym, ktéry pomaga w aktywacji transkrypcji. W regionie C-
koncowym znajduje sie rédwniez motyw aminokwasowy VWRPY (walina-tryptofan-
arginina-prolina-tyrozyna), region posredniczacy w represji transkrypcji zaleznej od ko-
represora Groucho/TLE. Motywy NMTS i VWRPY odgrywajg role w posredniczeniu
w rozwoju komérek T [Lam i wsp., 2012; Otdlora-Otdlora i wsp., 2019]. Oprécz
dimeryzacji z partnerem CBF-B, RUNX1 jest bardzo wszechstronny w interakgji
z réznymi innymi czynnikami transkrypcyjnymi i wspotregulatorami transkrypcji [Lam

iwsp., 2012].

Czynnik transkrypcyjny RUNX1 jest uwazany za regulatora epigenetycznego,
ktéry na skutek mutacji moze powodowaé zwigzane z nowotworzeniem aberracje
epigenetyczne. Mutacje sg takze wykrywane w rdznych nowotworach: mutacje
z utratg funkcji w ostrej biataczce limfoblastycznej z limfocytdw T sugerujg role RUNX1
jako supresora w transformacji komodrek T, mutacje somatyczne wykryto ponadto
w raku piersi [Ito i wsp., 2015; Mevel i wsp., 2019]. Ekspresja RUNX1 jest zmniejszona
w guzach litych podatnych na przerzuty, co wskazuje na jego role w powstrzymywaniu

postepowania nowotwordéw [Ito i wsp., 2015; Mevel i wsp., 2019].

Jednak zwiekszona ekspresja RUNX1 moze by¢ réwniez onkogenna: amplifikacja
regionu chromosomu 21q, ktéry zawiera gen RUNX1 (na przyktad w trisomii

chromosomu 21 w zespole Downa) zaobserwowano w ALL z prekursoréw linii B oraz
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AML; wysokie poziomy ekspresji RUNX1 wykryto rowniez w réznych nowotworach

nabtonkowych (m.in. rak skéry, rak endometrioidalny) [Ito i wsp., 2015].

Jednymi z kluczowych czynnikdw wptywajacych na zmiane (wzrost/obnizenie)
w poziomie ekspresji gendw, a w konsekwencji moggcych przetozy¢ sie na ilos¢
powstajgcego biatka, s3 mutacje oraz polimorfizmy pojedynczego nukleotydu (SNP,
ang. single nucleotide polymorphisms). Kiedy SNP wystepujg w obrebie genu lub
w regionie regulacyjnym w poblizu genu, mogg odgrywaé bardziej bezposrednia role

w powstawaniu choréb, wptywajgc na sama jego funkcje [Shastry, 2009].

Gen RUNX1 jest wysoce polimorficzny, do tej pory opisano ponad 100 zmian
potencjalnie zwigzanych z chorobotwdrczoscia. Polimorfizmy tego genu byty wczesniej
badane w szeregu choréb nowotworowych, m.in. w raku jelita grubego, gdzie warianty
CT/TT rs7279123 C>T byly zwigzane ze zwiekszonym ryzykiem rozwoju tego
nowotworu [Slattery i wsp., 2011]. Takze badania w raku prostaty wykazaty zwigzek
miedzy wystepowaniem zmutowanego allela T i genotypu TT rs2253319 z wyzszym
zaawansowaniem klinicznym nowotworu i kilkukrotnie wyzszym ryzykiem wystgpienia
przerzutéw do weztéw chtonnych [Huang i wsp., 2011]. Dwa polimorfizmy genu RUNX1
(rs8130963 A>G, rs17227210 C>T) s takze zwigzane ze zwiekszonym ryzykiem rozwoju
raka piersi, zardwno heterozygoty AG i CT jak i homozygoty zmutowane GG i TT byty
obserwowane czesciej w grupie chorych na raka piersi w pordéwnaniu do grupy
kontrolnej [Marouf i wsp., 2016]. Dane te sugerujg, ze wystepowanie wariantow
polimorficznych tego genu moze by¢ czynnikiem zwigzanym ze zwiekszong

zapadalnoscig na choroby nowotworowe.

Jednym z takich czynnikow wydaje sie by¢ polimorfizm rs2268277 genu RUNX1,
znajduje sie on w regionie niekodujgcym, powoduje zamiane guaniny na cytozyne
w pozycji 34809752. Jest to mutacja cicha synonimiczna, ktdra nie wptywa na zmiane
w kodowanym aminokwasie. Dane dostepne w piSmiennictwie opisujg wptyw takich
mutacji na szybkos¢ formowania mRNA oraz na jego okres péttrwania, co
w konsekwencji moze przyczyni¢ sie do zmiany w iloSci lub konformacji powstajgcego
biatka oraz zmieni¢ jego dziatanie docelowe, zaburzajgc prawidtowe funkcje [Shastry,

2009]. W przypadku takich zmian w genach kodujgcych czynniki transkrypcyjne, jakim
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jest RUNX1, moze sie to przetozy¢ na deregulacje takze wszystkich docelowych gendw,
na ktére wywiera dziatanie. Co w wyniku moze doprowadzi¢ do akumulacji
nieprawidtowych sygnatéw i zaburzy¢ proces prawidtowego dojrzewania komérek
macierzystych, a w konsekwencji potencjalnie przyczyni¢ sie do promowania
proliferacji niedojrzatych komérek krwiotwdrczych i doprowadzi¢ do rozwoju biataczek,
w tym takze ostrej biataczki limfoblastycznej [Mevel i wsp., 2019; Otdlora-Otdlora
i wsp., 2019]. Polimorfizm ten byt wczesniej badany wsréd pacjentéw
z reumatoidalnym zapaleniem stawow (RZS) [Wesoly i wsp., 2005, Tokuhiro i wsp.,
2003] i toczniem rumieniowatym uktadowym [Orozco i wsp., 2006], nie znaleziono

doniesien w piSmiennictwie odnosnie jego zwigzku z chorobami hematologicznymi.

2.3 Charakterystyka genu RUNX3 i jego produktu biatkowego

Gen RUNX3, znajdujgcy sie na chromosomie 1p36.11 (Rycina 2.3), jest
najmniejszy sposréd rodziny, obejmuje dtugosc 67 kb i zawiera szes¢ egzondw. Gen ten
posiada wszystkie cechy strukturalne wspdlne dla rodziny. Podobnie do pozostatych
czynnikdw RUNX, proces transkrypcji genu RUNX3 jest regulowany przez dwa rézne

regiony promotorowe [Bangsow i wsp., 2001].
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Rycina 2.3 Lokalizacja chromosomowa genu RUNX3 [opracowanie wtfasne na

podstawie narzedzia https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/tools/gdp]
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Gen RUNX3 jest najmniej zbadanym i najstabiej scharakteryzowanym ze
wszystkich cztonkéw rodziny RUNX [Steponaitis i wsp., 2019]. Podczas prawidtowego
rozwoju stwierdzono, ze RUNX3 ulega ekspresji w uktadzie krwiotwdrczym,
w osteoblastach i chondrocytach oraz w neuronach w zwojach korzenia grzbietowego
[Wu i wsp., 2014], co wskazuje na jego role w rozwoju uktadu nerwowego [lllendula
i wsp., 2016]. W dorostym organizmie ekspresja RUNX3 utrzymuje sie w ukfadzie
krwiotworczym [Wu i wsp., 2014]; jest niezbedny w procesie tymopoezy i réznicowaniu
sie komoérek T i prawidtowej ekspresji antygendw CD4 i CD8, jego wysoka ekspresje
zaobserwowano we wszystkich hematopoetycznych komdrkach macierzystych [Krygier
i wsp., 2018; Haider i wsp., 2016]. Jednak jego funkcja biologiczna jest w duzej mierze
niezbadana. Zauwazono réwniez, ze RUNX3 jest zaangazowany w zdarzenia
onkologiczne. Gen RUNX3 byt opisywany zaréwno jako supresor, jak i promotor
nowotowordw, czasami ze sprzecznym wynikiem w tym samym typie nowotworu,
odzwierciedla to najprawdopodobniej ztozong role genu RUNX3 oraz kodowanego

przez niego czynnika w onkogenezie [Whittle i wsp., 2017].

Biatko RUNX3 o masie 44kDa sktada sie z 415 aminokwasdw, posiada wszystkie
charakterystyczne dla rodziny domeny: domene Runt, przez ktérg taczy sie ze swoim
partnerem CBF-B tworzgc heterodimery; takze domene transaktywacyjng i domene

hamujaca [Mevel i wsp., 2019].

Gen RUNX3 znajduje sie w obrebie regionu chromosomalnego, ktéry czesto
ulega delecji w réznych typach nowotwordéw, w tym w: raku jelita grubego, pecherza,
piersi, ptuc i zotadka, a takze w raku watrobowokomaérkowym i nerwiaku zarodkowym
[Jeong i wsp. 2018]. W tym regionie znajduje sie kilka domniemanych gendéw
supresorowych, takich jak: CHD5 (kodujacy chromodomenowe biatko wigzgce helikaze
DNA 5), ARID1A (kodujacy bogate w AT interaktywne biatko zawierajgce domene 1A)
i TP73 (ktéry koduje p73), co prawdopodobnie wskazuje, ze fragment 1p36 jest duzym
centrum, w ktdrym wspdtistniejg geny supresorowe [Choi et al., 2015; da Silva Almeida
et al., 2015]. RUNX3 jest czesto inaktywowany przez mechanizmy epigenetyczne
w nowotworach litych: hipermetylacja wyspy CpG w promotorze P2 RUNX3 zostata
wykryta w réznych typach raka, np. metylacja RUNX3 jest istotnym czynnikiem ryzyka

rozwoju raka pecherza moczowego [Kim i wsp., 2008]. Inaktywacja RUNX3 jest
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wykrywana takze w nowotworach ptuc [Lee i wsp., 2013; Lee i wsp., 2010]. Nie
wszystkie badania potwierdzajg role RUNX3 jako supresora, gen ten ulega nadekspresji
w nabtonkowym raku jajnika i raku podstawnokomodrkowym, co sugeruje dziatania
onkogenne w tych tkankach. W raku jajnika obnizenie ekspresji RUNX3 doprowadzito
do obnizenia wskaznikéw proliferacji. Jego dziatanie onkogenne zostato wykazane
w raku ptaskonabtonkowym gtowy i szyi (SCC), w ktédrym ekspresja RUNX3 koreluje ze

stopniem ztosliwosci [Tsunematsu i wsp., 2009; Barghout i wsp., 2015].

Dane w piSmiennictwie opisujg zaréwno supresorowg, jak i onkogenng
potencjalng funkcje genu RUNX3. W tym kontekscie szczegdlnie istotne wydajg sie
zmiany w poziomie ekspresji genu. W przypadku ostrej biataczki szpikowej wyzsza
ekspresja tego genu zostata uznana jako niekorzystny czynnik prognostyczny, istniejg
takze dane na temat zwigzku miedzy wyzszg smiertelnoscig a poziomem mRNA tego

genu [Krygier i wsp., 2018; Cheng i wsp., 2008].

Na poziom ekspresji genu mogg wptywac m.in. SNPs. Polimorfizmy genu RUNX3
byty do tej pory badane w szeregu nowotwordw narzagdéw, m.in. w raku zotgdka, gdzie
w analizie pojedynczego locus zaobserwowano trzy intronowe SNP zwigzane ze
zwiekszonym ryzykiem rozwoju raka zotadka (rs11249206, genotyp CC w poréwnaniu
z genotypem TT; rs760805 genotyp AA, w porownaniu z genotypem TT; i rs2236852
genotyp GG, w pordéwnaniu z genotypem AA) [Wu i wsp., 2009]. Wykryto takze
zalezno$¢ miedzy wystepowaniem szeregu wariantéw polimorficznych a zwiekszonym
ryzykiem rozwoju raka pecherza moczowego, w analizie pojedynczego locus genotyp
AA rs760805 wystepowat czesciej w grupie chorych na nowotwdér w pordwnaniu
z genotypami AT/TT [Zhang i wsp., 2008]. W niniejszej pracy oceniano polimorfizm
rs6672420, umiejscowiony jest w eksonie 1 genu RUNX3, powoduje zamiane adeniny
na tymine w pozycji 24964519, w konsekwencji zmienia kodowany aminokwas
w pozycji 18 z Asn (asparagina) do lle (izoleucyna). W wyniku tej zmiany moze powstac
biatko o nieprawidtowej konformacji, a w konsekwencji wptywaé na wigzanie
czynnikdw transkrypcyjnych [Shastry, 2009]. Polimorfizm ten byt wczesniej badany
u pacjentéw z zespotem Sézary'ego [Haider i wsp., 2016], z rakiem Zzotadka typu

jelitowego [Lim i wsp., 2011] oraz z rakiem jelita grubego [Slattery i wsp., 2011].
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2.4 Gen fuzyjny RUNX1/RUNX1T1 oraz jego produkt biatkowy

Gen fuzyjny RUNX1/RUNX1T1 powstaje w wyniku translokacji (czyli
przeniesienia fragmentu jednego chromosomu na drugi) t (8; 21)(922;922), ktéra jest
jedng z najczestszych rearanzacji chromosomowych w ostrej biataczce szpikowej
u dorostych [Rubnitz i wsp., 1998]. Translokacja taczy ze sobg locus genu RUNX1 na
chromosomie 21 oraz locus genu ETO na chromosomie 8. Punkty ztamania obejmuja
intron 5 genu RUNX1 oraz intron 1la lub 1b genu ETO (Rycina 2.4 A). Translokacja
1(8;21)(g22;922) jest trzecig najczestszg zmiang genetyczng i najczestszg aberracja
chromosomalng w AML de novo [Grimwade i wsp., 2010] i wystepuje z czestoscig 7%
u dorostych i 12% u dzieci i miodziezy [Miiller i wsp., 2008; van der Kouwe i wsp.,

2019]. Dotychczas obecnos¢ tej translokacji nie byta oceniana wsrdéd pacjentéw z ALL.

RUNX1-RUNX1T1 (lub RUNX1-ETO, AML1-ETO) to biatko chimeryczne, ktére
powstaje w wyniku translokacji, sktada sie z 752 aminokwaséw i zawiera prawie cate
biatko ETO oraz N-koncowa cze$¢ biatka RUNX1 wraz z domeng Runt (Rycina 2.4 B)
[Miyoshi i wsp., 1993; Tighe i wsp., 1994; Zhang i wsp., 2002; Tighe i wsp., 1995; van

der Kouwe j wsp., 2019].

Wedtug wytycznych European Leukemia Net (ELN) z 2017 roku obecnos¢ genu
fuzyjnego RUNX1/RUNX1T1 u pacjentéw z ostrg biataczkg szpikowg jest zwigzana
z korzystnym rokowaniem: u takich chorych obserwuje sie lepsze wskazniki catkowitej
remisji, mniejsze ryzyko nawrotu, dtuzszy czas przezycia oraz wrazliwos¢ na leczenie
cytarabing i antracykling. Mechanizm dla ktérego ci pacjenci wykazujg lepsze
rokowanie jak do tej pory nie zostat doktadnie poznany [van der Kouwe i wsp., 2019;

Déhner i wsp., 2017].

Inne doniesienia wigzg obecnos¢ biatka fuzyjnego RUNX1-ETO z ostabieniem
mechanizmow naprawy DNA, ktére zagrazajg stabilnosci genomowej i sprzyjajg
fenotypowi mutatorowemu [van der Kouwe, 2019]. Coraz wiecej dowodow sugeruje,
ze wczesna pojawienie sie translokacji RUNXI-ETO moze sprzyjaé mutagenezie. Kilka
badan wykazato, ze RUNX1-ETO reguluje ujemnie geny zaangazowane w mechanizm

naprawy przez wycinanie zasad [Forster i wsp., 2016].
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Komorki zawierajace biatko RUNX1-ETO wykazujg wysoki poziom ekspresji P53
i powigzanych genéw (m.in. MDM2, FAS, BAX), co moze prowadzi¢ do indukcji
apoptozy. Chociaz wydaje sie paradoksalne, ze onkogen RUNX1/RUNX1T1 jest zdolny
do indukcji apoptozy, mechanizm ten moze chroni¢ klony biataczkowe przed dalszg
akumulacjg uszkodzen DNA, co w przeciwnym razie mogtoby doprowadzi¢ do

zniszczenia komaorek [van der Kouwe 2019].

A
RUNX1 — L l—A
3 4
ETO B T
1a 1b

‘ translocation t(8;21)

rRunxi-eto L E—EE—EHHE

3 4 5

1 177
RUNX1-ETO - 752aa

Rycina 2.4 Budowa genu fuzyjnego RUNX1/RUNX1T1 i jego produktu biatkowego. (A)
Schemat translokacji t(8; 21) miedzy intronem 5 RUNX1 a intronem 1 ETO. (B) Schemat
petnej dtugosci biatka RUNX1-ETO z uwzglednieniem budowy domenowej [van der

Kouwe i wsp., 2019].
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Rodzina genow CEBP i ich produktow biatkowych

3.1 Charakterystyka ogolna rodziny genow i biatek C/EBP

CEBP (ang. CCAAT/enhancer binding proteins) to rodzina gendéw, kodujacych
czynniki transkrypcyjne, ktore zawieraja wysoce konserwatywng domene na C-koncu,
tzw. motyw bZIP (ang. basic-leucine zipper motiff), ktéra bierze udziat w dimeryzacji
i wigzaniu czasteczek DNA. Ich regiony N-koricowe sg bardziej zréznicowane i zawierajg
domeny aktywacji transkrypcji (TAD) [Wedel i wsp., 1995]. Do tej pory co najmniej
szedciu cztonkdw rodziny zostato wyizolowanych i scharakteryzowanych (C/EBPa,

C/EBPB, C/EBPy, C/EBPS, C/EBPe and C/EBPY) (Rycina 3.1).

CEBP-o p42 [IITTTHNNNN [N T
p30 [TTTTTIN [

C/EBP-B LAP* [TTTTTH NN W [T[T0
LAP [TITTTH N W [ [ |
LIP  [TTTTT I T |

C/EBP-y [ITTT |
C/EBP-3 [IITTI [T 77 [
C/EBP-e p32 [IIITTIHEN [T
p30 [ITTTT N [
p27 [T [ ]
p14  [TTTTT
C/EBP-{ URRTNAEN

Rycina 3.1 Schematyczny model budowy biatek rodziny C/EBP. Motyw bZIP jest
przedstawiony kolorem zéttym oraz czerwonym. Potozenie domen aktywacyjnych
(TAD) i domen regulacyjnych (RD) pokazano odpowiednio w kolorze zielonym

i niebieskim [Schrem i wsp., 2004].
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Biatka C/EBP s3 zaangazowane w rodzne funkcje fizjologiczne, takie jak:
metabolizm energetyczny, wrodzong i adaptacyjng odpornos¢, procesy zapalne,
hematopoeze, adipogeneze, osteoklastogeneze, biorg udziat w regulacji cyklu
komaérkowego, proliferacji i réznicowania [Wang i wsp., 2003, Porse i wsp., 2001; Pabst

i wsp., 2009; Zhang i wsp., 2004].

