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Wykaz skrotow:

AML — ang. acute myeloid leukemia; ostra biataczka szpikowa

HSC — ang. hemapoietic stem cells; macierzyste komdrki hematopoezy

GMP — ang. granulocyte and monocyte progenitor; komorki progenitorowe
granulocytéw i monocytéw

MEP — ang. megakaryocyte/erythrocyte progenitors; komérki progenitorowe
megakariocytow i erytrocytow

DIC — ang. disseminated intravascular coagulation; zespotu rozsianego wykrzepiania
wewnatrznaczyniowego

CEBPA — CCAAT Enhancer Binding Protein alpha; biatko CCAAT wigzgce wzmacniacz
RUNX 1-3 —ang. Runt Related Transcription Factor members 1-3; czynniki
transkrypcyjne zwigzane z domeng runt 1-3

ETV6 — ang. ETS Variant Transcription Factor 6; wariant transkrypcyjny czynnika ETS 6
GATA2 — ang. GATA Binding Protein 2, podjednostka biatkowa GATA 2
PML-RARA — ang. Regulated Adaptor Molecule 1

CBF — ang. Core-Binding Factor; czynnik wigzacy rdzen

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

RUNX1T1 — ang. RUNX1 Partner Transcriptional co-repressor 1

AF10 (MLLT10) — ang. Histone Lysine Methyltransferase DOT1L Cofactor

NPM1 — ang. Nucleophosmin 1 gene

TP53 —ang. Tumor Protein P53

WT1 —ang. WT1 Transcription Factor; czynnik transkrypcyjny WT1

PHF6 — ang. PHD Finger Protein 6

DNMT — ang. DNA Methyltransferase 1; metylotransferaza DNA 1

TET2 — ang. TET Methylcystosine Dioxygenase 2

IDH1,2 — ang. Isocitrate Dehydrogenase 1-2

FLT3 — ang. Fms related Receptor Tyrosine Kinase 3

KIT —ang. KIT Proto-Oncogene, Receptor Tyrosine Kinase

KRAS — ang. KRAS Proto-Oncogene, GTPase

NRAS — ang. NRAS Proto-Oncogene, GTPase
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PTPs — ang. 6-Pyruvoylterahydropterin

KMT2A (MLL) — ang. Lysine Methyltransferase 2A

NSD1 — ang. Nuclear Receptor Binding SET Domain Protein 1

ASXL1 — ang. AXSL transcriptional Regulator 1

EZH2 — ang. Enhacer of Zeste 2 Polycomb Repressive Complex 2

KDMG6A — ang. Lysine Demethylase 6A

MYH11 - ang. Myosin Heavy Chain 11

IRF — ang. Interferon Regulatory Factors; czynniki regulatorowe interferonow 1
LSC — ang. leukemic steam cells; komdrki macierzyste biataczki

MRD — ang. minimal residual disease; minimalna choroba resztkowa

BCL2 — ang. BCL2 Apoptosis Regulator; regulator apoptozy BCL2

FAS — ang. FAS cell surface death receptor

FAB — ang. French-American-British group

WHO — ang. World Health Organization; Swiatowa Organizacja Zdrowia

NOS — ang. not otherwise specified; bez innej specyfikacji

MPAL — ang. mixed phenotype acute leukemia, ostra biataczka szpikowa o mieszanym
fenotypie

BCR — ang. BCR Activator of RhoGEF and GTPase

ABL1 —ang. ABL Proto-Oncogene 1, Non-Receptor Tyrosine Kinase

BCR — ABL1- gen fuzyjny BCR-ABL1

MDS — ang. myelodysplastic syndrome; zesp6t mielodysplastyczny

MECOM (EVI1) —ang. MDS1 and EVI1 Complex Locus

RBM15 — ang. RNA Binding Motif Protein 15

DDX41 — ang. DEAD-Box Helicase 41

ANKRD26 — ang. Ankyrin Repeat Doman 26

SRP72 — ang. Signal Recognition Particle 72

ATG2B — ang. Autophagy Related 2B

GSKIP —ang. GSK3B Interacting Protein

CD —ang. cluster of differentiation; antygeny réznicowania komérkowego
HLA-DR — ang. Human Leukocyte Antigen-DR isotype; gtéwny uktad zgodnosci

tkankowej
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LDH — ang. lactate dehydrogenase; dehydrogenaza mleczanowa

FISH — ang. fluorescence in situ hybridization; fluorescencyjna hybrydyzacja in situ
RQ-PCR/RT-gPCR — ang. real-time quantitative polymerase chain reaction; reakcja
tancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym

HCT — ang. hematopoietic cell transplantation; przeszczepienie komaérek

CR —ang. complete remmision; catkowita remisja

ELN — ang. European Leukemia Net; rekomendacje Europejskie Towarzystwo
Biataczkowego

U2AF1 —ang. U2 Small Niclear RNA Auxiliary Factor 1

SF3B1 —ang. Splicing Factor 3b Subunit 1

PALG — Polska Grupe ds. Leczenia Biataczek u Dorostych

NCCN — ang. National Comprehensive Cancer Network

Ara-C — cytarabina

NR —ang. no response, brak odpowiedzi na leczenie

hiDAC — ang. High-Dose Cytarabine; wysokie dawki cytarabiny

GO — podziat komoérkowy w fazie GO (faza spoczynku)

RUNT —ang. RUNT domain; domena RUNT

PEBP2aB — ang. Polyomavirus Enhancer-Binding Protein 2 Alpha B Subunit;
podjednostka beta biatka alfa 2 poliomawirusa wigzgcego wzmacniacz

CBFa2 — ang. Core-Binding Factor Subunit Alpha-2; podjednostka alfa-2 czynnika
wigzgcego rdzen

RHD — ang. Runt Homology Domain; domena homologii Runt

ID — ang. inhibitory domain; domena hamujaca

TD —ang. transactivation domain; domena transaktywacyjna

P1/P2 — ang. distal/proximal promotor; dystalny | proksymalny promotor

TAD — tzw. domena transaktywacyjna- ekson 6

VWRPY — wysoce konserwatywna domena (walina-tryptofan-arginina-prolina-tyrozyna)
TLE — ang. transducin-like enhancer protein

NLS — ang. nuclear localization sequence; domena zwana sygnatem lokalizacji jgdrowej
PY — tzw. motyw o sekwencji prolina-tyrozyna

NF-kB — ang. Nuclear Factor Kappa B Subunit 1; czynnik jadrowy podjednostki B
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TPO —trombopoetyna

DBD —ang. runt DNA — binding domain; domena biatkowa o funkcji wigzania DNA
TAF — ang. TATA-Box Binding Protein Associated Factors

BAL — ostra biataczka bifenotypowa

IL-3 — ang. Interleukin 3; interleukina 3

RZS — reumatoidalne zapalenie stawow

LCK — ang. LCK Proto-Onconege, Src Family Tyrosine Kinase

GM-CSF — ang. granulocyte-macrophage colony-stimulating factor; czynnik stymulujacy
tworzenie kolonii granulocytéw i makrofagow

Notch-1 — ang. Notch Receptor 1

ETS1 —ang. ETS Proto-Oncogenel, Transcription Factor

ETO — ang. Eight Twenty One protein; dostownie biatko osiem-dwadziescia-jeden
bZIP — ang. basic-leucine zipper motif; motyw suwaka zasadowo-leucynowego
MYC — ang. Avian Myelocytomatosis Viral Oncogene Homolog; homolog onkogenu
AML1 — ang. Acute Myeloid Leukemia 1 gene; gen ostre] biataczki szpikowej 1

MPO — mieloperoksydaza

SNP — ang. Single Nucleotide Polymorphism; polimorfizm pojedynczego nukelotydu
c-Myc — ang. MYC Proto-Oncogene BHLH Transcription Factor, c-MYC; gen c-Myc
bedacy protoonkogenem zaliczanym do czynnikdw transkrypcyjnych

IRES — tzw. wewnetrzne miejsce wejscia rybosomu

bHLH — motyw umozliwiajgcy biatkom Myc wigzanie DNA

L-Z — tzw. ,zamek leucynowy” umozliwiajacy dimeryzacje z czynnikami tanskrypcyjnymi
HAT — acetylazy histonowe

PCR — ang. Polymerase chain reaction; reakcja taricuchowa polimerazy

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

RFLP — ang. restriction fragment lenght polymorphism; polimorifzm dtugosci
fragmentéw restrykcyjnych

NPM — nukleofosmina

dNTP — deoksynukleotydy

RT-PCR — ang. reverse transcription PCR; reakcja odwrotnej transkrypcji
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ACT — gen B-aktyny

ALB —albumina

EF1A —ang. elongation factor 1a

Ct — ang.threshold cycle; wartos¢ Ct; linia progowa

Ft — ang. fluorescence treshold; wartos¢ progowa
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Informacje o jednostce chorobowej