3.2 Charakterystyka genu CEBPA i jego produktu biatkowego

Gen CEBPA (ang. CCAAT Enhancer Binding Protein Alpha) i kodowane przez
niego biatko, zaliczany jest do rodziny czynnikdéw transkrypcyjnych C/EBP oraz znajduje
sie na chromosomie 19, locus q13.11 (Rycina 3.2). Zbudowany jest z 2 631 zasad
[CEBPA, genecards.org], w swojej strukturze posiada region kodujgcy bogaty w zasady
GC. Jego cechg charakterystyczng jest to, ze nie zawiera intronéw [Swart i wsp., 1997;
Fasan i wsp., 2014]. Skfada sie z czterech domen funkcjonalnych: wysoce
homologicznego C-koncowego regionu podstawowego odpowiedzialnego za wigzanie
DNA, regionu dimeryzacji oraz dwoch mniej zréznicowanych N-korncowych regionow
odpowiedzialnych za aktywacje transkrypcji (tzw. TAD1 i TAD2) [Wedel i wsp., 1995;
Fasan i wsp., 2014; Pieronkiewicz i wsp., 2010]. Wszystkie z domen tacza sie w jedna
funkcjonalng domene bZIP [Pieronkiewicz i wsp., 2010].

pl3.3
pl3.2
pl3.13
pl3.12
pl3i.11

plz

pll

gll

gl2
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gqli. 12
qli. 13
qlid. 2
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gql3 .42
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Rycina 3.2 Lokalizacja chromosomowa genu CEBPA [opracowanie wfasne na podstawie

narzedzia https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/tools/qgdp]
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Gen CEBPA reguluje i wptywa na ekspresje innych gendw poprzez rozpoznanie
sekwencji motywu CCAAT (cytozyna-cytozyna-adenozyna-adenozyna-tymidyna)
znajdujacej sie w promotorach gendéw docelowych [Wedel i wsp., 1995; Fasan i wsp.,

2014].

Produktami genu CEBPA s3 dwa biatka o nastepujagcych masach
czasteczkowych: 42 kDa oraz 30 kDa. Warto zaznaczy¢, ze biatko CEBP/A wykazuje
petng aktywnos¢ jedynie w formie dimeru. Moze to byé zarowno homodimer izoformy
o masie 42 kDa jak i heterodimer biatek o masie 42 i 30 kDa. Biatko CEBP/A moze takze
tworzy¢ heterodimery z innymi czynnikami rodziny CEB/P [Pieronkiewicz i wsp., 2010;

Parkin i wsp., 2002; Ranjan i wsp., 2009].

Gen CEBPA odpowiada za regulacje ekspresji réinych gendw
zaangazowanych w regulacje cyklu komérkowego czy homeostaze masy ciata [Wang
i wsp., 2003; Porse i wsp., 2001; Pabst i wsp., 2009]. Odpowiada réwniez za regulacje
tworzenia sie nowych komérek ttuszczowych, dystrybucje lipidow w komdrkach oraz
ma znaczenie w kontroli metabolizmu glukozy i lipidow w watrobie [Olofsson i wsp.,
2008]. Badania wykazaty, ze gen CEBPA reguluje proliferacje oraz réznicowanie sie
komodrek progenitorowych szpiku kostnego, adipocytéw, komédrek tozyska, ptuc czy
hepatocytéw [Koschmieder i wsp., 2009]. Wykazano réwniez, ze gen CEBPA jest
niezbedny do rozwoju i réznicowania sie komdrek linii szpikowej, w szczegdlnosci
granulocytdw [Pabst i wsp., 2009; Zhang i wsp., 2004] oraz moze dziata¢ jako supresor
nowotworowy w nowotworach hematologicznych (w tym w ostrej biataczce szpikowej)
jak i nowotworach niehematologicznych [Pabst i wsp., 2009]. Pojawily sie réwniez
badania, ktére wskazujg na onkogenng role genu CEBPA w nowotworach limfoidalnych
w przeciwienstwie do jego roli jako supresora w ostrych biataczkach szpikowych

[Chapiro i wsp., 2006].



Zatozenia i cele pracy | 37
ROZDZIAL IV

Zalozenia i cele pracy

Poznanie dokfadnego mechanizmu dziatania gendw RUNX, jak i genu CEBPA
w przypadkach ostrych biataczek jest wcigz dalekie od petnego, a ich dualistyczna rola
jako onkogendéw i supresoréow podkresla ich zwigzek z utrzymaniem homeostazy
organizmu. Prawdopodobne jest, ze kazdy z ww. genéw bedzie odgrywac

przeciwstawne role, w réznych podtypach biataczek.

Gtéwnym zatozeniem rozprawy doktorskiej byta ocena wybranych gendw,
kodujgcych czynniki transkrypcyjne, zaangazowanych w procesy hematopoezy,
apoptozy i proliferacji. Badania byty prowadzone na poziomie DNA oraz RNA, w celu
zapewnienia petniejszego obrazu zaburzen genetycznych mogacych leze¢ u podstaw

leukemogenezy.
Cele szczegdtowe obejmowaty:

» Ocene polimorfizmu pojedynczego nukleotydu rs2268277 G>C oraz

poziomu ekspresji genu RUNX1 w grupie pacjentéw z ALL

» Ocene polimorfizmu pojedynczego nukleotydu rs6672420 A>T oraz poziomu

ekspresji genu RUNX3 w grupie pacjentéw z ALL

» Poszukiwanie zaleznosci pomiedzy obserwowanymi  genotypami

a poziomem ekspresji

» Ocene obecnosci ekspresji genu fuzyjnego RUNX1/RUNXIT1 w grupie
chorych na ALL

» Ocene poziomu ekspresji genu CEBPA u pacjentdow z ostrg biataczka

limfoblastyczng

» Analize statystyczng uzyskanych wynikow oraz poszukiwanie zwigzku

z danymi demograficzno-klinicznymi pacjentéw
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Charakterystyka i poznanie funkcji genéw z rodziny RUNX oraz CEBPA w grupie
pacjentéw chorych na ostrg biataczke limfoblastyczng moze przetozy¢ sie w przysztosci
na nowe strategie lecznicze i ich indywidualizacje, moze to poméc chorym na ALL,
szczegblnie dorostym oraz w wieku podesztym, uzyska¢ wieksze szanse na catkowitg

remisje choroby oraz zredukowaé ryzyko nawrotéw.
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Materialy i metody

5.1 Material do badan

Badaniami objeto 60 pacjentédw z rozpoznang ostrg biataczkg limfoblastyczng,
leczonych w Instytucie Hematologii i Transfuzjologii w Warszawie. Materiatem
badanym byta krew obwodowa pobrana na EDTA, z ktdérej nastepnie wyizolowano
odpowiednio DNA oraz RNA. Na przeprowadzone badania uzyskano zgode Komisji
Bioetycznej przy Uniwersytecie Medycznym w todzi (numer RNN/88/16/KE). Wszyscy

pacjenci udzieli Swiadomej pisemnej zgody na przeprowadzone dziatania.

Dodatkowo jako grupe odniesienia do badanych polimorfizmdéw wykorzystano
60 préb DNA wyizolowanego od zdrowych oséb, bedacych dobrowolnymi dawcami

krwi w Regionalnym Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa w todzi.

Materiat do badan byt przekazywany w sposéb anonimowy.

5.2 Badanie polimorfizmoéw wybranych genow

5.2.1 Izolowanie DNA

W celu oceny polimorfizméw pojedynczego nukleotydu w wybranych genach,
wykonano izolowanie DNA z krwi obwodowej pacjentéw. W tym celu uzyto zestawu
Blood Mini firmy A&A Biotechnology, wykorzystujgcego metode minikolumnowg oraz
proteinaze K, postepujac zgodnie z protokotem producenta. Skrocony schemat dziatan

przedstawiony jest na Rycinie 5.1.
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<€ Do przygotowane] proby krwi dodac
200 pl roztworu LT i 20 ul proteinazy K

Wymieszac i inkubowac 20 min w 37°C B

@ Préby intensywnie worteksowac 20 s Termoblok przetaczy¢ na 75°C,
i nanies¢ na minikolumny wtozy¢ probdwki z buforem Tris

Wirowaé 1 min przy 10 000 - 15 000 RPM C)

Wylaé przesacz z 2 ml probdéwki
< - ,
Do minikolumny dodac
500 pl roztworu Al

Wirowac 1 min przy 10 000 - 15 000 RPM 0

@ Minikolumne przenies¢
do nowej 2 ml probowki
Dodac¢ 400 pl roztworu Al

Wirowac 2 min przy 10 000 - 15 000 RPM @

@ Minikolumne przenies¢
do nowej probowki 1,5 ml
Dodac 100 pl buforu Tris o temp. 75°C

Inkubowaé 5 min w temp. pokojowej O
Wirowad 1 min przy 10 000 - 15 000 RPM

Preparat DNA gotowy do uzycia
Przechowywaé w temp. - 20°C

Rycina 5.1 Protokét izolacji DNA [opracowanie wfasne na podstawie protokofu Blood

Mini firmy A&A Biotechnology, https://www.aabiot.com/izolacja-dna/blood-mini]
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5.2.2 Reakcja tancuchowa polimerazy dla badanych

polimorfizméw

Reakcja tancuchowa polimerazy (PCR — ang. polymerase chain reaction)
pozwala na specyficzne powielenie okreslonej sekwencji i w krotkim odstepie czasu
uzyskanie jej w milionach kopii. Matrycg do przeprowadzenia reakcji moze by¢
wczesniej wyizolowane DNA lub RNA przepisane na cDNA. Powielanie jest mozliwe
dzieki zastosowaniu termostabilnej polimerazy DNA Taq. Aby rozpoczgé proces syntezy
nici niezbedne sg takze krétkie, miejscowo specyficzne oligonukleotydy, zwane
starterami (ang. primer). Dwa primery otaczajg (flankujg) wybrang sekwencje, a kazdy
z nich jest komplementarny do jednego z koricéw powielanego fragmentu, wyrézniamy
starter przedni (F — ang. forward) i wsteczny (R — ang. reverse). Sam proces reakcji PCR
jest cykliczny i polega na powtarzaniu trzech etapdéw, tj. denaturacji, przytaczania
starteréw (annealingu) oraz wydtuzania nici (inaczej elongacji) [Allison, 2009; Brown,

2018; Bal, 2013].

Reakcja PCR postuzyta do uzyskania kopii fragmentéw zawierajgcych badane
miejsca polimorficzne gendw: RUNX1 (rs2268277, zamiana G>C), RUNX3 (rs6672420,
zamiana A>T). Startery zostaty zaprojektowane przy pomocy narzedzi
bioinformatycznych Primer-BLAST oraz Primer3, ich sekwencje sg przedstawione
w Tabeli 5.1, a protokdt reakcji oparto o wytyczne producenta zestawu AccuTag™LA
DNA Polymerase firmy Sigma-Aldrich. Amplifikacje przeprowadzano w termocyklerze

MJ Mini Personal Thermal Cycler firmy Bio-Rad.

Tabela 5.1 Sekwencje starteréw uzyte do zbadania miejsc polimorficznych

RUNX1 SNP F 5’-TACAGCCAATCTCCACTGTGCT-3’
RUNX1 SNP R 5’-CACCTGTGTGGAACAGATCTCC-3’
RUNX3 SNP F 5’-GGGCTATTGTTACTCACCGCGG-3’

RUNX3 SNP R 5’-AACCCCCTGAAGGGCTGAAAAT-3’
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Szczegdtowe informacje odnosnie sktadu mieszaniny reakcyjnej oraz warunkéw
prowadzenia amplifikacji zawierajg odpowiednio Tabela 5.2 i Tabela 5.3. Do kazdej serii
reakcji PCR dotgczano kontrole negatywng, ktéra zawierata wode jatowg wolng od

nukleaz zamiast matrycy DNA.

Tabela 5.2 Sktad mieszaniny reakcyjnej w przebiegu PCR dla badanych SNP

. Objetosc (na 1
Odczynnik probe)

Bufor 10xPCR Buffer, o pH 8,3 (1,5 mM) 3,5 ul

MgCl, PCR Reagent (25 mM) 0,7 ul

Primer forward (10 pM) 0,7 ul

Primer reverse (10 puM) 0,7 ul

Mieszanina dNTP (0,2 mM) 0,4 pul

Enzym JumpStart® AccuTag™ LA DNA 0,2l
Polymerase (0,5 U)

Woda jatowa, wolna od nukleaz 12,3 ul

Do tak sporzgdzonej mieszaniny dodawano 1,5 ul wyizolowanego wczesniej
DNA, ostatecznie objeto$¢ reakcyjna wynosita 20 ul. Profil termiczny reakcji ustalono

nastepujaco dla poszczegdlnych gendw:

Tabela 5.3 Warunki amplifikacji w przebiegu PCR dla badanych SNP

. - Liczba Wielkosc

Denaturacja 95°C 30s

rsg;}(;\g;lﬁ Annealing 60°C 60s 35 311 pz
Elongacja 72°C 60s
Denaturacja 95°C 30s

gor2as0  Amealing 57°C 605 35 120 pz

Elongacja 72°C 60s
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Dodatkowo prowadzono denaturacje wstepng w 95°C przez 2 minuty, a po

ostatnim cyklu reakcji przeprowadzano elongacje koricowg w 72°C przez 5 minut.
5.2.3 Trawienie enzymami restrykcyjnymi

Enzymy restrykcyjne to endonukleazy pochodzenia bakteryjnego, ktére
rozpoznajy charakterystyczne sekwencje nukleotydowe (tzw. miejsca restrykcyjne)
i hydrolizujg ni¢ DNA poprzez zerwanie wigzania fosfodiestrowego, co w konsekwencji
prowadzi do powstania okreslonych pod wzgledem dtugosci i struktury fragmentow
[Bal, 2013]. Zastosowanie wybranego enzymu powinno teoretycznie zawsze prowadzic¢
do powstania identycznych produktéw, czesto jednak zdarza sie, ze dane miejsce
restrykcyjne jest polimorficzne i wystepuje w postaci dwdch alleli. Wtedy jeden z alleli
posiada prawidtowg sekwencje, jest rozpoznawany i przecinany, natomiast drugi allel
jest zmieniony, jego sekwencja pozostaje nierozpoznana i w konsekwencji
niehydrolizowana. Wystepowanie takiego zjawiska nazywamy polimorfizmem dtugosci
fragmentow restrykcyjnych (RFLP — ang. restriction fragment lenght polymorphism).
Technike te w potaczeniu z reakcjg PCR mozna wykorzysta¢ oceny SNPs w obrebie
wybranego fragmentu genu. W tym celu przed trawieniem przeprowadza sie reakcje
PCR ze starterami, ktore flankujg miejsce polimorficzne. Do hydrolizy wykorzystuje sie
odpowiednig objeto$¢ produktu PCR, a uzyskane fragmenty rozdziela
elektroforetycznie uzyskujgc charakterystyczny wzér prazkowy, ktory po analizie

pozwala na okreslenie genotypu [Bal, 2013; Brown, 2018; Stomski, 2011]

Trawienie enzymami restrykcyjnymi po przeprowadzonej reakcji PCR
wykorzystano w celu okreslenia genotypdw pacjentéw dla badanych polimorfizméw
gendw RUNX1 (rs2268277), RUNX3 (rs6672420). Szczegotowe informacje dotyczace
sktadu mieszaniny reakcyjnej oraz warunkdéw hydrolizy zawiera Tabela 5.4. Inkubacje

prowadzono w termocyklerze MJ Mini Personal Thermal Cycler firmy Bio-Rad.
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Tabela 5.4 Sktad mieszaniny oraz warunki trawienia enzymami restrykcyjnymi

Skiad mieszaniny reakcyjnej (na 1 probe)

Parametry

Produkt Enzvm Bufor Woda trawienia
PCR y jatowa
RUNX1 37°C
rs2268277 16 ul 0,3 ul 2ul L7ul 16 godzin
RUNX3 55°C
rs6672420 16 ul 0,3 ul 24l L7l 16 godzin

W celu oceny wybranego SNP genu RUNX1 zastosowano enzym Mval (BstNI)
(10 U/ulL) wraz z odpowiednio dostosowanym buforem 10x Buffer R firmy

ThermoFisher Scientific™. Enzym Mval rozpoznaje i przecina nastepujaca sekwencje:

55 CCYW GG 3
3 GG WACC 5

Produkt reakcji PCR posiadat dwa miejsca restrykcyjne, z czego jedno pojawiato
sie w wyniku mutacji. Inkubacja produktu PCR z enzymem restrykcyjnym Mval (BstNI)
(10 U/ulL) prowadzita do powstania nastepujacych fragmentéw: 173, 138, 99 oraz 39
pz, na podstawie ktdérych okreslono odpowiedni genotyp pacjenta, po wykonaniu

rozdziatu elektroforetycznego.

W celu zbadania polimorfizmu genu RUNX3 zastosowano enzym BseGl (BtsCl)
(10 U/ulL) wraz z odpowiednio dostosowanym buforem 10x Buffer Tango firmy

ThermoFisher Scientific™. Enzym BseGl rozpoznaje i przecina nastepujgca sekwencje:

5 GGATG NNV 3
3 CCTACANN 5'

Produkt reakcji PCR posiadat jedno miejsce restrykcyjne, ktdére zanikato
w wyniku mutacji. Inkubacja produktu PCR z enzymem restrykcyjnym BseGl (BtsCl) (10

U/ul) prowadzita do powstania nastepujgcych fragmentéw: 120, 93 i 27 pz, na
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podstawie ktorych, po wykonaniu rozdziatu elektroforetycznego, okreslono genotyp

pacjenta.
5.2.4 Elektroforeza

To zjawisko elektrokinetyczne, w  ktérym  czasteczki obdarzone
niezrownowazonym tadunkiem elektrycznym migruja pod wptywem przytozonego pola
elektrycznego. Technika ta jest powszechnie stosowana do rozdzielania czasteczek pod
wzgledem dtugosci, tadunku czy konformacji [Allison, 2009, Brown, 2018; Stomski,
2011].

Kwasy nukleinowe posiadajg ujemnie natadowane reszty fosforanowe
i przemieszczajg sie w polu elektrycznym do dodatnio natadowanej anody. Aby
uszeregowac fragmenty DNA pod wzgledem ich dtugosci stosuje sie odpowiednie
nosniki elektroforetyczne, w tym gtédwnie zele agarozowe i poliakrylamidowe. Zele
dziatajg na zasadzie sita molekularnego, hamujac poruszanie sie czgsteczek dtuzszych,
podczas gdy mniejsze migrujg swobodniej i szybciej. Wynik elektroforezy ujawnia
charakterystyczny uktad prazkowy rozdzielanych fragmentéw DNA [Allison, 2009;
Brown, 2018; Stomski, 2011].

W niniejszej pracy elektroforeze poziomg produktéw uzyskanych po reakcji PCR
przeprowadzono w 2% zelu agarozowym a do rozdziatu produktéw trawienia
enzymami restrykcyjnymi wykorzystano zel 2,5%. Technika ta postuzyta do
sprawdzenia obecnosci spodziewanego produktu o okreslonej wielkosci przy

jednoczesnym braku produktéw niespecyficznych.

Do przygotowania 2% zelu agarozowego wykorzystano kolbe do ktérej dodano
0,7 g agarozy (Maximus) oraz 35 ml 0,5X buforu TBE (Tris-Boran-EDTA). Roboczy bufor
0,5X powstat z rozcieficzenia roztworu podstawowego 10X TBE, ktory zawiera: 108 g
Tris (pH 8.3) 55 g kwasu borowego, 9,3 g EDTA oraz wode destylowang do objetosci 1 I.
Kolbe z roztworem podgrzewano az do catkowitego rozpuszczenia sie agarozy. Po
przestudzeniu do zelu dodano 2 ul bromku etydyny, a cato$é¢ wylano na wczesniej
przygotowane sanki, nastepnie umieszczono grzebien, aby utworzy¢ studzienki do

nanoszenia produktéw reakcji PCR. Zastosowanie bromku etydyny, ktdry interkaluje
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w czgsteczki DNA, umozliwia wizualizacje produktéw w Swietle UV (fluorescencja
kompleksu bromek-dsDNA jest 10-krotnie wyzsza od fluorescencji bromku
niezwigzanego). Tak przygotowany Zzel pozostawiono do catkowitego ostygniecia
i zestalenia. Nastepnie Zzel umieszczono w buforze roboczym 0,5X TBE a do

utworzonych studzienek dodawano kolejno:
» 2 ul wzorca masy molekularnej Marker DNA M100-500 (DNA Gdarisk)
» 4 ul kontroli negatywnej wraz z 1 ul roztworu obcigzajgcego
» 4 ul préb badanych wraz z 1 pl roztworu obcigzajgcego

Roztwér obcigzajacy zawierat btekit bromofenolowy, glicerol oraz wode,

zapobiegat samoistnemu dyfundowaniu préb ze studzienek.

Rozdziat elektroforetyczny prowadzono przy uzyciu zasilacza PowerPac™

Universal firmy Bio-Rad w nastepujgcych warunkach:
» Napiecie 110V, czas rozdziatu 5 minut
» Napiecie 130V, czas rozdziatu 10 minut

Do rozdziatu produktow trawienia enzymami restrykcyjnymi wykorzystano 2,5%
zel agarozowy (powstaty z rozpuszczenia 0,875 g agarozy w 35 ml buforu 0,5X TBE),
nanoszono 8 ul préb badanych wraz z 1 pl roztworu obcigzajgcego, stosowano wzorzec
masy molekularnej DNA Marker pUC/Msp | firmy A&A Biotechnology. Parametry

rozdziatu zmodyfikowano na nastepujace:
» Napiecie 110V, czas rozdziatu 5 minut
» Napiecie 130V, czas rozdziatu 25 minut

Po zakonczeniu rozdziatu dokonywano odczytu fluorescencji w aparacie Mini
Bis Pro UV firmy DNR Bio-Imaging System, a uzyskany obraz rejestrowano za pomocg
oprogramowania komputerowego GelCapture firmy DNR Bio-Imaging System.
Przyktadowe rozdziaty elektroforetyczne produktéw reakcji PCR oraz trawienia
enzymami restrykcyjnymi dla polimorfizmu rs2268277 przedstawiono kolejno na

Rycinach 5.2i5.3.
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Rycina 5.2 Przyktadowy wynik elektroforezy produktéw PCR dla polimorfizmu
rs2268277. Studzienka nr 1 — wzorzec masy molekularnej 100-500 pz; studzienki 2-10 —
proby badane, zawierajace spodziewany produkt o wielkosci 311 pz; studzienka nr 11 —

kontrola ujemna.

Na podstawie obrazu elektroforetycznego pacjentéw kwalifikowano do jednego

z trzech mozliwych genotypéw:
» homozygota dzika GG, zawierajgca fragmenty o dtugosci 173 oraz 138 pz

» heterozygota GC, zawierajgca fragmenty o dtugosci 173, 138, 99 oraz 39

pz

» homozygota zmutowana CC, zawierajgca fragmenty o dtugosci 173, 99

oraz 39 pz

39 pz
99 pz
138 pz
173 pz

Rycina 5.3 Przyktadowy wynik elektroforezy produktow trawienia dla polimorfizmu
rs2268277. Studzienka nr 1 — wzorzec masy molekularnej 50-500 pz; studzienki 2, 5, 6,
12 — préby badane, zawierajgce dwa prazki 138 oraz 173 pz, homozygoty dzikie GG;
studzienki nr 3, 4, 7, 10, 11 — préby badane, zawierajace prazki 173, 99 oraz 39 pz,
homozygoty zmutowane CC; studzienki nr 8, 9 — préby badane, zawierajace prazki 173,

138, 99 oraz 39 pz, heterozygoty GC.
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Drugim ocenionym SNP byt polimorfizm rs6672420 genu RUNX3. Przyktadowe
wyniki rozdziatéw elektroforetycznych produktéw reakcji PCR oraz trawienia enzymami

restrykcyjnymi przedstawiono kolejno na Rycinach 5.4 i 5.5.

L 3 4 LaS 6 u Ty SO MO 35040

Rycina 5.4 Przyktadowy wynik elektroforezy produktéw PCR dla polimorfizmu
rs6672420. Studzienka nr 1 — wzorzec masy molekularnej 100-500 pz; studzienki 2-11 —

proby badane, zawierajgce spodziewany produkt o wielkosci 120 pz; studzienka nr 12 —

kontrola ujemna.

Na podstawie obrazu uzyskanego po elektroforezie pacjentéw kwalifikowano

do jednego z trzech mozliwych genotypdw:
» homozygota dzika AA, zawierajgca fragmenty o dtugosci 27 i 93 pz
» heterozygota AT, zawierajgca fragmenty o dtugosci 27, 93 i 120 pz

» homozygota zmutowana TT, zawierajgca fragment o dtugosci 120 pz
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SO0 A2

93 pz
120 pz

Rycina 5.5 Przyktadowy wynik elektroforezy produktéw trawienia dla polimorfizmu
rs6672420. Studzienka nr 1 — wzorzec masy molekularnej DNA Marker pUC/Msp | 34 —
501 pz; studzienki 2, 3, 4, 6, 8, 10 — préby badane, zawierajgce dwa prazki 93 oraz 120
pz, heterozygoty AT; studzienki nr 5, 7 — préby badane, zawierajace tylko prazek 93 pz,
homozygoty dzikie AA; studzienki nr 9, 11, 12 — préby badane, zawierajgce wyfgcznie
prazek 120 pz, homozygoty zmutowana TT. Prazek o wielkosci 27 pz ma zbyt matg

mase i nie jest uwidoczniony na zelu.

5.3 Ocena ekspresji wybranych genow

5.3.1 Izolowanie RNA

W celu oceny obecnosci ekspresji gendw RUNX1, RUNX3 oraz CEBPA, wykonano
izolacie  RNA z krwi obwodowej. lzolacja zostata przeprowadzona metoda
minikolumnowag z wykorzystaniem fenozolu, przy uzyciu zestawu Total RNA mini (A&A
Biotechnology), zgodnie z protokotem producenta. Skrécony schemat dziatan

przedstawia Rycina 5.6.

Uzyskane preparaty RNA przechowywano w -76°C do czasu dalszych analiz.
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¢ o przygotowanej proby krwi
dodac¢ 800 pl Fenozolu

Wymieszac i inkubowac¢ 5 min w 50°C B

< Do préby dodac
200 pl chloroformu

Wymieszac i inkubowac 3 min w temp. pokojowe;j O
Wirowac 10 min przy 10 000 - 12 000 RPM

@ Pobra¢ supernatant i przenies¢
do nowej 1,5 ml probowki
Dodac¢ 250 pl izopropanolu

Wymieszac i nanie$¢ na minikolumne G
Wirowac 1 min przy 10 000 - 12 000 RPM

Minikolumne przenies¢
' ep

do nowej 2 ml probowki
Dodac 700 pl roztworu Al

Wirowac 1 min przy 10 000 - 12 000 RPM 0

< Wyla¢ przesacz z 2 ml probdéwki
Do minikolumny doda¢
700 ul roztworu Al

Wirowac 1 min przy 10 000 - 12 000 RPM O

@ Wylac¢ przesgcz z 2 ml probdowki
Do minikolumny doda¢
200 pl roztworu Al

Wirowac 2 min przy 10 000 - 12 000 RPM o

Minikolumne przenies¢
do nowej probowki 1,5 ml
Doda¢ 50 ul wody jatowej

Inkubowac 3 min w temp. pokojowej O
Wirowaé 1 min przy 10 000 - 12 000 RPM

Preparat RNA gotowy do uzycia
Przechowywaé w temp. - 80°C

Rycina 5.6 Protokét izolowania RNA [opracowanie wtasne na podstawie Total RNA Mini

firmy A&A Biotechnology, https.//www.aabiot.com/izolacja-rna/total-rna-mini]
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5.3.2 OkreSlenie czystosci i stezenia preparatéw RNA

W celu okreslenia stezenia i oceny stopnia czystosci kwaséw nukleinowych
wykorzystywane jest zjawisko selektywnego pochtaniania $wiatta UV. Absorbancje

uzyskanych preparatéw oceniono przy nastepujgcych dtugosciach fal:

260 nm — wartos$¢ charakterystyczna dla kwaséw nukleinowych
270 nm — warto$¢ charakterystyczna dla fenolu

280 nm — wartos¢ charakterystyczna dla biatek

YV V VY V

320 nm — wartos¢ charakterystyczna dla drobin komérkowych

Pomiar absorbancji przy dtugosci fali 260 nm jest wykorzystywany do okreslenia
stezenia RNA w preparatach we wskazanych jednostkach. W celu okreslenia, czy
uzyskane préby RNA s3 zanieczyszczone biatkami ocenia sie stosunek absorbancji Azeo
do Azso, gdzie warto$é wspodtczynnika od 1,8 do 2,0 swiadczy o dobrej czystosci

wyizolowanych preparatéw [Sfomski, 2011; Brown, 2018].

W pracy ocene czystosci oraz okreslenie stezenia wyizolowanego RNA oceniano
przy pomocy nanospektrofotometru Implen NanoPhotometer®. Aparat zerowano przy
pomocy oczyszczonej wody destylowanej, nastepnie nanoszono po 1ul préb
i dokonywano pomiardéw absorbancji. Wszystkie préby wykazywaty wspétczynnik

Azeo/A2s0 miedzy 1,8-2,0.
5.3.3 Reakcja odwrotnej transkrypcji

Wyizolowane RNA zostato przepisane na komplementarne DNA (cDNA)
w reakcji odwrotnej transkrypcji przy uzyciu zestawu odczynnikéw High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit firmy Applied Biosystems™. Synteza jest mozliwa dzieki
zastosowaniu enzymu odwrotnej transkryptazy oraz uniwersalnego startera oligo(dT),
ktdry rozpoznaje i przytgcza sie do ogona poliA przy koncu 3’ kazdej prawidtowo
zbudowanej czasteczki mRNA [Bachman, 2013]. Reakcje prowadzono w oparciu
o protokdot producenta. Sktad mieszaniny reakcyjnej oraz warunki reakcji

przedstawiono w Tabelach 5.5 5.6.
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Tabela 5.5 Sktad mieszaniny do reakcji odwrotnej transkrypcji

Objetosc (podana na

Odczynniki 1 probe)

Bufor 10X RT Buffer 2,0 puL

25X dNTP Mix (100 mM) 0,8 pL

Starter oligo(dT),5 (7 mM) 2,0 uL

Odwrotna transkryptaza MultiScribe™ (50 1,0 ul
U/uL)

Inhibitor Rnaz (20 U/pL) 1,0 pL

Suma 6,8 uL

Do tak przygotowanej mieszaniny reakcyjnej dodawano oczyszczonej wody
destylowanej oraz RNA w odpowiednich objetosciach, tak aby w kazdej prébie
otrzymaé jednakowe stezenie RNA. Na podstawie wynikéw absorbancji uzyskanych
przy dtugosci fali 260 nm dla wszystkich préb badanych, ostateczne stezenie RNA dla
kazdej préby ustalono na 0,01 pg/ul. Koricowa objetos¢ mieszaniny reakcyjnej wynosita
20 ul, proces odwrotnej transkrypcji prowadzono w termocyklerze MJ Mini Personal

Thermal Cycler firmy Bio-Rad, w nastepujacych warunkach:

Tabela 5.6 Warunki reakcji odwrotnej transkrypcji

-“
25°C 37°C 85°C

Temperatura

Czas 10 min 120 min 5 min

Do czasu dalszych analiz uzyskane preparaty cDNA przechowywano w -20°C.
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5.3.4 Ocena obecnosci ekspresji genow technikg PCR

W pierwszym etapie reakcje PCR prowadzono ze starterami specyficznymi dla
jednego z genéw metabolizmu podstawowego (GAPDH — ang. glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase), w celu okre$lenia poprawnosci przebiegu reakcji
odwrotnej transkrypcji. Pdzniej wykonywano reakcje PCR wykorzystujgc startery
specyficzne dla wybranych genéw badanych, tj. RUNX1, RUNX3 oraz CEBPA, w celu
oceny obecnosci ich ekspresji. Startery zostaty zaprojektowane przy pomocy narzedzi
bioinformatycznych Primer-BLAST oraz Primer3, ich sekwencje przedstawiono w Tabeli

5.7.

Tabela 5.7 Sekwencje starteréw uzytych do reakcji PCR oraz real-time PCR

GAPDH F 5'-TGGTATCGTGGAAGGACTCATGAC-3’
GAPDH R 5’-ATGCCAGTGAGCTTCCCGTTCAGC-3’
RUNX1F 5’-AGTGGAAGAGGGAAAAGC-3’
RUNXIR 5’-ATCCACTGTGATTTTGATGG-3’
RUNX3 F 5’-ATGACGAGAACTACTCCG-3'
RUNX3R 5’-TCAGGGTGAAACTCTTCC-3’
CEBPA F 5’-AGCCTTGTTTGTACTGTATG-3'
CEBPAR 5’-AAAATGGTGGTTTAGCAGAG-3’

Amplifikacje przeprowadzono zgodnie z protokotem producenta przy uzyciu
zestawu AccuTaq™LA DNA Polymerase firmy Sigma-Aldrich. Do kazdej serii reakcji PCR
dotaczano kontrole negatywng, ktéra zawierata wode jatowg wolng od nukleaz zamiast
matrycy cDNA. Wszystkie eksperymenty prowadzone byty w termocyklerze MJ Mini
Personal Thermal Cycler firmy Bio-Rad. Szczegétowe informacje dotyczgce mieszaniny
reakcyjnej oraz warunkéw prowadzenia amplifikacji zawierajg odpowiednio Tabela 5.8

i Tabela 5.9.
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Tabela 5.8 Sktad mieszaniny reakcyjnej dla PCR

Odczynnik Objeto'sc (na1
prébe)

Bufor 10xPCR Buffer, o pH 8,3 (1,5 mM) 3,5 ul

MgCl, PCR Reagent (25 mM) 0,7 ul

Primer forward (10 pM) 0,7 pul

Primer reverse (10 pM) 0,7 ul

Mieszanina dNTP (0,2 mM) 0,4 pul

Enzym JumpStart® AccuTag™ LA DNA 0,2 ul
Polymerase (0,5 U)

Woda jatowa, wolna od nukleaz 13,8 ul

Do tak sporzadzonej mieszaniny dodawano 1 ul cDNA, ostateczna objetos¢
reakcyjna wynosita 21 pl. Profil termiczny reakcji dla badanych gendw przedstawiat sie

nastepujyco:

Tabela 5.9 Warunki amplifikacji dla PCR

. - Liczba Wielkosc

Denaturacja 95°C 30s

GAPDH Annealing 58°C 30s 35 189 pz
Elongacja 72°C 60s
Denaturacja 95°C 60s

RUNX1 Annealing 58°C 30s 35 96 pz
Elongacja 72°C 45s
Denaturacja 95°C 60s

RUNX3 Annealing 56°C 30s 35 120 pz
Elongacja 72°C 45s
Denaturacja 95°C 60s

CEBPA Annealing 56°C 30s 35 199 pz

Elongacja 72°C 45s
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Dodatkowo na poczatku kazdej reakcji PCR prowadzono denaturacje wstepng w
95°C przez 2 minuty, po ostatnim cyklu reakcji wykonywano dodatkowa elongacje

koricowa w 72°C przez 5 minut.
5.3.5 Elektroforeza

Do rozdziatu produktéw reakcji PCR wykorzystano 2% zel agarozowy przy

nastepujacych warunkach rozdziatu:
» Napiecie 110V, czas rozdziatu 5 minut
» Napiecie 130V, czas rozdziatu 10 minut

Do przeprowadzenia elektroforezy uzyto zasilacza PowerPac™ Universal firmy
Bio-Rad, a po zakonczeniu rozdziatu dokonywano odczytu fluorescencji w aparacie
Mini Bis Pro UV firmy DNR Bio-Imaging System. Uzyskany obraz rejestrowano za
pomocg oprogramowania komputerowego GelCapture firmy DNR Bio-Imaging System.
Przyktadowe zdjecie rozdziatu elektroforetycznego produktéw reakcji PCR dla genu

metabolizmu podstawowego GAPDH przedstawiono na Rycinie 5.7.

TR eoTEmOSSIOT 11 12

- eoeoeeaeeoee 189 pz

Rycina 5.7 Przyktadowy wynik elektroforezy produktow PCR dla genu GAPDH.
Studzienka nr 1 — wzorzec masy molekularnej 100-1000 pz; studzienki 2-11 — proby

badane, zawierajgce produkt o wielkos$ci 189 pz; studzienka nr 12 — kontrola ujemna.
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5.3.6 Reakcja tancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym

tafncuchowa reakcja polimerazy z analizg przyrostu produktu w czasie
rzeczywistym (RT-qPCR ang. real-time PCR) stanowi modyfikacje klasycznej reakcji PCR
i jest narzedziem do ilosciowego okreslania poziomu ekspresji analizowanych gendw.
Monitorowanie przyrostu produktu PCR w czasie jest mozliwe dzieki pomiarowi
fluorescencji, pojawiajgcej sie dzieki zastosowaniu barwnikéw (np. SYBR Green,
EvaGreen) lub sond (np. Tag Man, Molecular Beacons, Scorpions) [Studzinska i wsp.,
2008]. Natezenie sygnatu fluorescencji jest mierzone po kazdym cyklu reakcji i wzrasta
wprost proporcjonalne do ilosci powstajgcego w danym czasie w mieszaninie
reakcyjnej dsDNA. Na podstawie danych zebranych po kazdym cyklu budowany jest
wykres zaleznosci natezenia sygnatu od liczby cykli dla kazdej préby. Przy prawidiowo
przeprowadzonym doswiadczeniu krzywe amplifikacji majg ksztatt sigmoidalny
[Stomski, 2011]. Nastepnie ustala sie potozenie linii progowej (ang. threshold line)
powyzej szumoéw fluorescencji tta w obrebie fazy wzrostu wyktadniczego reakcji. Dla
kazdej z badanych préb wyznacza sie cykl progowy (Ct) na styku przeciecia sie krzywej z
linig progowa, wartos¢ Ct zalezy od poczatkowej ilosci matrycy — im wieksza
poczgtkowa liczba kopii, tym potrzebna jest mniejsza ilo$é¢ cykli, aby przekroczyé
fluorescencje tta, tym samym mniejsza wartos¢ Ct. Dane o liczbie kopii analizowanej
sekwencji uzyskuje sie miedzy innymi poprzez poréwnanie wartosci Ct préb badanych
do wartosci Ct uzyskanych dla zastosowanego genu referencyjnego, oszacowane
wartosci ekspresji majg wtedy charakter wzgledny [Sfomski, 2011; Tyburski i wsp.,
2008; Studziriska i wsp., 2008].

Metode real-time PCR wykorzystano do oceny wzglednego poziomu ekspresji
gendw RUNXI1, RUNX3 oraz CEBPA. Oznaczenia dla gendw badanych prowadzono
rownolegle z genem referencyjnym, w odrebnych probéwkach. Jako gen referencyjny
wybrano gen metabolizmu podstawowego, jakim jest GAPDH, ktérego ekspresja
wykazuje stosunkowo staty poziom we wszystkich komadrkach organizmu i jest czesto

stosowana do normalizacji pozioméow mRNA miedzy prédbami [Silver i wsp., 2006].