1.1 Definicja ostrej biataczki szpikowej

Ostra biaftaczka szpikowa (ang. Acute Myleoid Leukemia, AML) nalezy do grupy
heterogennych choréb nowotworowych uktadu biatokrwinkowego. Charakteryzuje sie
klonalng proliferacjg (niepodlegajgcy fizjologicznym mechanizmom regulacji) oraz
rozrostem w szpiku kostnym oraz we krwi, transformowanych nowotworowo komorek
blastycznych wywodzacych sie z prekursorowej komorki mieloidalnej [Szczeklik, 2018;
Saultz i wsp., 2016; Déhner i wsp., 2017]. Mieloidowe komoérki progenitorowe sg
rodzajem tkankowo swoistych wielopotencjalnych komérek macierzystych szpiku
kostnego wywodzgcych sie w linii prostej od komérki macierzystej hemopoezy (ang.
hemapoietic stem cells, HSC) [Szczeklik, 2018]. Dajg one poczatek komodrkom
progenitorowym granulocytéw i monocytow (ang. granulocyte and monocyte
progenitor, GMP) oraz progenitorom megakariocytow i erytrocytéow (ang.
megakaryocyte/erythrocyte progenitors, MEP). Cechg charakterystyczng komdrek
mieloidalnych jest to, ze sg czynnosciowo i morfologicznie niedojrzate [Szczeklik, 2018;
Hofowiecki, 2013].

Naciekajgc szpik kostny, krew oraz sgsiadujgce tkanki i narzady prowadzg do
niewydolnosci prawidtowej hematopoezy. Zaburzenie procesu krwiotworzenia
prowadzi do uszkodzenia szpiku kostnego i czesto objawia sie poprzez niedokrwistos¢,

neutropenie czy matoptytkowos¢ [Szczeklik, 2018; Wierzbowska, 2013].
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Rycina 1. Rycina przedstawia rozmaz prawidtowego szpiku kostnego pacjenta.

[tawkowicz i wsp., 1952]
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Rycina 2. Rycina przedstawia rozmaz szpiku kostnego pacjenta z ostrg biataczka szpikowa.

[tawkowicz i wsp., 1952]
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1.2 Epidemiologia ostrej biataczki szpikowej

Sposréd  wszystkich nowotwordw uktadu biatokrwinkowego ostra biataczka
szpikowa jest najczestszg wsrdd oséb dorostych. Szacuje sie, ze stanowi okoto 80%
ostrych biataczek. W populacji dzieci jest stosunkowo rzadka i stanowi tylko 15%
przypadkow ostrych biataczek. Zapadalnos¢ na te chorobe rosnie wraz z wiekiem
pacjentéw. Szczyt zachorowan przypada na szostg dekade zycia. Mediana wieku
w chwili rozpoznania choroby wynosi 65 lat [Hotowiecki, 2013, Szczeklik, 2018; Szmajda
iwsp., 2017].

Wedtug danych Zrédtowych zapadalnos$é roczna na ostrg biataczke szpikowg
wynosi 3-4 na 100 000 mieszkancéw i rosnie wraz z wiekiem. Ws$réd oséb z przedziatu
wiekowego 30-35 lat wynosi okoto 1/100 000 mieszkaricéw, a w populacji pacjentow
powyzej 65. roku zycia wzrasta niemal dwukrotnie i wynosi >10 na 100 000
mieszkancow. Szacuje sie, ze u 0séb powyzej 80. roku zycia wzrasta nawet do 25 na
100 000 mieszkancow na rok. Mezczyzni chorujg nieco czesciej niz kobiety. Stosunek
zapadalnosci na ostrg biataczke szpikowag mezczyzn do kobiet wynosi odpowiednio 4,56
do 3,0 na 100 000 mieszkancow na rok [Hofowiecki, 2013; Szczeklik, 2018;
Wierzbowska, 2013].

CzestoS¢ wystepowania ostrej biataczki szpikowej rowniez wzrasta wraz
z wiekiem. U pacjentow ponizej 65. roku zycia wynosi okoto 1,3 przypadkéw na 100 000
natomiast w grupie pacjentdw powyzej 65. roku zycia wynosi az 12,2 przypadkéw na
100 000 [De Kouchkovsky i wsp., 2016].