Reakcje real-time PCR prowadzono wykorzystujgc zestaw RT HS-PCR Mix firmy

A&A Biotechnology w oparciu o protokdt producenta. Oznaczenia dla kazdej préby
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zostaty wykonane w trzykrotnym powtdrzeniu, a uzyskane wyniki usredniono. Do
kazdej serii doswiadczen dotgczano kontrole negatywna, niezawierajgca matrycy,
réwniez w triplecie. Analize prowadzono w aparacie Rotor-Gene™ 6000 firmy Corbett
Life Science, Qiagen. Do przeprowadzenia reakcji wykorzystano startery uzyte
w analizie jakosciowej (Tabela 5.3, podrozdziat 5.3.4). Szczegétowe dane odnosnie

mieszaniny oraz warunkéw reakcji s zawarte odpowiednio w tabelach 5.101i 5.11.

Tabela 5.10 Sktad mieszaniny reakcyjnej dla real-time PCR

. Objetosc (na 1
Odczynnik e

RT HS-PCR Mix Sybr® B 5ul

Primer forward (10 pM) 0,7 ul

Primer reverse (10 uM) 0,7 ul
Woda jatowa, wolna od nukleaz 2,6 ul

Do tak sporzadzonej mieszaniny dodawano po 1 pl cDNA, koncowa objetos¢
reakcyjna wynosita 10 pl. Doswiadczenia dla genéw badanych oraz genu
referencyjnego przeprowadzano réwnolegle w osobnych probdwkach. Profil termiczny

reakcji przedstawiat sie nastepujaco:

Tabela 5.11 Warunki amplifikacji dla real-time PCR

Warunki reakcji L|czb_a|
cykli

Denaturacja 95°C 10s

RUNX1 Annealing 55°C 15s 40
Elongacja 72°C 20s
Denaturacja 95°C 10s

RUNX3 Annealing 58°C 15s 40
Elongacja 72°C 20s
Denaturacja 95°C 10s

CEBPA Annealing 56°C 15s 40

Elongacja 72°C 20s
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Na poczatku kazdej reakcji real-time PCR byta prowadzona wstepna
denaturacja w 95°C przez 10 minut. Ze wzgledu na uzycie niespecyficznego barwnika
fluorescencyjnego SYBR Green, w celu potwierdzenia specyficznosci oraz
prawidtowego przeprowadzenia doswiadczenia, konieczna byfa analiza krzywych
topnienia produktédw. W tym celu po ostatnim cyklu reakcji wykonano dodatkowy etap
topnienia (ang. melt), poprzez stopniowe podgrzewanie mieszaniny w zakresie 72 —
95°C, az do denaturacji nici w zaleznosci od skfadu nukleotydowego, uwolnienia
fluorochromu oraz obserwacji gwattownego spadku sygnatu fluorescencji [Sfomski,
2011; Studzinska i wsp., 2008]. Przyktadowe krzywe amplifikacji oraz krzywe topnienia
produktu reakcji przebiegajgcej dla genu metabolizmu podstawowego GAPDH

zaprezentowano na Rycinie 5.8 i 5.9.

znormalizowana fluorescencja

linia progowa

Threshold!

numer cyklu

Rycina 5.8 Przyktadowe krzywe amplifikacji dla genu referencyjnego GAPDH
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dF/dT

temperatura

Rycina 5.9 Przyktadowe krzywe topnienia produktéw reakcji dla genu referencyjnego

GAPDH

Aby oszacowa¢ wzgledne zmiany poziomu ekspresji badanych gendw,
w niniejszej pracy do obliczen wykorzystano metode podwdjnej delty [Livak i wsp.,

2001], wykorzystujgc wzor:

R = p-0ACt

gdzie:
| ACt (dla préb badanych): Ct (gen badany) — Ct (gen referencyjny)
Il ACt (dla kalibratora): Srednie Ct (gen badany) — $Srednie Ct (gen referencyjny)
AACt =1 ACt — Il ACt
2: wartos¢ przy zatozonej wydajnosci reakcji obu gendéw rownej 100%

R: wzgledny poziom ekspresji genu; wartosé wspodtczynnika réwna 1 oznacza, ze
poziom transkryptu w prdébie kalibracyjnej i badanej sg jednakowe, wartos¢ >1
oznacza nadekspresje w prébach badanych, wartosé <1 obnizong wartos¢

ekspresji w prébach badanych [Livak i wsp., 2001].
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5.4 Badanie obecnosci ekspresji genu fuzyjnego RUNX1/RUNX1T1

Do zbadania obecnosci transkryptu genu fuzyjnego RUNX1/RUNX1T1
wykorzystano wyizolowane RNA, przepisane na cDNA w procesie odwrotnej
transkrypcji. Proces izolacji RNA zostat opisany w podrozdziale 5.3.1, natomiast proces
odwrotnej transkrypcji w podrozdziale 5.3.3. Analize przeprowadzono metodg real-
time (jej zasady opisano w podrozdziale 5.3.6), z wykorzystaniem zestawu TagMan®
Gene Expression Assay firmy Applied Biosystems (identyfikator testu: Hs03024752_ft,
sonda MGB znakowana barwnikiem FAM ™), postepujac zgodnie z protokotem

producenta.

Sondy TagMan s3 specyficzne do amplikowanego fragmentu DNA. Sonda
o dtugosci okoto 20-40 nukleotydéw na koncu 5’ posiada czgsteczke barwnika
reporterowego (ang. reporter) (np. FAM, HEX, TET), natomiast na koricu 3’ znajduje sie
wygaszacz (ang. quencher) (np. TAMRA, DABCYL) [Stomski, 2011]. Gdy sonda pozostaje
niezhybrydyzowana, odstep miedzy barwnikiem a wygaszaczem jest maty
i fluorescencja jest zablokowana. Podczas etapu annealingu sonda przytgcza sie do
specyficznego fragmentu DNA miedzy starterami i nastepnie zostaje zdegradowana
przez polimeraze Taq, posiadajgcg aktywnos¢ 5° = 3’ egzonukleazy. Czasteczki
barwnika i wygaszacza zostajg w ten sposéb przestrzennie oddzielone, umozliwiajgc
emisje fluorescencji, ktérej sygnat jest wprost proporcjonalny do ilosci powielanego

fragmentu matrycy [Studziriska i wsp., 2008; Stomski, 2011].

Ocene obecnosci transkryptu genu fuzyjnego RUNX1/RUNX1T1 prowadzono
w aparacie Rotor-Gene™ 6000 firmy Corbett Life Science, Qiagen. W celu
potwierdzenia prawidtowosci otrzymanych wynikéw, do kazdej serii pomiarowej
zostata dotgczona kontrola pozytywna, w postaci préby cDNA pochodzgcej od pacjenta
z AML, z potwierdzong metodg FISH obecnoscia rearanzacji dla genu RUNX1/RUNX1TI1.
Dane szczegdétowe dotyczgce mieszaniny reakcyjnej oraz parametréw doswiadczenia

przedstawiajg kolejno Tabela 5.12 i Tabela 5.13.
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Tabela 5.12 Sktad mieszaniny w reakcji z sondg TagMan

Odczynnik Objetosc (na 1
probe)

2X TagMan® Gene Expression Master Mix 10 pl
Sonda RUNX1/RUNX1T1 20X TagMan® 1ul
Gene Expression Assay H

cDNA 4 ul

Woda jatowa, wolna od nukleaz 5 ul

Tabela 5.13 Parametry amplifikacji w reakcji z sondg TagMan

. Denaturacja Annealing
Denaturacja

wstepna
40 cykli
Temperatura 50°C 95°C 95°C 60°C
Czas 2 min 10 min 15s 60s

5.5 Analiza statystyczna

Analiza statystyczna zostata przeprowadzona za pomocg programu Statistica

13.1 (Statsoft Inc.).

Do oceny istotnosci réoznic w cechach jakosciowych oraz zgodnosci z prawem
Hardy’ego Weinberga uzyto testu x?> Pearsona. Zgodno$¢ badanych cech ilosciowych
z rozktadem normalnym weryfikowano za pomocg testu W Shapiro-Wilka.
W przypadku rozktadow zgodnych z normalnym wyniki sg prezentowane jako $rednia
wraz z odchyleniami standardowymi, w przypadku niezgodnosci z rozktadem
normalnym wyniki sg prezentowane jako mediana oraz rozstep miedzykwartylowy.

Jednorodnos¢ wariancji oceniano za pomoca testu Levene’a. Do oceny istotnosci réznic
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w danych iloSciowych miedzy grupami stosowano: test t Studenta, test U Mann’a-
Whitney’a, test Kruskala-Wallisa oraz analize wariancji ANOVA. Do poszukiwania
zaleznosci miedzy dwiema cechami iloSciowymi wykorzystano ocene korelacji

r Pearsona.

We wszystkich obliczeniach wartos¢ p < 0,05 uznawano za statystycznie istotna.
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ROZDZIAL VI
WyniKi
6.1 Charakterystyka grupy badanej

W obrebie grupy badanej znalazto sie 60 oséb, w tym 22 mezczyzn (37%) oraz
38 kobiet (63%). Srednia wieku w badanej populacji wynosita 58 lat (zakres 35-81 lat);
dla kobiet srednia ta wynosita 59 lat, dla mezczyzn 56,5 roku. Podgrupy nie rdznity sie

miedzy sobg istotnie statystycznie pod wzgledem wieku (p=0,360).

Pacjenci zostali podzieleni na podgrupy pod wzgledem typu biataczki. Biataczke
z linii B komoérkowej rozpoznano u 47 chorych (78%), z linii T w 13 przypadkach (22%).
W podgrupie B-ALL znalazto sie 28 kobiet i 19 mezczyzn, natomiast w T-ALL 10 kobiet
i 3 mezczyzn. Srednia wieku w przypadkach biataczki z linii B komérkowej wynosita 57,5
roku, a z linii T komérkowej srednig wieku obliczono na 60 lat. Nie wykryto réznic

istotnych statystycznie miedzy podtypem biataczki a wiekiem (p=0,390).

Pacjenci zostali réwniez scharakteryzowani pod wzgledem szeregu
parametréw, takich jak: liczba leukocytéow (podanych w przeliczeniu na pul), zawartosé
procentowa blastéow w szpiku kostnym. Oceniono u nich ponadto obecnos¢
chromosomu Philadelphia, a w podgrupie B-ALL: obecnos¢ HLA-DR i markera CD10.

Petniejsze dane pacjentdéw zaprezentowano w Tabeli 6.1.
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Tabela 6.1 Dane demograficzno-kliniczne pacjentow

Liczba przypadkow

Cecha

{(n=60)

Ptec

Meziczyini 22

Kobiety 38
Wiek (lata)

Zakres (srednia) 35-81(58)
Podtyp biataczki

B-ALL 47

T-ALL 13

Leukocytoza (/ul)

Zakres (srednia)

Procentowa zawartosc blastow

17000-31000 (23732)

Zakres (srednia) 67-99 (83)
Chromosom Philadelphia
Obecny 4
Nieobecny 56
Marker CD10 B-ALL (n=47)
Obecny 41
Nieobecny 6
HLA-DR B-ALL (n=47)
Obecny 44
Nieobecny 3
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6.2 Ocena polimorfizmu rs2268277 oraz poziomu ekspresji genu

RUNX1

6.2.1 Wyniki genotypowania rs2268277 G>C genu RUNX1

Genotypowanie pacjentdéw przeprowadzono z sukcesem dla wszystkich 60 préb
DNA z grupy 0sob chorych na ALL. Badany polimorfizm oceniono réwniez u 60 oséb
bez choroby nowotworowej, stanowigcych grupe kontrolng, geograficznie i etnicznie

zgodnych z grupg badana.

Przeprowadzono poréwnanie obserwowanych czestosci wystepowania
poszczegdlnych genotypdw z oczekiwanymi czestosciami wystepowania zaréwno
w grupie badanej, jak i kontrolnej. Obserwowane czestosci wystepowania genotypéw
w obu grupach byty zgodne z oczekiwanymi. Zatem obie grupy znajdujg sie
w réwnowadze genetycznej wynikajgcej z prawa Hardy’ego Weinberga (odpowiednio
p=1,000, p=0,929, test x2 Pearsona, Tabela 6.2). Swiadczy to o prawidlowym doborze

kohort oraz o ich reprezentatywnosci wzgledem catej populacji.

Nastepnie dokonano analizy czestosci wystepowania poszczegdlnych
genotypdéw oraz alleli. Mozna zaobserwowaé, ze zardwno w grupie badanej jak
i kontrolnej dominujgcym genotypem byt genotyp GC (odpowiednio 50% i 43%
przypadkdéw), homozygoty zmutowane CC wystepowaty w obu grupach z najmniejszg
licznoscig (odpowiednio 20% i 17% przypadkdw). Homozygoty dzikie GG czesciej
wystepowaty wsrdd grupy kontrolnej (40% przypadkéw do 30% w grupie badanej).
Nastepnie poréwnano licznosci alleli. Allelem dominujagcym w obu grupach byt allel
dziki G, wystepowat on nieznacznie czesciej w grupie kontrolnej (62% przypadkdéw) niz
w badanej (55% przypadkdow). Przeprowadzono analize statystyczng, aby okresli¢ czy
czestosci wystepowania poszczegdlnych genotypow oraz alleli miedzy badanymi
grupami réznig sie miedzy sobg. Analiza statystyczna wykazata brak istotnych réznic
miedzy pacjentami z ALL i zdrowymi osobami, w przypadku genotypdéw oraz alleli
badanego SNP (odpowiednio p=0,5154, p=0,2949). Szczegbétowe dane zaprezentowano

w Tabeli 6.2 oraz na Rycinie 6.1.
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Tabela 6.2 Rozkfad czestosci wystepowania genotypdw i alleli polimorfizmu

RUNX1 rs2268277 dla grupy badanej i kontrolnej

Grupa badana (%) | Grupa kontrolna (%)
Genotypy i allele Wartosc p

N=60 N=60

GG 18 (30%) 24 (40%) 1,00
p=0,5154
GC 30 (50%) 26 (43%) (test x2 1,54
Pearsona)
RUNX1
cC 12 (20%) 10 (17%) 1,60
rs2268277
G 66 (55%) 74 (62%) p=0,2949
(testx2 1,32
C 54 (45%) 46 (38%) Pearsona)
p=1,0000 p=0,9290
(test x2 Pearsona) (test x2 Pearsona)
35
B Grupa kontrolna
30
1 Grupa badana
25
20
15 -
10 -
5 -
O .
GC
Genotyp rs2268277

Rycina 6.1 Wykres czestosci wystepowania poszczegdlnych genotypdw rs2268277

w grupie badanej i grupie kontrolnej
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Nastepnie analizie statystycznej poddano obserwowane genotypy oraz
wybrane cechy demograficzne i kliniczne pacjentdw z ostrg biataczkg limfoblastyczna.
W pierwszej kolejnos$ci grupe badang podzielono pod wzgledem ptci oraz podtypu
biataczki. Wyniki analizy statystycznej wykazaty brak istotnych réznic w czestosci
wystepowania obserwowanych genotypdw miedzy kobietami i mezczyznami
(p=0,2619) jak rowniez miedzy podtypem biataczki B-ALL oraz T-ALL (p=0,2745). Wyniki

zaprezentowano doktadniej w Tabeli 6.3.

Tabela 6.3 Rozktad czestosci wystepowania genotypdéw polimorfizmu RUNX1

rs2268277 w zaleznosci od ptci oraz podtypu klinicznego biataczki w grupie badanej

11(18%)  17(28%)  10(17%) p=0,2619
(test x2

M 7 (12%) 13 (22%) 2 (3%) Pearsona)

Podtyp ALL B 13 (22%) 26 (43%) 8(13%) p=0,2745
(test x2

(n=60) T 5 (8%) 4 (6%) 4 (6%) Pearsona)

Kolejnym etapem byta ocena zwigzku miedzy poszczegdlnymi genotypami oraz
wiekiem w badanej grupie pacjentdw. Wyniki analizy wykazaty brak istotnych

statystycznie réznic miedzy genotypem a wiekiem (p=0,3888).

Nastepnie poszukiwano zaleznosci miedzy leukocytozg oraz odsetkiem blastow
w szpiku kostnym u pacjentéw z ALL a uzyskanym genotypem rs2268277. Nie
wykazano istotnych statystycznie rdznic w przypadku obu poréwnywanych
parametrow  (odpowiednio  p=0,6129, p=0,3053). Wyniki podsumowano

i zaprezentowano w Tabeli 6.4.
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Tabela 6.4 Rozkfad czestosci wystepowania genotypow polimorfizmu RUNX1

rs2268277 w zaleznosci od wieku, leukocytozy oraz odsetka blastéw w grupie badanej

Wiek (lata) . p=0,3888
Srednia 57,6 59,8 54,83 '
n=60 (ANOVA)
=0,6129
Leukocytoza (/ul P=C.
vt () Mediana 22430 24 150 22200 (test Kruskala-
n=60 Wallisa)
Odsetek blastow (% , =
(%) Srednia 85,78 82,10 82,92 p=0,3053
n=60 (ANOVA)

Wséréd  wszystkich  badanych pacjentow okreslono réwniez obecnos$é
chromosomu Philadelhpia, zostat on wykryty u 4 oséb z ALL. Przeprowadzona analiza
nie wykazata istotnych statystycznie réznic w obserwowanych genotypach miedzy
osobami Ph-ujemnymi oraz Ph-dodatnimi (p=0,4895), wyniki podsumowano w Tabeli

6.5.

Tabela 6.5 Rozktad czestosci wystepowania genotypow polimorfizmu RUNX1

rs2268277 w zaleznosci od obecnosci chromosomu Philadelphia w grupie badanej

Nieob 17 (28%) 27 (45%) 12 (20%)
Chromosom Ph Ieobecny (28%) (45%) (20%) p=0,4895
(test x2
(n=60) Obecny 1(2%) 3 (5%) 0 (0%) Pearsona)

U 47 pacjentéw z podtypem biataczki B-ALL byta okreslona obecnos$é markera
CD10 oraz HLA-DR. U 6 0s6b nie wykryto markera CD10. Dominujgcym genotypem
w tej podgrupie pacjentéw byt genotyp GC. Przeprowadzona analiza statystyczna

wykazata brak istotnych réinic w rozktadzie genotypéw miedzy osobami CD10-
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dodatnimi oraz CD10-ujemnymi (p=0,7941). Obecnos¢ HLA-DR nie zostata wykryta u 3
pacjentéw, réwniez w tym przypadku analiza nie wykazata istotnosci statystycznej

(p=0,7199). Wyniki zostaty podsumowane w Tabeli 6.6.

Tabela 6.6 Rozkfad czestosci wystepowania genotypdow polimorfizmu RUNX1
rs2268277 w zaleznosci od obecnosci markera CD10 oraz HLA-DR w podgrupie

pacjentéw B-ALL

0, 0, o,

Marker CD10 Iz 12 (26%) 22 (47%) 7(15%) p=0,7941
(test x2

(n=47) Nieobecny 1(2%) 4 (8%) 1(2%) Pearsona)

0Ob 12 (26% 24 (51% 8 (17% =

Ekspresja HLA-DR echa (26%) (51%) (17%) p=0,7199
(test x2

(n=47) Nieobecna 1(2%) 2 (4%) 0 (0%) Pearsona)

6.2.2 Analiza wzglednego poziomu ekspresji RUNX1

Po ocenie genotypowania rs2268277, przystgpiono do analizy ekspresji mRNA
genu RUNX1. Wsrdéd wszystkich 60 pacjentéw chorych na ALL potwierdzono obecnos$é

ekspresji genu RUNX1, przyktadowy wynik rozdziatu elektroforetycznego

przedstawiono na rycinie 6.2.

2 3 4 SR

LN oW W e W

Rycina 6.2 Przyktadowy wynik elektroforezy produktéw PCR dla genu RUNXI.
Studzienka nr 1 — wzorzec masy molekularnej 100-500 pz; studzienki 2-8 — proby

badane, zawierajgce produkt o wielkosci 96 pz; studzienka nr 9 — kontrola ujemna
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Po analizie jakoSciowej przeprowadzono analize ilo$ciowg oceny wzglednego
poziomu ekspresji. Ekspresje genu RUNX1 metodg ilosciowq real-time PCR okreslono
u wszystkich 60 pacjentéw chorych na ALL. Przyktadowy wynik przeprowadzonego
eksperymentu przedstawiajg Ryciny 6.3 i 6.4, na ktérych kolejno zaprezentowano

krzywe amplifikacji oraz krzywe topnienia produktu reakcji.

znormalizowana fluorescencja

linia progowa

Threshold|

5 10 1 5 20 25 30 35 40

numer cyklu

Rycina 6.3 Przyktadowe krzywe amplifikacji dla genu badanego RUNX1
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Rycina 6.4 Przyktadowe krzywe topnienia produktow reakcji dla genu badanego RUNX1

Po zebraniu danych eksperymentalnych wykazano, ze wzgledny poziom
ekspresji byt zrézinicowany w obrebie grupy badanej, wahat sie od 0,13 do 7,18,
z mediang o wartosci 0,96. Szczegétowe wartosci przedstawia Tabela 6.7 oraz Rycina
6.5, w celu przejrzystosci danych wyniki na wykresie zaprezentowano jako logl0

z wartosci R okreslajgcej wzgledny poziom ekspres;ji.

Tabela 6.7 Wzgledny poziom ekspresji genu RUNX1 w obrebie grupy badanej

Wzgledny poziom Dolny Gorny
Mediana
mRNA genu RUNX1 kwartyl kwartyl

60 0,957425 0,130263  7,18257 0,527107 1,813132
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Rycina 6.5 Log10 wzglednego poziomu ekspresji genu RUNX1 wsrdd grupy badane;j

Uzyskane wartosci wzglednego poziomu ekspresji poddano analizie
statystycznej. W pierwszym etapie oceniono wzgledny poziom mRNA RUNXI
w zaleznosci od ptci w badanej grupie (sktadajgcej sie z 38 kobiet i 22 mezczyzn).
Zaobserwowano tendencje do wyzszych pozioméw ekspresji w podgrupie mezczyzn
(mediana 1,1938), nie wykazano jednak znaczacej réznicy, chociaz wartos¢ p znajduje

sie na granicy istotnosci statystycznej (p=0,0645). (Rycina 6.6 i Tabela 6.8).

Tabela 6.8 Wzgledny poziom ekspresji genu RUNX1 w zaleznosci od pfci w grupie

badanej

Test U
Wzgledny poziom Dolny Gorny
Mediana Manna-
mRNA genu RUNX1 kwartyl | kwartyl
Whitneya

Mezczyini 22 1,193843 0,147062 7,18257 0,715902 1,893646
p=0,0645
Kobiety g 0,718663 0,130263 6,43601 0,386757 1,690949
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Wzgledny poziom mRNA genu RUNX1

1 . s o Mediana
k m D 25%-75%
Plec T Min-Maks

Rycina 6.6 Wykres zaleznosci wzglednego poziomu ekspresji RUNX1 od ptci w grupie
badanej (p=0,0645)

Pacjentéw podzielono na podgrupy w zaleznosci od podtypu biataczki, na: B-ALL
i T-ALL. Analiza nie wykazata istotnej statystycznie rdéznicy miedzy tymi dwiema
podgrupami pacjentéw (p=0,2980), jednakze mediana wartosci wzglednego
wspotczynnika ekspresji byta nieco wyzsza w przypadku podgrupy T-ALL (mediana

1,2236) (Tabela 6.9).

Tabela 6.9 Wzgledny poziom mRNA RUNX1 w zaleznosci od podtypu biataczki w grupie

badanej

Test U
Wzgledny poziom Dolny Gorny
Mediana Manna-
mRNA genu RUNX1 kwartyl | kwartyl
Whitneya

47 0,940283 0,130263 5,53212 0,488975 1,690949
p=0,2980
13 1,223629 0,234257 7,18257 0,655727 3,339194
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W kolejnym etapie analizy statystycznej poszukiwano zwigzku miedzy
wzglednym poziomem ekspresji RUNX1 a wiekiem grupy badanej. Ta zaleznos¢ nie byta

istotna statystycznie (p=0,547), co zostato uwidocznione na Rycinie 6.7.
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Rycina 6.7 Wykres korelacji r Pearsona miedzy wzglednym poziomem ekspresji RUNX1
a wiekiem w badanej grupie (p=0,547)

W nastepnym etapie poszukiwano zaleznosci miedzy leukocytoza oraz
odsetkiem blastow w szpiku kostnym, a wzglednym poziomem transkryptu genu
RUNX1. Analiza statystyczna wykazata istotng dodatnig korelacje miedzy poziomem
MmRNA RUNX1 a leukocytozg (p=0,0354, r=0,27). Wyzsze wzgledne poziomy ekspresji
transkryptu badanego genu stwierdzono u pacjentéw z wyzszg leukocytozg, co
obrazuje Rycina 6.8. Z drugiej strony badanie nie ujawnito zadnej istotnej korelacji
miedzy genem RUNX1 a odsetkiem blastéw w szpiku (p=0,786), co zaprezentowano na

Rycinie 6.9.
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Rycina 6.8 Wykres korelacji r Pearsona miedzy wzglednym poziomem ekspresji in?UNXI
a leukocytozg wsréd grupy badanej (p=0.0354)

Wzgledny poziom ekspresji genu RUNX1
o]
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Rycina 6.9 Wykres korelacji r Pearsona miedzy wzglednym poziomem ekspresji RUNX1

a odsetkiem blastéw w szpiku kostnym u pacjentéw z ALL (p=0,786)
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W nastepnym etapie analizy porownywano wzgledne poziomy ekspresji genu
RUNX1 w zaleznosci od obecnosci chromosomu Philadelphia w obrebie catej grupy
badanej. Analiza nie wykazata istotnych statystycznie réznic w poziomie mRNA RUNX1

miedzy podgrupami Ph+i Ph- (p=0,3661). Wyniki podsumowano w Tabeli 6.10.

Tabela 6.10 Wzgledny poziom mRNA RUNX1 w zaleznosci od obecnosci chromosomu

Ph w grupie badanej

Test U
Wzgledny poziom Dolny Gorny
Mediana Manna-
mRNA genu RUNX1 kwartyl | kwartyl
Whitneya

Chromosom Ph - 56 0,931673 0,130263 6,43601 0,507737 1,813132
p=0,3661

Chromosom Ph + 4 1,083340 0,908253 7,182569 0,975781 4,152970

Poszukiwano takze zaleznosci miedzy wzglednym poziomem transkryptu genu
RUNX1 a obecnoscig antygenu CD10 oraz HLA-DR w podgrupie pacjentéw z B-ALL.
Przeprowadzona analiza statystyczna nie wykazata istotnych statystycznie rdznic
miedzy podgrupami pacjentéw CD10-dodatnimi i CD10-ujemnymi (p=0,9873) oraz
miedzy HLA-DR dodatnimi i ujemnymi (p=0,5864). Wyniki ujeto szerzej

i podsumowano w Tabeli 6.11.
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Tabela 6.11 Wzgledny poziom mRNA RUNX1 w zaleznosci od obecnos$ci markera CD10

oraz HLA-DR w podgrupie pacjentéw B-ALL

TestU
Wzgledny poziom Dolny Gorny
Mediana \ENER
mRNA genu RUNX1 kwartyl | kwartyl
Whitneya

Marker CD10 + 41 0,940283 0,130263 5,03212 0,526498 1,690949
p=0,9873
Marker CD10 - 6 1,144032 0,237253 5,532123 0,266924 1,572253
a4 0,924268 0,130263 5,03212 0,507737 1,652769
p=0,5864

3 1,572253 0,237253 5,532123 0,237253 5,532123

6.2.3 Analiza zaleznoSci miedzy genotypem rs2268277
a wzglednym poziomem ekspresji RUNX1

Poszukiwano nastepnie zwigzku miedzy genotypem rs2268277 a wzglednym
poziomem ekspresji genu RUNX1. Po wykonanej analizie statystycznej stwierdzono, ze
poszczegdlne genotypy dla badanego polimorfizmu nie majg istotnego statystycznie
wptywu na wzgledny poziom ekspresji genu RUNX1 (p=0,1926, Tabela 6.12).
Jakkolwiek warto zauwazyé, iz ekspresja transkryptu genu byta nieznacznie wyisza
w przypadku genotypéw GC (mediana 1,185, Rycina 6.10), moze to s$wiadczy¢

o potencjalnym wptywie heterozygot na regulacje ekspresiji.

Tabela 6.12 Zaleznos¢ miedzy genotypem polimorfizmu RUNX1 rs2268277

a wzglednym poziomem ekspresji RUNX1 w grupie badanej

p=0,1926
Mediana 0,686 1,185 0,695 (test Kruskala-
ekspresji RUNX1 Wallisa)

Wzgledny poziom
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Rycina 6.10 Wykres zaleznosci miedzy genotypem polimorfizmu RUNX1 rs2268277
a wzglednym poziomem ekspresji RUNX1, wsréd pacjentow z ALL (p=0,1926)

6.3 Ocena polimorfizmu rs6672420 oraz poziomu ekspresji genu
RUNX3

6.3.1 Wyniki genotypowania rs6672420 A>T genu RUNX3

Dla polimorfizmu rs6672420 genotypowanie przeprowadzono z sukcesem we
wszystkich 60 prébach DNA z grupy oséb chorych na ALL oraz w 60 prébach DNA
pochodzacych od oséb zdrowych, stanowigcych grupe kontrolng, geograficznie

i etnicznie zgodnych z grupg badana.

W pierwszej kolejnosci przeprowadzono poréownanie obserwowanych czestosci
wystepowania genotypdw z ich czestosciami oczekiwanymi zaréwno w grupie badanej,
jak i kontrolnej. Poniewaz zardwno w grupie badanej, jak i kontrolnej obserwowane
czestosci wystepowania genotypdw byty zgodne z czestosciami oczekiwanymi, obie

grupy znajdujg sie w rownowadze genetycznej i sg zgodne z prawem Hardy'ego
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Weinberga (odpowiednio p=0,759 i p=0,765, test x> Pearsona). Swiadczy to

o reprezentatywnosci grupy oraz prawidtowym doborze kohort.

Dokonano nastepnie analizy czestosci wystepowania poszczegdlnych
genotypdéw oraz alleli. Mozna zaobserwowaé, ze zarowno w grupie badanej jak
i kontrolnej dominujagcym genotypem byt genotyp AT (odpowiednio 55% i 43%
przypadkéw), homozygoty zmutowane TT wystepowaty w obu grupach z najmniejszg
licznoscig (odpowiednio 17% i 27% przypadkéw). Homozygoty dzikie AA wystepowaty
z niemal réwng licznoscig wsrdd grupy badanej i kontrolnej (odpowiednio 28% i 30%).
Nastepnie pordwnano licznosci alleli w obu grupach. Allelem dominujagcym w obu
grupach byt allel dziki A, wystepowat on nieznacznie czesciej w grupie badanej (56%
przypadkéw) niz w kontrolnej (52% przypadkéw). Przeprowadzono analize
statystyczng, aby okresli¢ czy czestosci wystepowania genotypdéw oraz alleli miedzy
wybranymi grupami rdznity sie miedzy sobg istotnie statystycznie. Podczas analizy
statystycznej, gdy pordwnano czestosci rozktadéw genotypdw oraz alleli tego SNP, nie
zaobserwowano znaczacych rdéznic miedzy pacjentami z ALL i zdrowymi osobami,
(odpowiednio p= 0,3257, p=0,5174). Wyniki podsumowano w Tabeli 6.13 oraz na
Rycinie 6.11.

Tabela 6.13 Rozkfad czestosci wystepowania genotypow i alleli polimorfizmu

RUNX3 rs6672420 dla grupy badanej i kontrolne;j

Grupa badana (%) | Grupa kontrolna (%)

Genotypy i allele

N=60 N=60

AA 17 (28%) 18 (30%) 1,00

p=0,3257
AT 33 (55%) 26 (43%) (test x2 1.34

Pearsona)

RUNX3
T 10 (17%) 16 (27%) 0,66
rs6672420

A 67 (56%) 62 (52%) p=0,5174
(test x2 0,85

T 53 (44%) 58 (48%) Pearsona)

p=0,759 p=0,765
(test x2 Pearsona) (test x2 Pearsona)
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Rycina 6.11 Wykres obserwowanych licznosci poszczegdlnych genotypow rs6672420

w grupie badanej i grupie kontrolnej

Nastepnie analizie statystycznej poddano zaleznosci miedzy obserwowanymi
genotypami a wybranymi cechami demograficznymi i klinicznymi pacjentéw z ostrg
biataczkg limfoblastyczng. W pierwszej kolejnosci grupe badang podzielono pod
wzgledem ptci oraz podtypu biataczki. Wyniki analizy statystycznej wykazaty istotng
statystycznie zaleznos¢ miedzy pfcig pacjentéw a genotypem (p=0,0283, Rycina 6.12).
Wsréd kobiet zdecydowanie czesciej wystepuje genotyp AT, jednak wydaje sie nie miec
to zastosowania klinicznego, poniewaz nie obserwuje sie roznic w przebiegu ALL

w zaleznosci od ptci.

Po podziale pacjentéw wedtug podtypu biataczki, nie wykryto istotnych
statystycznie réznic w czestosciach wystepowania genotypéw obserwowanych wsrdd
pacjentéw B-ALL oraz T-ALL (p=0,7501). Wyniki podsumowano i zaprezentowano

w Tabeli 6.14.
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Tabela 6.14 Rozktad czestosci wystepowania genotypdw polimorfizmu RUNX3

rs6672420 w zaleznosci od ptci oraz podtypu klinicznego biataczki w grupie badanej

10(17%) 25 (42%) 3 (5%) p=0,0283
(test x2

M 7 (12%) 8 (13%) 7 (12%) Pearsona)

S B 14(23%)  26(43%) 7 (12%) p=0,7501
(test x2

(n=60) T 3 (5%) 7 (12%) 3 (5%) Pearsona)

Rycina 6.12 Rozkfad czestosci wystepowania genotypow polimorfizmu rs6672420
RUNX3 w zaleznosci od pfci (p=0,0283)
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Kolejnym etapem byta ocena zaleznosci miedzy poszczegdlnymi genotypami
oraz wiekiem w badanej grupie pacjentow. Wyniki analizy statystycznej wykazaty brak
istotnych réznic miedzy genotypem a wiekiem (p=0,2251), aczkolwiek warto zauwazyg,
ze wariant TT byt obserwowany czesciej wsrdod mtodszych pacjentéw (Srednia wieku
dla tego genotypu to 53 lata w pordwnaniu do sredniego wieku catej grupy badanej
wynoszgcego 58 lat). Nastepnie poszukiwano zaleznosci miedzy leukocytozg oraz
odsetkiem blastow w szpiku kostnym u pacjentéw z ALL a uzyskanym genotypem
rs6672420. Nie odnaleziono rdéznic istotnych statystycznie w przypadku obu
porownywanych  parametrow (odpowiednio p=0,8836, p=0,4778). Wyniki

podsumowano i zaprezentowano doktadniej w Tabeli 6.15.

Tabela 6.15 Rozktad czestosci wystepowania genotypdw polimorfizmu RUNX1

rs6672420 w zaleznosci od wieku, leukocytozy oraz odsetka blastéw w grupie badanej

Wiek (lata) , p=0,2251
Srednia 60,1 58,6 53,0 ’

=60 (ANOVA)

Leukocytoza (/ul) _ p=0,8836
Mediana 23200 23000 23200 (test Kruskala-

n=60 Wallisa)

Odsetek blastow (% . =
%) Srednia 83,00 82,70 86,20 p=0,4778
n=60 (ANOVA)

W nastepnym etapie analizy poszukiwano zaleznos$ci miedzy wystgpieniem
danego wariantu polimorficznego a obecnoscia chromosomu Philadelhpia.
Przeprowadzona analiza statystyczna nie wykazata istotnych rdznic pomiedzy
czestoscig wystepowania genotypdw dla badanego SNP miedzy osobami Ph-ujemnymi
oraz Ph-dodatnimi (p=0,1732), aczkolwiek warto zauwazyé, ze wszystkie osoby
z obecnym chromosomem Ph zakwalifikowano jako heterozygoty AT, jednakze cata ta

podgrupa liczyta tylko 4 przypadki. Wyniki podsumowano w Tabeli 6.16.
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Tabela 6.16 Rozktad czestosci wystepowania genotypdw polimorfizmu RUNX3

rs6672420 w zaleznosci od obecnosci chromosomu Philadelphia w grupie badane;j

0, 0, 0,

Chromosom Ph Nieobecny 17 (28%) 29 (48%) 10 (17%) p=0,1732
(test x2

(n=60) Obecny 0 (0%) 4 (7%) 0 (0%) Pearsona)

Poszukiwano takze zaleznosci miedzy obserwowanym genotypem a obecnoscig
antygenu CD10 oraz HLA-DR w podgrupie pacjentéw z B-ALL. Przeprowadzona analiza
wykazata brak istotnych statystycznie réznic w rozktadzie genotypéw miedzy osobami
CD10-dodatnimi oraz CD10-ujemnymi (p=0,2188). Réwniez w przypadku analizy
dotyczacej HLA-DR nie wykazano istotnosci statystycznej w czestosci wystepowania

obserwowanych genotypdéw (p=0,4146). Wyniki zostaty podsumowane w Tabeli 6.17.

Tabela 6.17 Rozktad czestosci wystepowania genotypdw polimorfizmu RUNX3

rs6672420 w zaleznosci od obecnosci markera CD10 oraz HLA-DR w podgrupie

pacjentéw B-ALL

ceCha l Genotvp o “--

0, o, a
Marker CD10 Obecny 14 (30%) 21 (45%) 6(13%) p=0,2188
(testx2
(n=47) Nieobecny 0 (0%) 5 (10%) 1(2%) Pearsona)

Ob 14 (30% 24 (51% 6(13% =
Ekspresja HLA-DR echa (30%) (51%) (13%) p=0,4146
(test x2

(n=47) Nieobecna 0 (0%) 2 (4%) 1(2%) Pearsona)
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6.3.2 Analiza wzglednego poziomu ekspresji RUNX3

Po ocenie genotypowania rs6672420, przystgpiono do analizy poziomu mRNA
genu RUNX3. Wsrod wszystkich 60 pacjentdw chorych na ALL wykryto jakosciowo

obecnosé ekspresji genu RUNX3, przyktadowy wynik przedstawiono na rycinie 6.13.

Rycina 6.13 Przyktadowy wynik elektroforezy produktéw PCR dla genu RUNX3.
Studzienka nr 1 — wzorzec masy molekularnej 100-500 pz; studzienka nr 2 — kontrola

ujemna; studzienki 2-9 — préby badane, zawierajgce produkt o wielkosci 120 pz.