Pomimo faktu, ze postepy w leczeniu ostrej biataczki szpikowej doprowadzity do
znacznego zwiekszenia przezywalnosci u oséb mtodych, to rokowanie u pacjentéw
powyzej 65. roku zycia nadal pozostaje niezadowalajgce. Szacuje sie, ze wsrdd
leczonych pacjentéw w tej grupie wiekowej okoto 70% poniesie Smier¢ z powodu tej

choroby w przeciggu roku od diagnozy [De Kouchkovsky i wsp., 2016; Szczeklik, 2018].
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1.3 Objawy oraz przebieg ostrej biataczki szpikowej

Objawy kliniczne ostrej biataczki szpikowej mogg byé niespecyficzne i sg
najczesciej zwigzane z naciekaniem krwi, szpiku kostnego lub osciennych tkanek przez
komorki biataczkowe. Objawy ostrej biataczki szpikowej mozna podzieli¢ na kilka
podgrup do ktérych zaliczamy:

¢ wspotistniejgce objawy ogdlne (ostabienie, gorgczka, bdle kosci i stawdw

objawy skazy krwotocznej czy wystepujace cechy zakazenia np. ptuc czy jamy

ustnej) [Szczeklik, 2018],

% objawy zwigzane z niedokrwistoscia bedgce efektem naciekania szpiku
kostnego przez komorki biataczkowe (pogorszenie tolerancji wysitku fizycznego,
zastabniecia, nasilenie sie objawdw sarkoidalnych) [Szczeklik, 2018],

+* objawy zwigzane z uposledzeniem odpornosci i neutropenia (zmiany w obrebie
jamy ustnej takie jak: bolesne afty, owrzodzenia czy zmiany okoto zebowe,
zwiekszona podatnosé na zakazenia grzybicze i bakteryjne) [Szczeklik, 2018],

% objawy skazy krwotocznej mogace wynika¢ z matoptytkowosci (wybroczyny
i plamica na skorze i btonach sluzowych, krwawienia z nosa, dzigset, krwotoki
z przewodu pokarmowego, osrodkowego uktadu nerwowego lub drég rodnych)
[Szczeklik, 2018].

Silne krwawienia i krwotoki mogg by¢ réwniez nastepstwem rozwijajgcego sie
zespotu rozsianego wykrzepiania wewnatrznaczyniowego DIC (ang. disseminated
intravascular coagulation, DIC). Charakterystyczne objawy zwigzane z leukostazgy to:
zaburzenia osrodkowego ukfadu nerwowego, bdle gtowy, zaburzenia widzenia czy
objawy hipoksemii. Warto nadmieni¢, ze objawy zwigzane z leukostazg wystepujg
u okoto 5% chorych i sg wynikiem zaburzen przeptywu w mikrokrazeniu, ktére jest
zwigzane z leukocytozg powyzej 100 000/l [Szczeklik, 2018].

Wyrdzniamy takze objawy bedace nastepstwem nacieczenia narzaddéw przez
komoérki biataczkowe. Mozemy do nich zaliczy¢: ptaskie lub guzkowate nacieki skérne,
nacieki w dzigstach, narzgdach chtonnych, narzadach zmystu (siatkdwka, btona
naczyniowa oka czy nerw wzrokowy), ukfadzie oddechowym (nacieki srédmigzszowe,
wysieki w jamie optucnej skutkujgce ciezkg niewydolnoscia oddechowg), nacieki

w miesniu sercowym, ukfadzie moczowym, uktadzie kostno-stawowym czy uktadzie
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nerwowym. Charakterystyczne moze by¢ takze powiekszenie sledziony oraz watroby
(wystepuje u okoto 30% chorych) [Hofowiecki, 2013; Wierzbowska, 2013; Szczeklik,
2018].

Wyrdzniamy takze objawy otrzewnowe oraz bdle brzucha. Czesto s3 one
spowodowane wybroczynami w Scianie jelita czy niedroznoscia jelit.

Do mniej specyficznych objawdéw ostrej biataczki szpikowej, ktére czesto
sktaniajg pacjentéw do wizyty u specjalisty sg: zmniejszenie masy ciata, zlewne poty
oraz bodle kostne. W przeprowadzonym przez lekarza badaniu przedmiotowym
stwierdza sie objawy niedokrwistosci (blados¢ skéry i bton sluzowych) oraz skazy
krwotocznej (punktowe wybroczyny) [Szczeklik, 2018].

Przebieg ostrej biataczki szpikowej jest niezwykle ciezki: nieleczona, moze
w ciggu kilku tygodni doprowadzi¢ do $mierci chorego z powodu powiktan gtéwnie

krwotocznych i infekcyjnych [Hofowiecki, 2013, Szczeklik, 2018].