Po analizie jakosciowej przeprowadzono analize iloSciowg oceny wzglednego
poziomu ekspresji. Poziom ekspresji genu RUNX3 metoda ilosciowg real-time PCR
okreslono u wszystkich 60 pacjentéw chorych na ALL. Przyktadowy wynik
przeprowadzonego eksperymentu przedstawiajg Ryciny 6.14 i 6.15, na ktérych kolejno

zaprezentowano krzywe amplifikacji oraz krzywe topnienia produktu.
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Rycina 6.15 Przyktadowe krzywe topnienia produktow reakcji dla genu badanego

RUNX3
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Uzyskane wyniki wykazaty, ze wzgledny poziom ekspresji byt zréznicowany
w obrebie grupy badanej i wahat sie od 0,06 do 44,62, z mediang o wartosci 0,86.
Szczegdtowe wartosci przedstawia Tabela 6.18 oraz Rycina 6.16. W celu czytelnosci
i przejrzystosci danych na wykresie wyniki zaprezentowano jako logl0 z wartosci R

okreslajgcej wzgledny poziom ekspres;ji.

Tabela 6.18 Wzgledny poziom ekspresji genu RUNX3 w obrebie grupy badanej

Wzgledny poziom Dolny Gorny
Mediana
mRNA genu RUNX3 kwartyl kwartyl

Wszystkie przypadki 60 0,860400 0,059937 44,61891 0,394278 2,536959

2,000

1,500

1,000

0,500

o,ooollll | |||| | L 1

-0,500

Log10 wzglednego poziomu ekspresji genu RUNX3

-1,000

-1,500

1 3 5 7 9 111315171921 23 2527293133 35373941434547 495153555759
Grupa badana

Rycina 6.16 Log10 wzglednego poziomu ekspresji genu RUNX3 wsrdd grupy badanej

Nastepnie uzyskane wartosci wzglednego poziomu ekspresji poddano analizie
statystycznej. W pierwszej kolejnosci poszukiwano zaleznosci miedzy wzglednym
poziomem ekspresji genu RUNX3 a piciag pacjentéw. Analiza wykazata brak
statystycznie istotnych réznic w poziomie mRNA genu RUNX3 w zaleznosci od pfci

(p=0,6181) (Tabela 6.19).



6.3 Ocena polimorfizmu rs6672420 oraz poziomu ekspresji genu RUNX3 [ 87

Tabela 6.19 Wzgledny poziom ekspresji genu RUNX3 w zaleznosci od ptci w grupie

badanej

Test U
Wzgledny poziom Dolny Gorny
Mediana Manna-
mRNA genu RUNX3 kwartyl | kwartyl
Whitneya

Mezczyini 22 0,770494 0,095364 8,85351 0,448418 1,677427
p=0,6181
Kobiety 38 0,888197 0,059937 44,61891 0,350605 2,910466

Nastepnym etapem analizy byfa ocena wzglednego poziomu ekspresji RUNX3
wedtug podtypu biataczki, pacjenci zostali podzieleni na podgrupy B-ALL i T-ALL.
Przeprowadzona analiza statystyczna nie wykazata istotnej rdézinicy miedzy tymi

dwiema podgrupami pacjentéw (p=0,6798) (Tabela 6.20).

Tabela 6.20 Wzgledny poziom mRNA RUNX3 w zaleznosci od podtypu biataczki

w grupie badanej

Test U
Wzgledny poziom Dolny Gorny
Mediana Manna-
mRNA genu RUNX3 kwartyl | kwartyl
Whitneya

47 0,847479 0,059937 29,30179 0,387674 2,632165
p=0,6798
13 0,992806 0,124101 44,61891 0,511539 2,032023

Nastepnie oceniono wzgledny poziom ekspresji RUNX3 wedtug wieku

w badanej grupie. Korelacja ta nie byta istotna statystycznie (p=0,953), co zilustrowano

na Rycinie 6.17.
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Rycina 6.17 Wykres korelacji r Pearsona miedzy wzglednym poziomem ekspresji

RUNX3 a wiekiem w grupie badanej

Nastepnym etapem analizy statystycznej byto poszukiwanie zaleznosci miedzy
wzglednym poziomem transkryptu genu RUNX3 a leukocytozg oraz procentowa
zawartoscig blastow w szpiku kostnym. Nie wykazano istotnych statystycznie
zaleznosci miedzy badanymi parametrami a wzglednym poziomem mRNA genu RUNX3
(odpowiednio p=0,910, p=0,808), wyniki korelacji zaprezentowano na rycinach (Rycina

6.18 oraz Rycina 6.19).
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Rycina 6.18 Wykres korelacji r Pearsona miedzy wzglednym poziomem ekspres;ji

RUNX3 a leukocytozg w grupie badanej (p=0,910)
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Wykres korelacji r Pearsona miedzy wzglednym poziomem ekspresiji

RUNX3 a odsetkiem blastow w szpiku kostnym w grupie badanej (p=0,808)
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W nastepnym etapie analizy oceniano zwigzek wzglednych poziomoéw ekspresji
genu RUNX3 w zaleznosci od obecnosci chromosomu Philadelphia w obrebie catej
grupy badanej (Tabela 6.21). Osoby z obecnym chromosomem Philadelphia
wykazywaty nizszy wzgledny poziom ekspresji transkryptu genu RUNX3, co
zaprezentowano na Rycinie 6.20, niz osoby u ktérych nie wykryto obecnosci
chromosomu Philadelphia, byla to zalezno$¢ istotna statystycznie (p=0,0273).
Chromosom Ph wydaje sie ujemnie regulowac poziom transkryptu genu RUNX3, jednak

wystepuje duza dysproporcja w licznosci miedzy dwiema podgrupami.

Tabela 6.21 Wzgledny poziom mRNA RUNX3 w zaleznosci od obecnosci chromosomu

Ph w grupie badanej

Test U
Wzgledny poziom Dolny Gorny
Mediana Manna-
mRNA genu RUNX3 kwartyl | kwartyl
Whitneya

Chromosom Ph - 0,888197 0,075690 44,61891 0,453659 2,771315

- p=0’0273
T aIEnE 4 0,109732 0,059937 1,384709 0,077650 0,754405
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Rycina 6.20 Wykres zaleznosci wzglednego poziomu ekspresji RUNX3 od obecnosci

chromosomu Philadelphia wsérdd grupy badanej

Nastepnie poszukiwano zalezno$ci miedzy poziomem mRNA genu RUNX3
a obecnosciag antygenu CD10 oraz HLA-DR w podgrupie pacjentéw z B-ALL.
Przeprowadzona analiza nie wykazata istotnych statystycznie rdinic miedzy
podgrupami pacjentéw CD10-dodatnimi i CD10-ujemnymi (p=0,5989) oraz miedzy HLA-
DR dodatnimi i ujemnymi (p=0,5280) w podgrupie pacjentéw z B-ALL. Wyniki ujeto

szerzej i podsumowano w Tabeli 6.22.
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Tabela 6.22 Wzgledny poziom mRNA RUNX3 w zaleznosci od obecnos$ci markera CD10

oraz HLA-DR w podgrupie pacjentéw B-ALL

TestU
Wzgledny poziom Dolny Gorny
Mediana \ETER
mRNA genu RUNX3 kwartyl | kwartyl
Whitneya

Marker CD10 + 41 0,761149 0,059937 29,30179 0,387674 2,632165
p=0,5989
Marker CD10 - 6 1,108819 0,180439 9,039544 0,847479 1,712673

44 0,826580 0,059937 29,30179 0,394278 2,771315
p=0,5280
3 0,847479 0,180439 1,314563 0,180439 1,314563

6.2.3 Analiza zaleznoSci miedzy genotypem 156672420
a wzglednym poziomem ekspresji RUNX3

Poszukiwano nastepnie zwigzku miedzy genotypem rs6672520 a wzglednym
poziomem ekspresji genu RUNX3. Analiza statystyczna pokazata, ze genotyp badanego
SNP nie ma istotnego wptywu na wzgledny poziom ekspresji genu RUNX3 (p=0,8616,
Tabela 6.23). Jednakze warto zauwazy¢, ze w przypadku genotypu AA obserwujemy
najwyzsze wartosci poziomu mRNA RUNX3 (mediana 0,933), co zaprezentowano na
Rycinie 6.21. By¢ moze obecnos¢ nieprawidtowego wariantu T wptywa na ilos¢

powstajgcego mRNA.

Tabela 6.23 Zaleznos¢ miedzy genotypem polimorfizmu RUNX3 rs6672420

a wzglednym poziomem ekspresji RUNX3 w grupie badane;j

p=0,8616
Mediana 0,933 0,873 0,770 (test Kruskala-
ekspresji RUNX3 Wallisa)

Wzgledny poziom
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Rycina 6.21 Wykres zaleznosci miedzy genotypem polimorfizmu RUNX3 rs6672420
a wzglednym poziomem ekspresji RUNX3 w grupie badanej
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6.4 Ocena obecnosci mRNA genu RUNX1/RUNX1T1

W grupie pacjentéw z ALL wykonano réwniez ocene obecnosci mRNA genu
RUNX1/RUNX1T1, analize przeprowadzono technikg real-time PCR wykorzystujgc

sonde TagMan. Przyktadowy wynik do$wiadczenia przedstawia rycina 6.22.
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Rycina 6.22 Przyktadowy wynik badania obecnosci mRNA genu fuzyjnego
RUNX1/RUNX1T1. Wyniki przedstawiono w skali linearnej. Strzatkg zaznaczono krzywg

amplifikacji dla kontroli pozytywnej.

Poniewaz poprawnos$¢ przeprowadzonego eksperymentu oraz wynikow analizy
zostaty zweryfikowana poprzez dodanie do kazdej serii pomiarowej kontroli dodatniej,
po obserwacji krzywych amplifikacji préob badanych mozna wnioskowaé, ze otrzymane
wyniki s3 prawdziwie ujemne — w zadnej z préb badanych odczyt fluorescencji nie
przekroczyt sygnatu tta, a ich ksztatt znacznie odbiega od oczekiwanej krzywej
przyrostu produktu reakcji, ktérg obserwujemy w prébie stanowigcej kontrole
pozytywnga. Na tej podstawie stwierdzono, ze u zadnego z 60 analizowanych pacjentéow

chorych na ALL ekspresja genu fuzyjnego RUNX1/RUNX1T1 nie zostata wykryta.
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6.5 Analiza wzglednego poziomu ekspresji CEBPA

Ostatnim etapem badan byta ocena poziomu transkryptu genu CEBPA w grupie
badanej. Wsréd wszystkich 60 pacjentdw chorych na ALL wykryto jakosciowo obecnos$é

ekspresji genu CEBPA, przyktadowy wynik przedstawiono na rycinie 6.23

B 10 11 12

—

Rycina 6.23 Przyktadowy wynik elektroforezy produktéw PCR dla genu CEBPA.
Studzienka nr 1 — wzorzec masy molekularnej 100-500 pz; studzienki 2-11 — préby

badane, zawierajgce produkt o wielkosci 199 pz; studzienka nr 12 — kontrola ujemna.

Po analizie jakoSciowej przeprowadzono analize ilosciowg oceny wzglednego
poziomu ekspresji. Poziom mRNA genu CEBPA zostat oceniony u 60 pacjentéw za
pomocg metody real-time PCR. Przyktadowy wynik przeprowadzonego eksperymentu
przedstawiajg Ryciny 6.24 i 6.25, na ktérych kolejno zaprezentowano krzywe

amplifikacji oraz krzywe topnienia produktu.
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Rycina 6.24 Przyktadowe krzywe amplifikacji dla genu badanego CEBPA

11

dF/dT

75 80 85 90 95
temperatura

Rycina 6.25 Przyktadowe krzywe topnienia produktéw reakcji dla genu badanego

CEBPA
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Po wykonanych eksperymentach oraz zebraniu danych stwierdzono, ze poziom
transkryptu genu CEBPA byt zréznicowany w grupie badanej, wahat sie od 0,01 do
19,31 z mediang o wartosci 0,96 (Tabela 6.24 oraz Rycina 6.26). W celu przejrzystosci
danych wyniki na Rycinie zaprezentowano jako logl0 z wartosci R okreslajacej

wzgledny poziom ekspres;ji.

Tabela 6.24 Wzgledny poziom ekspresji genu CEBPA w grupie badanej

Wzgledny poziom Dolny Gorny
Mediana
mRNA genu CEBPA kwartyl kwartyl

Wszystkie przypadki 60 0,955320 0,009831 19,31374 0,418317 2,579563

15

0,5

o Ll 11 ‘Il | Ly | 1. 1l
| !

-0,5

-15

Log10 wzglednego poziomu ekspresji genu CEBPA

-2,5

1 3 5 7 9111315171921 23252729313335373941434547 495153555759

Grupa badana

Rycina 6.26 Log10 wzglednego poziomu ekspresji genu CEBPA wsréd grupy badanej
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Uzyskane wartosci wzglednego poziomu mRNA poddano ocenie statystyczne;j.
Pierwszym etapem analizy statystycznej byto poszukiwanie zaleznos$ci miedzy ptcig
pacjenta a wzglednym poziomem ekspresji genu CEBPA. Analiza wykazata, ze istnieje
statystycznie istotna rdznica w poziomie transkryptu wybranego genu (p=0,0362)
w zaleznos$ci od ptci. W podgrupie mezczyzn wykazano wyzszy wzgledny poziom
ekspresji CEBPA, niz w podgrupie kobiet (odpowiednio mediana 1,4655 oraz 0,8801) co

zaprezentowano na Rycinie 6.27. Wyniki podsumowano w Tabeli 6.25).

Tabela 6.25 Wzgledny poziom ekspresji genu CEBPA w zaleznosci od ptci w grupie

badanej

TestU
Wzgledny poziom Dolny Garny
Mediana Manna-
mRNA genu CEBPA kwartyl | kwartyl
Whitneya

Mezczyzni 22 1,465505 0,151238 19,31374 0,743921 4,060213
p=0,0363
38 0,880145 0,009831 15,22344 0,318984 1,585446
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Rycina 6.27 Wykres zaleznosci wzglednego poziomu ekspresji CEBPA od pfci w grupie
badanej (p=0,0363)

Nastepnie oceniano rdéznice we wzglednym poziome transkryptu genu CEBPA
w zaleznosci od podtypu biataczki: B-ALL i T-ALL. Nie stwierdzono znaczacej rdéznicy
miedzy tymi dwiema podgrupami pacjentdow (p=0,8017). Wyniki podsumowano
w Tabeli 6.26.

Tabela 6.26 Wzgledny poziom mRNA CEBPA w zaleznosci od podtypu biataczki

w grupie badanej

TestU
Wzgledny poziom Dolny Gorny
Mediana Manna-
mRNA genu CEBPA kwartyl | kwartyl
Whitneya

47 1,143314 0,009831 19,31374 0,397278 3,222594
p=0,8017
13 0,954768 0,044089 6,92376 0,684547 1,560010
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Kolejnym etapem analizy byto poszukiwanie korelacji pomiedzy wzglednym
poziomem transkryptu genu CEBPA a wiekiem w badanej grupie. Nie uzyskano
statystycznie istotnej korelacji miedzy tymi parametrami (p=0,619), co uwidocznione

jest na Rycinie 6.28.

22 ¢

20 ¢

Wzgledny poziom ekspresji genu CEBPA
=

o
81 [a]
6| 2 ° i
0
4 o] o T —
e i S o
-
2 o . o — e s
3 oo Fe A= e R o o
,,,,, ] - o
0 o ° 03 008008@ o8 o o 0O 50
32 37 42 47 52 o7 62 67 72 i 82
Wiek

Rycina 6.28 Wykres korelacji r Pearsona miedzy wzglednym poziomem ekspresji CEBPA
a wiekiem w grupie badanej (p=0,619)

Nastepnie oceniano zwigzek miedzy leukocytozg, procentowg zawartoscig
blastow w szpiku kostnym a poziomem transkryptu genu CEBPA. Analiza statystyczna
nie wykazata istotnych zaleznosci miedzy wybranymi parametrami a poziomem

transkryptu CEBPA (odpowiednio p=0,884, Rycina 6.29; p=0,115, Rycina 6.30).
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Rycina 6.29 Wykres korelacji r Pearsona miedzy wzglednym poziomem ekspresjinCEBPA

a leukocytozg w grupie badanej (p=0,884)
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6.30 Wykres korelacji r Pearsona miedzy wzglednym poziomem ekspresiji nCEBPA

a odsetkiem blastow w szpiku kostnym w grupie badanej (p=0,115)
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Dokonano réwniez poréwnania miedzy obecnosciag chromosomu Philadelphia
a wzglednym poziomem ekspresji badanego genu, nie stwierdzono istotnych
statystycznie réznic miedzy osobami Ph+ a osobami bez chromosomu Philadelphia

(p=0,1063). Wyniki podsumowano w Tabeli 6.27.

Tabela 6.27 Wzgledny poziom mRNA CEBPA w zalezno$ci od obecnosci chromosomu

Ph w grupie badanej

Test U
Wzgledny poziom Dolny Gorny
Mediana W ELLES
mRNA genu CEBPA kwartyl | kwartyl
Whitneya

e 5 56 0,939573 0,009831 19,31374 0,399586 2,249305

4 4,306043 0,743921 8,348723 1,417965 7,434400

W kolejnym etapie poszukiwano zaleznosci miedzy poziomem mRNA genu
CEBPA a obecnoscig antygenu CD10 oraz HLA-DR w podgrupie pacjentéw z B-ALL.
Analiza nie wykazata istotnych réznic w poziomie mRNA CEBPA pomiedzy prébami
CD10-dodatnimi i CD10-ujemnymi (p=0,1074) oraz miedzy HLA-DR dodatnimi

i ujemnymi (p=0,9480). Wyniki ujeto szerzej i podsumowano w Tabeli 6.28.

Tabela 6.28 Wzgledny poziom mRNA CEBPA w zaleznosci od obecnosci markera CD10

oraz HLA-DR w podgrupie pacjentéw B-ALL

Test U
Wzgledny poziom Dolny Gorny
Mediana Manna-
mRNA genu CEBPA kwartyl | kwartyl
LG EE]

Marker CD10 + 41 1,252568 0,009831 19,31374 0,434739 3,222594
p=0,1074
Marker CD10 - 6 0,458997 0,086263 3,981252 0,162843 0,848639

44 1,149957 0,009831 19,31374 0,360358 2,985145
p=0,9480
3 0,848639 0,594558 3,981252 0,594558 3,981252
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R0zZDZIAL VII
Dyskusja

Przebieg dojrzewania limfoidalnego jest $cisle kontrolowany przez hierarchiczng
aktywacje czynnikdéw transkrypcyjnych i selekcje poprzez funkcjonalng transdukcje
sygnatu. Ostra biataczka limfoblastyczna reprezentuje grupe nowotworéw
limfoidalnych w stadium prekursorowym z linii B lub T, powstajgcych w wyniku zmian
genetycznych, ktére blokujg réznicowanie limfoidalne i prowadzg do nieprawidtowej
proliferacji i przezycia komérek. Niejednorodnos¢ kliniczna przebiegu i wyniku choroby,
szczegblnie przy poréwnywaniu populacji pediatrycznych z przypadkami ALL wsréd
dorostych, odzwierciedla mozliwos¢ istnienia réznych podtypéw biologicznych tej

choroby [Zuckerman i wsp., 2014].

Proces leukemogenezy moze zosta¢ wywotany przez niewielkg zmiane
w ekspresji lub funkcji niektorych czynnikéw transkrypcyjnych [Chiaretti i wsp., 2014].
Czynniki transkrypcyjne to biatka posiadajgce domeny, ktore wigzg sie z DNA regionow
promotora lub sekwencji wzmacniajgcej okreslonych gendéw. Posiadajg rowniez
domene, ktdéra wchodzi w interakcje z polimerazag RNA Il lub innymi czynnikami
transkrypcyjnymi i w konsekwencji regulujg ilos¢ informacyjnego RNA (mRNA)
wytwarzanego przez gen, co w konsekwencji przektada sie na ilos¢ powstajgcego

produktu biatkowego [Lambert i wsp., 2018].

Wiele rodzin biatek dziata jako czynniki transkrypcyjne. Niektére TF to czynniki
ogdblne wystepujace praktycznie we wszystkich komérkach organizmu (m. in. biatka
Sp1, rodziny NF1, CCAAT). Inne sg specyficzne tylko dla niektérych rodzajéw komédrek
oraz etapdw rozwoju, np. biatka SOX2, OLIG1 i POU3F2 sg obecne prawie wytgcznie
w korze mdézgowej, a GATA4 i TBX20 wykazujg aktywnos¢ tylko w mieéniu sercowym
[Lambert i wsp., 2018]. Grupy specyficznych czynnikow transkrypcyjnych dziatajg
w skoordynowany sposéb, sg niezbedne w inicjowaniu wzorcéow ekspresji gendéw
docelowych, ktdre powodujg zasadnicze zmiany rozwojowe, np. kierujgc podziatem,
wzrostem oraz apoptozg komadrek organizmu, takze migracjg oraz organizacjg komérek

podczas rozwoju embrionalnego. Inicjujg takze zmiany w komadrkach, w odpowiedzi na
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hormony. Czynniki transkrypcyjne dziatajg zazwyczaj na regiony promotorowe lub
sekwencje wzmacniajgce w celu aktywacji lub represji transkrypcji okreslonych genéw
[Lambert i wsp., 2018]. Zmiany poziomu ekspresji gendéw kodujgcych czynniki
transkrypcyjne i aktywnosci ich produktéw biatkowych mogg prowadzi¢ do
nieprawidtowej aktywacji szlakéw biochemicznych i w konsekwencji doprowadzi¢ do

rozwoju nowotworéw.

Jednymi z takich czynnikéw sg biatka kodowane przez geny z rodziny RUNX oraz
gen CEBPA, dlatego przedmiotem rozprawy doktorskiej byta ocena wzglednego
poziomu ekspresji gendw RUNX1, RUNX3 i CEBPA, oraz obecnosci transkryptu genu
fuzyjnego RUNX1/RUNX1T1 w ostrej biataczce limfoblastycznej wsrdd oséb dorostych.
Badania prowadzono w celu okreslenia potencjalnej roli wybranych genéw w rozwoju
tego rodzaju biataczki oraz ustalenia zwigzku z danymi klinicznymi pacjentéw.
Oceniono réwniez polimorfizm rs2268277 genu RUNX1 jak i rs6672420 genu RUNX3
wsréd pacjentow z ALL oraz w podgrupie oséb bez choroby nowotworowej, w celu
ustalenia czy polimorfizmy te majg wptyw na obserwowany poziom mRNA, czy s3
zwigzane ze zwiekszong zapadalnoscia na ALL oraz czy majg zwigzek z danymi

demograficzno-klinicznymi pacjentdw.

Pierwszym z badanych genéw byt gen RUNX1, odgrywa on waing role
w procesie hematopoezy [Medinger i wsp., 2016]. Jego nieprawidiowg ekspresje
wykryto w réznych nowotworach ztosliwych, w tym w raku jajnika, cytogenetycznie
prawidtowej AML (CN-AML) i raku piersi [Fu i wsp., 2016; Lam i wsp., 2012; Ge i wsp.,
2014; Ferrari i wsp., 2014]. Jednak znaczenie genu RUNX1 w rozwoju nowotworow,
w szczegdlnosci hematologicznych, nie jest w petni poznane. Badacze wykazali, ze
mutacje wystepujagce w genie RUNXI1 s3 zwigzane z rozwojem ostrej biataczki
szpikowej [Miyoshi i wsp., 1991, ; Osato i wsp., 2004], a takze stwierdzono je w ALL
[Grossmann i wsp., 2011; Della Gatta i wsp. 2012; Zhang i wsp., 2012].

Jednymi ze zmian, ktére mogg by¢ powigzane z wystepowaniem ALL sg SNP,
w tym polimorfizm rs2268277. Polimorfizm rs2268277 genu RUNX1 znajduje sie
w intronie 6, gdzie powoduje zamiane guaniny na cytozyne w pozycji 34809752, jest to

mutacja, ktéra nie wptywa na zmiane w kodowanym aminokwasie. Dane
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w piSmiennictwie opisujg jednak wptyw takich mutacji na szybko$é formowania mRNA
oraz na jego okres pottrwania, co moze w konsekwencji powodowac¢ zmiane w ilosci
powstajgcego produktu biatkowego. Czestos¢ rozktadu genotypdéw oraz alleli
W niniejszej pracy w grupie kontrolnej (odpowiednio GG — 40%, GC — 43%, CC — 17%,
allel G — 62%, allel C — 38%) jest porownywalna z czestosciami obserwowanymi
w innych populacjach kaukaskich. W badaniu przeprowadzonym przez Wesoly i wsp.
wsrdéd dunskiej grupy kontrolnej genotyp GG stanowit 40%, najczesciej wystepowat
genotyp GC (47,5%), genotyp CC stanowit 12,5% grupy, jesli spojrzymy na czestos¢
wystepowania alleli to allel G wykryto u 64%, a allel C natomiast u 36% [Wesoly i wsp.,
2005]. Podobne czestosci obserwowano wsréd grupy zdrowych osdéb pochodzenia
hiszpanskiego w badaniu przeprowadzonym przez Orozco i wsp., gdzie homozygoty GG
stanowity 35,1%, heterozygoty GC 50%, a homozygoty zmutowane CC 14,9%,
w przypadku czestosci wystepowania alleli, allel G stanowit 60,1%, natomiast allel C
39,9% [Orozco i wsp., 2006]. Zgodne z danymi dostepnymi w pismiennictwie jest to
pierwsze badanie oceny polimorfizmu rs2268277 przeprowadzone w grupie chorych
z ALL, brak jest dostepnych danych odno$nie czestosci wystepowania genotypow i alleli
tego polimorfizmu wsréd chorych z nowotworami hematologicznymi. Dlatego wyniki
uzyskane w niniejszej pracy zostang poréwnane z innymi jednostkami chorobowymi.
Polimorfizm ten byt wczesniej badany wsrod pacjentdow z reumatoidalnym zapaleniem
stawow (RZS) [Wesoly i wsp., 2005, Tokuhiro i wsp., 2003] i toczniem rumieniowatym
uktadowym [Orozco i wsp., 2006]. Tokuhiro i wsp. potwierdzili istotny zwigzek miedzy
zmutowanym allelem C polimorfizmu rs2268277 i czestszym wystepowaniem
reumatoidalnego zapalenia stawdéw w populacji japoniskiej, sugerujg takze jego wptyw
na poziom ekspresji samego genu [Tokuhiro i wsp., 2003]. W przeciwienstwie do tych
wynikéw, w badaniu przeprowadzonym przez Wesoly i wsp. nie zaobserwowano
istotnej réznicy w czestosciach wystepowania genotypdéw oraz alleli miedzy pacjentami
z RZS i grupa kontrolng [Wesoly i wsp., 2005]. Takze badania przeprowadzone przez
Orozco i wsp. wsrdd pacjentow pochodzenia hiszpanskiego z toczniem rumieniowatym
uktadowym wykazaty brak réznic w obserwowanych czestosciach genotypdéw i alleli
pomiedzy grupg badang i kontrolng [Orozco i wsp., 2006]. Podobne wyniki uzyskano
W niniejszej pracy, polimorfizm ten nie jest zwigzany z rozwojem ostrej biataczki

limfoblastycznej, poniewaz rozktad czestosci genotypow i alleli nie réozni sie miedzy
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grupg badang i kontrolng (odpowiednio p= 0,5154, p=0,2949). Nie ma rowniez zwigzku
z wybranymi cechami demograficzno-klinicznymi. Zmiana pojedynczego nukleotydu
w pozycji 34809752 G>C nie wptywa takze istotnie statystycznie na obserwowany
wzgledny poziom ekspresji tego genu (p=0,1926). Wydaje sie, ze polimorfizm ten nie
wptywa na zwiekszong zapadalnoscig oraz rozwdj ALL, aczkolwiek jest to pierwsze
doniesienie oceniajgce ten SNP wsrdd pacjentéw z chorobg hematologiczng, dlatego
w celu potwierdzenia uzyskanych wynikdéw, badania bedg prowadzone dalej na

wiekszej populacji pacjentow.

U pacjentow z ALL oceniono takze wzgledny poziom ekspresji genu RUNX1, aby
okresli¢ jego role w rozwoju oraz progresji tej choroby. Pierwsze badania dotyczgce
funkcji genu RUNX1 sugerowaty, ze dziata jako supresor nowotworowy w AML [Silva
i wsp., 2003], a utrata jego ekspresji moze prowadzi¢ do stabego rdznicowania
i rozwoju biataczki [Osato, 2004]. Badanie przeprowadzone przez Fu i wsp., wykazato,
ze prawidtowy poziom ekspresji genu RUNX1 hamuje proliferacje komérek i promuje
réznicowanie hematopoetycznych komodrek progenitorowych [Fu i wsp., 2016].
Natomiast brak transkrypcji genu RUNX1 moze spowodowaé namnozenie komorek
progenitorowych szpiku i dalszy rozwdj biataczki. Badanie przeprowadzone przez Silva
i wsp. [2003] wykazato, ze gen RUNX1 dziata jako klasyczny gen supresorowy; jednak
inne badania sugerujg, ze dziata jako onkogen, powodujac leukemogeneze ze wzgledu
na jego role w przezywaniu i proliferacji komérek biataczkowych [Ben-Ami i wsp., 2013;
Goyama i wsp., 2013; Goyama i wsp., 2015; Wilkinson i wsp., 2013]. Wyniki tych badan
sugerujg réwniez role RUNX1 w prognozowaniu przebiegu choroby w CN-AML.
Wysokie poziomy ekspresji wydajg sie by¢é negatywnym czynnikiem prognostycznym
[Fu i wsp., 2016]. Z kolei w badaniu przeprowadzonym przez Goyama i wsp. [2013]
otrzymano wyniki przeciwne: nadekspresja genu RUNX1 hamuje wzrost regularnych
komorek krwi pepowinowej poprzez indukowanie réznicowania szpiku. Zasugerowano,
ze gen RUNX1 moze by¢ cennym nowym markerem do stratyfikacji ryzyka u pacjentéw
z AML i ze jest potencjalnym kandydatem do terapii przeciwnowotworowej ze wzgledu

na modulacje jego modyfikacji potranslacyjnych [Goyama i wsp., 2015].

Obecnie wysunieto hipoteze, ze ze wzgledu na rdiny poziom ekspresji gen

RUNX1 moze odgrywac role onkogenng lub supresorowg w zaleznosci od rodzaju
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nowotworu ztosliwego narzaddw litych oraz w nowotworach hematologicznych [Fu
i wsp., 2016; Otdlora-Otdlora i wsp., 2019]. Fu i wsp. opisali, ze w CN-AML wyzszy
poziom ekspresji RUNX1 jest zwigzany z gorszym rokowaniem, pacjenci z wysokg
wartoscig ekspresji cechowali sie krotszym catkowitym czasem przezycia (OS)
i krétszym czasem przezycia wolnym od objawodw (EFS) [Fu i wsp., 2016]. Ponadto
Wilkinson i wsp. odkryli, ze wysoki poziom ekspresji RUNX1 jest zwigzany
z wykrywalnym poziomem MRD w 29 dniu terapii u pacjentéw z ALL posiadajacych
geny fuzyjne MLL, a co za tym idzie z gorszym przebiegiem klinicznym i ryzykiem
wczesnego nawrotu choroby [Wilkinson i wsp., 2013]. Wyniki te sg podobne do
uzyskanych w niniejszej pracy, w ktérych wykazano, ze wysokie poziomy ekspresji genu
RUNX1 korelujg z wiekszg leukocytozg u pacjentéw (p=0,0354), co moze sugerowac
i potwierdzaé potencjat onkogenny tego genu. Wysoka leukocytoza jest uznanym
negatywnym czynnikiem prognostycznym u pacjentdw z ALL, co moze sugerowac
bardziej agresywny przebieg choroby. W niniejszej pracy nie wykazano innych
statystycznie istotnych réznic w obserwowanych poziomach ekspresji w zaleznosci od
wybranych cech demograficzno-klinicznych. Poziom mRNA genu RUNXI nie jest
zalezny od ptci i wieku pacjentéw, podobne wyniki w AML uzyskat zespdt prowadzony

przez Fu [Fu i wsp., 2016].

Kolejnym badanym w pracy genem byt gen RUNX3. Pierwsze badania
sugerujace jego dziatanie supresorowe byly przeprowadzone w raku zotgdka, gdzie
utrata aktywnosci biatka RUNX3 prowadzita do transformacji prawidtowego nabtonka
zofadka w inwazyjng postac raka, wykazano takze obnizony poziom mRNA tego genu
wsrdd oséb z rakiem w poréwnaniu do prawidtowego nabtonka zotadka [Chen i wsp.,
2016]. Wiele innych badan potwierdza te wyniki, jego role jako supresora opisano
w innych nowotworach narzgdéw litych, takich jak: rak okreznicy [Goel i wsp., 2004],
rak ptuca [Lee i wsp., 2010; Lee i wsp., 2013], rak sutka [Huang i wsp., 2012], glejak
[Mueller i wsp., 2007], rak nerki [Chen i wsp., 2013], chrzestniakomiesak [Jin i wsp.,
2013] itp. Inne badania prowadzone nad zjawiskiem nowotworzenia oparte na
epigenetyce sugerujg, ze obnizenie poziomu ekspresji RUNX3 w nowotworach moze
by¢ wynikiem hipermetylacji regionu promotorowego tego genu [Kurklu i wsp., 2015;

Kim i wsp., 2005; Subramaniam i wsp., 2009]. Hipermetylacje promotora RUNX3
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zaobserwowano réwniez w liniach komodrek glejaka wielopostaciowego i pierwotnej
tkance tego nowotworu w pordéwnaniu z ludzkg tkankg modzgowg bez cech
nowotworowych [Mueller i wsp., 2007; Saraiva-Esperon i wsp., 2014]. Metylacje genu
RUNX3 uznano za potencjalny biomarker agresywnosci glejakow [Majchrzak-Celiriska
i wsp., 2015]. W dostepnym pismiennictwie brak jest doniesied o supresorowej roli

genu RUNX3 w nowotworach hematologicznych.

Inne badania wykazaty przeciwne wyniki i sugerowaty role onkogenng RUNX3
oraz jego produktu biatkowego. Zwiekszong aktywnos$¢ biatka RUNX3 wykryto miedzy
innymi w badaniach prowadzonych na liniach komdrkowych raka jajnika,
w poréwnaniu do prawidtowych komérek nabtonkowych tego narzadu. Badano takze
ekspresje genu RUNX3 w zwigzku z opornoscig na stosowane chemioterapeutyki.
Wysoki poziom mRNA genu RUNX3 byt zwigzany z opornoscia komodrek
nowotworowych raka jajnika na stosowanie cisplatyny oraz karboplatyny [Barghout
i wsp., 2015]. Badania prowadzone na poziomie mRNA oraz produktu biatkowego tego
genu wykazaty, ze wysoki poziom ekspresji genu oraz aktywnosé biatka RUNX3 jest
zwigzana ze stabym rdéznicowaniem histologicznym, zdolnoscig tworzenia przerzutow
i inwazyjnosciag w raku ptaskonabtonkowym gtowy i szyi, wykazang w testach
czynnosciowych na liniach komodrkowych [Tsunematsu i wsp., 2009]. Wysoka
aktywnos¢ biatka RUNX3 i jego potencjat onkogenny zostat takze wskazany w szeregu
innych nowotwordw, m. in. w gruczolakoraku przewodowym trzustki [Whittle i wsp.,
2015] i rakach podstawnokomoérkowych [Salto-Tellez i wsp., 2006]. Wysoki poziom
ekspresji genu RUNX3 wykryto wséréd pacjentéw z zapalnymi nowotworami piersi
[Robertson i wsp., 2012] i zotagdka [Carvalho i wsp., 2005; Wen i wsp., 2017]. Podobnie,
jak w przypadku genu RUNX1, sprzeczne wyniki odnos$nie potencjalnego charakteru

supresora lub onkogenu RUNX3 wydajg sie zaleze¢ od rodzaju nowotworu ztosliwego.

Zbadany polimorfizmu rs6672420, umiejscowiony w eksonie 1 genu RUNX3,
nalezy do mutacji punktowych zmiany sensu, powoduje zamiane adeniny na tymine
w pozycji 24964519, a w konsekwencji zmienia kodowany aminokwas w pozycji 18
z Asn do lle. Uzyskana w niniejszej pracy czestos¢ rozktadu genotypdw oraz alleli
w grupie kontrolnej (AA — 30%, AT — 43%, TT — 27%, allel A — 52%, allel T — 48%) jest

poréwnywalna z czestosciami obserwowanymi w innych populacjach europejskich
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(allel A — 48%, allel T — 52%), rozni sie natomiast od czestosci obserwowanych
w populacjach azjatyckich (allel A — 32%, allel T — 68%) oraz amerykanskich (allel A —
28%, allel T — 72%) [Cunningham i wsp., 2019]. Polimorfizm ten byt wczesniej badany
przez Haider i wsp. [2016] wsrdd pacjentdw z zespotem Sézary'ego (agresywny wariant
skérnego chtoniaka z komérek T). Haider i wsp. w swojej pracy wykryli nieprawidtowy
wariant u 9 pacjentéw z 25 badanych chorych [Haider i wsp., 2016]. Ponadto allel T
rs6672420 byt zwigzany ze zwiekszong podatnoscig na raka zotgdka typu jelitowego
[Lim i wsp., 2011], z kolei przeciwne wyniki uzyskano w raku jelita grubego, gdzie
genotyp AA byt zwigzany z czestszym wystepowaniem choroby w poréwnaniu do oséb
zdrowych [Slattery i wsp., 2011]. W niniejszej pracy nie wykryto istotnie statystycznej
réznicy w obserwowanych czestosciach wystepowania genotypodw i alleli miedzy grupa
badang i kontrolng (odpowiednio p= 0,3257, p=0,5174). Badany polimorfizm nie ma
zwigzku z cechami kliniczno-demograficznymi, za wyjatkiem réznicy w obserwowanych
czestosciach genotypdw w zaleznosci od ptci — u kobiet czesciej obserwowano genotyp
AT. Wydaje sie to potwierdza¢ zatozenie, ze funkcja czynnikdw z rodziny RUNX jest
najprawdopodobniej odmienna w nowotworach litych oraz hematologicznych. Dane
z pisSmiennictwa sugerujg, ze obecnos$¢ allela T moze prowadzi¢ do wzrostu poziomu
ekspresji  nieaktywnego transkrypcyjnie splicewariantu RUNX3 potencjalnie
konkurujgcego z transkryptem podstawowym [Lim i wsp., 2011, Puig-Kréger i wsp.,
2010]. W przeprowadzonym badaniu nie wykazano Zzadnego zwigzku miedzy
poziomem ekspresji, a czestosciag wystepowania genotypow i alleli polimorfizmu
rs6672420. Poziomy ekspresji ustalono na podstawie oceny catkowitego mRNA, bez
podziatu na poszczegdlne splicewarianty, powstate z dwdch regionéw promotorowych,
co moze wptywac na wnioskowanie. Kontynuacja tych badan pozwoli okresli¢ czy takze
w przypadku ALL pojawia sie nieprawidtowy wariant transkrypcyjny, ktory moze

wptywac na prawidtowg funkcje czynnika RUNX3.

Dotychczas poziomy ekspresji genu RUNX3 byty oceniane w szeregu réznych
choréb nowotworowych, w tym w AML. Krygier i wsp. opisali, ze RUNX3 moze stuzyc
jako czynnik prognostyczny w ostrej biataczce szpikowej, poniewaz wyisze poziomy
ekspresji tego genu wigzaty sie z wyzszg $miertelnoscig wsrdd grupy badanej. Wydaje

sie to potwierdza¢ onkogenny charakter tego genu w AML [Krygier i wsp., 2018]. Cheng



Dyskusja | 110

i wsp. jak rowniez Lacayo i wsp. zgtaszali podobne obserwacje wsrdd pacjentéw z AML
[Cheng i wsp., 2008; Lacayo i wsp., 2004], gdzie pacjenci pediatryczni z wysoka
wartoscig ekspresji cechowali sie kréotszym wskaznikiem OS i EFS. W niniejszym
badaniu obnizone poziomy ekspresji genu RUNX3 korelowaty z wystepowaniem
chromosomu Ph u pacjentdw z ALL, co sugeruje potencjalng supresorowg role tego
genu. Podobne wyniki uzyskali Haider i wsp., ktérzy w swojej pracy przedstawili
dowody na charakter supresorowy genu RUNX3 w ludzkich nowotworach z komoérek T,
w szczegblnosci u pacjentéw cierpigcych na zespdt Sézary'ego, gdzie ektopowe
wydzielanie biatka RUNX3, bedace efektem zwiekszonego poziomu ekspresji, zmniejsza
zywotnos¢ i indukuje apoptoze komérek nowotworowych [Haider i wsp., 2016]. Moze
sie zatem wydawa¢, ze RUNX3 dziata inaczej w réznych podtypach biataczki i zaréwno
wzrost, jak i zmniejszenie poziomu ekspresji genu moze przyczynié¢ sie do rozwoju
i progresji choroby nowotworowej. Cheng i wsp., jak réwniez Krygier i wsp. opisali
ponadto brak zalezno$ci miedzy obserwowanym poziomem ekspresji genu RUNX3
a danymi demograficzno-klinicznymi wsréd pacjentéw z AML, takimi jak: pteé, wiek
w momencie diagnozy, klasyfikacja FAB [Cheng i wsp., 2008; Krygier i wsp., 2018].
Wyniki uzyskane w niniejszym badaniu sg podobne, poniewaz nie zidentyfikowano
zwigzku miedzy ptcig ani wiekiem lub podtypem ALL a wzglednym poziomem mRNA
genu RUNX3.

Przedmiotem badan w niniejszej rozprawie byfa takze obecnos¢ transkryptu
genu fuzyjnego RUNX1/RUNX1T1 wsréd chorych na ALL. Wsrdd grupy badanej nie
wykryto obecnosci ekspresji tego genu fuzyjnego, nie jest on najprawdopodobniej
zwigzany ze zwiekszonym ryzykiem rozwoju ALL. Jest to pierwsze doniesienie,
okreslajgce obecnos$¢ transkryptu RUNX1/RUNX1T1 w tej chorobie. Dotychczas gen
fuzyjny byt badany w ostrej biataczce szpikowej, wedtug wytycznych European
Leukemia Net z 2017 roku jego obecno$¢ jest zwigzana z korzystnym rokowaniem:
u takich chorych obserwuje sie lepsze wskazniki catkowitej remisji, mniejsze ryzyko
nawrotu, dtuzszy czas przezycia oraz wrazliwos¢ na leczenie cytarabing i antracykling.
Mechanizm dla ktérego ci pacjenci wykazujg lepsze rokowanie jak do tej pory nie zostat
doktadnie poznany [van der Kouwe i wsp., 2019; Déhner i wsp., 2017]. Z drugiej strony

obecnos¢ translokacji t (8; 21) powigzano takze z zaburzonym mechanizmem naprawy
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DNA, ktéry zagraza integralnosci genomowej, sprzyjajgc w ten sposdb fenotypowi
mutatorowemu [van der Kouwe i wsp., 2019]. Potrzebne s3 dalsze badania, w celu
wyjasnienia roli oraz mechanizméw dziatania genu fuzyjnego RUNX1/RUNX1T1

w ostrych biataczkach.

Ostatnim badanym genem byt gen CEBPA. Koduje on czynnik transkrypcyjny
odgrywajacy role w regulacji cyklu komérkowego, réznicowaniu granulocytéw i wielu
innych komédrek. Wybrane dane z piSmiennictwa sugerujg jego potencjalne dziatanie
onkogenne. Gen ten ulega czestym mutacjom, wykryto je w 7-15% przypadkdéw ostrej
biataczki szpikowej [Pabst i wsp., 2009; Lin i wsp., 2005], w okoto 4% przypadkéw
zespotow mielodysplastycznych (MDS) i przewlektej biataczki szpikowej (CML) [Shih
i wsp., 2005]. Inne badania udowodnity, ze ektopowe wydzielania biatka C/EBPa
w liniach komérkowych raka ptuc powoduje znaczne zahamowanie wzrostu komaérek
nowotworowych, co moze sugerowac jednak dziatanie supresorowe tego genu
[Halmos i wsp., 2002; Costa i wsp., 2007]. Stosujac model raka ptuca indukowany
uretanem, wykazano, ze aktywnos$¢ C/EBPa jest hamowana przez inaktywacje kinazy
p38alfa MAP, co prowadzi do progresji nowotworu [Sato i wsp., 2013], potwierdzajac
role supresorowg genu CEBPA w rak ptuc. Chociaz aktywnos$¢ biatka C/EBPa
stwierdzono w ludzkich przedrakowych zmianach skdrnych (rogowacenie stoneczne)
i prawidtfowym naskérku, jego ekspresja jest niewykrywalna w prébkach inwazyjnego
raka ptaskonabtonkowego [Thompson i wsp., 2011]. Wyniki tych badani sugerujg
mozliwg role supresorowg w nowotworach skéry, a utrate prawidtowej aktywnosci
ustali¢ jako przyczyne prowadzgcy do rozwoju nowotworu. Obnizony poziom ekspresji
genu CEBPA obserwowano w wiekszosci przypadkéw raka watrobowokomérkowego.
Proby z wyzszym poziomem ekspresji w przypadkach tego nowotworu wykazywaty
odwrotng korelacje z wielkoscig guza i stadium klinicznym nowotworu (mata $rednica
zmiany i niskie zaawansowanie kliniczne) [Tomizawa i wsp., 2003]. Potencjalna rola
genu CEBPA jako onkogenu Ilub supresora w rozwoju nowotwordw litych
i hematologicznych nie zostata do tej pory catkowicie wyjasniona i wymaga dalszych

badan.

Dotychczasowe prace badawcze dotyczgce poziomu transkryptu genu CEBPA

w nowotworach hematologicznych nie wskazujg jednoznacznie roli tego genu
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w patomechanizmie rozwoju tych choréb. Gholami i wsp. w swojej pracy opisali, ze
podwyzszony poziom ekspresji CEBPA zaobserwowano u dorostych mezczyzn chorych
na AML [Gholami i wsp., 2019]. To odkrycie jest zgodne z niniejszym badaniem,
w ktérym mezczyzni prezentowali statystycznie istotnie wyzsze poziomy mRNA CEBPA
(p=0362). Chapiro i wsp. stwierdzili, ze CEBPA ulega nadekspresji u pacjentow
z translokacjg chromosomalng (14;19) (g32; ql13), cierpigcych na ostrg biataczke
limfoblastyczng z prekursorow komorek B [Chapiro i wsp., 2006]. Ta translokacja nie
byta oceniana w niniejszej pracy u chorych z ALL, ponadto grupa badana obejmowata
zarowno przypadki T-ALL, jak i B-ALL. Nie stwierdzono takze istotnej statystycznie
roznicy w poziomach mRNA CEBPA miedzy tymi podgrupami pacjentéw (p=0,8017).
Perrotti i wsp. stwierdzili, ze u pacjentéw z Ph-dodatnig przewlektg biataczka szpikowg
aktywnos$c¢ biatka C/EBPa w przebiegu przetomu blastycznego jest obnizona, podczas
gdy utrzymany jest fizjologiczny poziom mRNA tego genu [Perrotti i wsp., 2002].
W niniejszym badaniu nie wykryto statystycznie istotnej rdznicy w poziomach mRNA
CEBPA wsrod pacjentéw z obecnym genem fuzyjnym BCR-ABL i bez niego. Grupa
pacjentéw Ph+ jest nieliczna, w celu potwierdzenia uzyskanego wyniku, badanie

powinno by¢ kontynuowane oraz potwierdzone na wiekszej liczbie przypadkéw.

Podsumowujgc, polimorfizmy rs2268277 i rs6672420 badane w pracy nie maja
zwigzku z obserwowanymi poziomami ekspresji oraz przebiegiem procesu
chorobowego wsrdd pacjentéw z ALL. W przypadku oceny poziomow transkryptéw,
przeprowadzone doswiadczenia wydajg sie potwierdza¢ dotychczasowe hipotezy
badaczy, ze zaréwno obnizenie, jak i wzrost poziomu mRNA gendéw z rodziny RUNX
moze by¢ zaangazowane w patogeneze ostrych biataczek. Ponadto wyniki uzyskane
w pracy wskazujg na dualistyczng nature czynnikdéw transkrypcyjnych RUNX — wykazuja
dziatanie zaréwno onkogenne, jak i supresorowe, w zaleznosci od rodzaju choroby oraz
typu nowotworu ztosliwego. Warto podkresli¢, ze gen RUNX1 w przypadkach ALL
wykazuje cechy onkogenu, natomiast gen RUNX3 zdaje sie petnié¢ role supresorows.
Brak zaleznosci poziomdéw ekspresji z cechami demograficznymi pacjentéw, takimi jak
ptec i wiek, sugeruje mozliwosci wykorzystania oceny gendw RUNX1 oraz RUNX3 jako
potencjalne tarcze w terapii celowanej. Aby potwierdzi¢ te hipoteze wymagane sg

jednak dalsze badania z udziatem innych grup badanych. Gen fuzyjny RUNX1/RUNX1T1
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nie ma zwigzku ze zwiekszong zachorowalnoscig na ALL, poniewaz jego obecnos¢ nie
zostata stwierdzona u zadnego z badanych pacjentéw. Poziom ekspresji genu CEBPA
nie ma prawdopodobnie zwigzku z rozwojem i postepem przebiegu ostrej biataczki

limfoblastyczne;.
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R0ZDZIAL VIII

Whnioski

Na podstawie uzyskanych wynikow mozna przedstawi¢ nastepujgce wnioski:

>

Brak istotnych statystycznie réznic miedzy czestosciami wystepowania
poszczegdlnych genotypow i alleli polimorfizmu genu RUNX1 rs2268277
w grupie badanej i kontrolnej oraz brak istotnych statystycznie zaleznosci
miedzy wybranymi danymi demograficzno-klinicznymi u chorych na ALL
wskazujg na brak wptywu badanego polimorfizmu na zwiekszong

zapadalnos¢ oraz patomechanizm tej choroby;

Brak istotnych statystycznie rdéznic miedzy czestosciami wystepowania
poszczegdlnych genotypdw i alleli polimorfizmu genu RUNX3 rs6672420
w grupie badanej i kontrolnej oraz brak istotnych statystycznie zaleznosci
miedzy wybranymi danymi demograficzno-klinicznymi u chorych na ALL
wskazujg na brak wptywu badanego polimorfizmu na zwiekszong

zapadalnos¢ oraz patomechanizm tej choroby;

Nie zaobserwowano istotnego statystycznie zwigzku miedzy wybranymi
polimorfizmami a obserwowanymi poziomami ekspresji gendw RUNX1 oraz

RUNX3;

Wyniki uzyskane w pracy wskazujg na dualistyczng nature czynnikéw
transkrypcyjnych RUNX: gen RUNX1 w ALL wykazuje cechy onkogenu,
poniewaz zwiekszony poziom jego ekspresji koreluje z wyzszg leukocytozg
w grupie badanej; natomiast gen RUNX3 zdaje sie petnié role supresorowsy,
ze wzgledu na korelacie miedzy obnizonymi poziomami ekspresji

a wystepowaniem chromosomu Ph;

Obecno$¢ ekspresji genu fuzyjnego RUNX1/RUNXIT1 nie zostatfa
stwierdzona u zadnego z badanych pacjentéw, w zwigzku z tym translokacja
ta nie ma zwigzku ze zwiekszong zachorowalnoscig oraz patomechanizmem

ALL;
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» Brak istotnych statystycznie zaleznosci miedzy wybranymi cechami
demograficzno-klinicznymi oraz wzglednym poziomem ekspresji genu
CEBPA wskazuje na fakt, iz gen ten nie ma prawdopodobnie zwigzku

z rozwojem i postepem przebiegu ostrej biataczki limfoblastyczne;.
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R0OZDZIAL IX

Streszczenie

Ostra biataczka limfoblastyczna reprezentuje grupe nowotwordéw limfoidalnych
w stadium prekursorowym z linii B lub T, powstajgcych w wyniku zmian genetycznych,
ktore blokujg réznicowanie limfoidalne i prowadza do nieprawidtowe] proliferacji
i przezycia komodrek. Doktadne mechanizmy rozwoju tej choroby pozostajg jednak
nieustalone. Najprawdopodobnie]j proces leukemogenezy moze zosta¢ wywotany przez
niewielkg zmiane w ekspresji lub funkcji niektérych czynnikéw transkrypcyjnych.
Jednymi z takich czynnikéw sg biatka kodowane przez geny z rodziny RUNX oraz gen

CEBPA.

Gtéwnym zatozeniem rozprawy doktorskiej byta ocena wybranych gendw,
kodujgcych czynniki transkrypcyjne, zaangazowanych w procesy hematopoezy,
apoptozy i proliferacji. Wykorzystujac technike PCR-RFLP oceniono polimorfizmy genu
RUNX1 rs2268277 i RUNX3 rs6672420. Za pomocg techniki RT-qPCR zbadano wzgledne
poziomy ekspresji gendw RUNX1, RUNX3 oraz CEBPA. Oceniono takze obecnos$é
ekspresji genu fuzyjnego RUNX1/RUNX1T1 za pomocy sondy typu TagMan. Badaniami
objeto 60 pacjentéw z rozpoznang ostrg biataczkg limfoblastyczng, leczonych
w Instytucie Hematologii i Transfuzjologii w Warszawie. Materiatem badanym byfa
krew obwodowa pobrana na EDTA, z ktérej nastepnie wyizolowano odpowiednio DNA
oraz RNA. Dodatkowo jako grupe odniesienia do badanych polimorfizmdw

wykorzystano 60 prob DNA wyizolowanego od zdrowych oséb.

Przeprowadzona analiza pozwolita na okreslenie ostatecznych wnioskow.
Polimorfizmy rs2268277 i rs6672420 badane w pracy nie majg zwigzku
z obserwowanymi poziomami ekspresji oraz przebiegiem procesu chorobowego wsréd
pacjentéw z ALL. W przypadku oceny poziomdéw transkryptéw, przeprowadzone
doswiadczenia wydajg sie potwierdzaé dotychczasowe hipotezy badaczy, ze zaréwno
obnizenie, jak i wzrost poziomu mRNA gendw z rodziny RUNX moze by¢ zaangazowane
w patogeneze ostrych biataczek. Gen RUNX1 w przypadkach ALL wykazuje cechy

onkogenu, natomiast gen RUNX3 zdaje sie petni¢ role supresorowsq. Brak zaleznosci
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poziomoéw ekspresji z cechami demograficznymi pacjentéw, takimi jak ptec¢ i wiek,
sugeruje mozliwosci wykorzystania oceny gendw RUNX1 oraz RUNX3 jako potencjalne
tarcze w terapii celowane]. Aby potwierdzié¢ te hipoteze wymagane sg jednak dalsze
badania z udziatem wiekszych grup pacjentow. Gen fuzyjny RUNX1/RUNXIT1 nie ma
zwigzku ze zwiekszong zachorowalnoscig na ALL, poniewaz jego obecnos¢ nie zostatfa
stwierdzona u zadnego z badanych pacjentéw. Poziom ekspresji genu CEBPA nie ma
prawdopodobnie zwigzku z rozwojem i postepem przebiegu ostrej biataczki

limfoblastyczne;.

Charakterystyka i poznanie funkcji genéw z rodziny RUNX oraz CEBPA w grupie
pacjentéw chorych na ostrg biataczke limfoblastyczng moze przetozyé sie w przysztosci
na nowe strategie lecznicze i ich indywidualizacje, moze to pomdc chorym na ALL,
szczegblnie dorostym oraz w wieku podesztym, uzyska¢ wieksze szanse na catkowitg

remisje choroby oraz zredukowaé ryzyko nawrotdw.
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Summary

Acute lymphoblastic leukemia represents a group of lymphoid neoplasms at the
precursor stage of the B or T line, resulting from genetic changes that block lymphoid
differentiation and lead to abnormal cell proliferation and survival. However, the exact
pathomechanisms behind this disease remain unknown. Most likely, the process of
leukemogenesis can be triggered by a small change in the expression or function of
some transcription factors. Such factors are the proteins encoded by the RUNX family

genes and the CEBPA gene.

The main assumption of the doctoral dissertation was the assessment of
selected genes encoding transcription factors involved in hematopoiesis, apoptosis and
proliferation. Using the PCR-RFLP technique, polymorphisms of the RUNX1 rs2268277
and RUNX3 rs6672420 genes were evaluated. Relative expression levels of the RUNX1,
RUNX3 and CEBPA genes were examined using RT-qPCR. The presence of
RUNX1/RUNX1T1 fusion gene expression was assessed using a TagMan probe. The
study included 60 patients diagnosed with acute lymphoblastic leukemia, treated at
the Institute of Hematology and Transfusion Medicine in Warsaw. Investigated
material comprised peripheral blood collected on EDTA, from which DNA and RNA
were isolated, respectively. In addition, 60 samples of DNA collected from healthy

people were used as a reference group for the tested polymorphisms.

Conducted analysis allowed to define final conclusions. The rs2268277 and
rs6672420 polymorphisms evaluated in the study are not related to the observed
levels of expression and the course of the disease process among patients with ALL.
When assessing transcript levels, the performed experiments seem to confirm the
previous hypotheses of researchers that both the reduction and increase of mRNA
levels of the RUNX family genes may be involved in the pathogenesis of acute
leukemias. The RUNX1 gene in ALL cases exhibits oncogene traits, while the RUNX3
gene appears to play a suppressor role. The lack of correlation between expression

levels and patient demographic characteristics, such as gender and age, suggests that
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assessment of RUNX1 and RUNX3 genes can be used as potential targets in targeted
therapy. However, to confirm this hypothesis, further studies are required with larger
investigated groups. The RUNX1/RUNX1T1 fusion gene is not associated with an
increased incidence of ALL since its presence was not found in any of the studied
patients. The level of CEBPA gene expression is probably not related to the

development and progression of acute lymphoblastic leukemia.

Characteristics and understanding of the RUNX and CEBPA genes function in
the group of patients with acute lymphoblastic leukemia may translate into new
therapeutic strategies and their individualization. Which in the future may help
patients with ALL, especially adults and the elderly, obtain a greater chance of

complete disease remission and reduce the risk of recurrence.
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