1.4 Etiopatogeneza ostrej biataczki szpikowej
Etiopatogeneza ostrej biataczki szpikowej nie zostata jeszcze doktadnie poznana.
Istnieje wiele czynnikéw, ktére mogg prowadzi¢ do rozwoju tej choroby. Do czynnikdéw
ryzyka o udowodnionym zwigzku z rozwojem AML nalezg:
+»» ekspozycja na promieniowanie - gtdwnie jonizujace,

7

** narazenie zawodowe na benzen,

* przyjmowanie lekéw alkilujgcych czy inhibitorow topoizomerazy - stosowanych
podczas wczes$niejszych chemioterapii,

»  wspotistniejgce choroby wrodzone np.: zespét Downa, Schwachmana
i Diamonda czy Fanconiego,

* choroby uktadu krwiotwdrczego np.: choroby mieloproliferacyjne, zespoty
mielodysplastyczne czy nocna napadowa hemoglobinuria,

** inne zmiany genetyczne predysponujace do rozwoju AML (w tym mutacje

w genach CEBPA, RUNX1, ETV6 czy GATA2) [Hotowiecki, 2013; Kata i wsp., 2011,

Szczeklik, 2018].

Narazenie na inne czynniki Srodowiskowe takie jak pestycydy, rozpuszczalniki

organiczne, herbicydy, czy palenie tytoniu zalicza sie do prawdopodobnych czynnikéw

ryzyka rozwoju AML [Szczeklik, 2018].
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1.4.1 Czynniki molekularne transformacji nowotworowej

Coraz wiekszg uwage przyktada sie do oceny roli molekularnych czynnikéw
transformacji nowotworowej, ktére moga prowadzi¢  do powstania
samoodtwarzajgcego sie klonu komadrek biataczkowych. Do takich czynnikdw mozna
zaliczyé: mutacje, fuzje, rearanzacje i amplifikacje w genach odpowiadajgcych za
regulacje i przebieg hematopoezy [Kata i wsp., 2011; Szczeklik, 2018, Wierzbowska,
2013].

Mozna wsréd nich wyrdznic:
¢+ czynniki transkrypcyjne (PML-RARA, CBFB-MYH11, RUNX1-RUNX1T1, CALM-
AF10)
s NPM1
¢+ geny supresorowe (TP53, WT1, PHF6)
% metylacje DNA (DNMT3A, DNMT3B, DNMT1, TET2, IDH1, IDH2)
+»+ zaktywowane szlaki sygnatowe proliferacji (FLT3, KIT, KRAS, NRAS, PTPs)
+* mieloidalne czynniki transkrypcyjne (RUNX1, CEBPA)
+* modyfikacje chromatyny (fuzje KMT2A (MLL), KMT2a-PTD(MLL-PTD), NUP95-
NSD1, ASXL1, EZH2,KDM6A)
% kompleksy spliccosomowe
+» kompleks kohezyny [De Kouchkovsky i wsp., 2016; Szczeklik, 2018].

Aby doszto do transformacji nowotworowej niezbedne jest wystgpienie wiecej
niz jednej zmiany genetycznej (najczesciej musi dojs¢ do kilku lub kilkunastu zmian). Na
przyktad zmiany w genach kodujgcych kinazy tyrozynowe lub czgsteczki sygnatowe
szlakébw wewnatrzkomérkowych prowadzg do pobudzenia i proliferacji komodrek
nowotworowych. Zmiany w genach kodujgcych czynniki transkrypcyjne blokujg procesy
dojrzewania i réznicowania komérek. U podstaw mielodysplazji lezy réwniez blokada
gendéw kodujgcych dojrzewanie np. rearanzacja gendéw CBF — ang. core binding factor,
CBF [Szczeklik, 2018].

Udowodniono réwniez, ze jednoczesne wspdtistnienie zmian, ktdre pobudzajg
niekontrolowang proliferacje oraz proceséw, ktére zaburzajg lub blokujg dojrzewanie
komérek najpewniej prowadzi do rozwoju ostrej biataczki szpikowej [Szczeklik, 2018].

W procesie tym wspdtuczestniczg rowniez inne mechanizmy genetyczne zwigzane
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z apoptozg, procesami samoodtwarzania sie komoérek, angiogeneza, adhezjg czy
zmianami epigenetycznymi jak np. metylacja DNA i acetylacja histondw [Szczeklik,
2018].

Wykryto, ze miejsca zmian w chromosomach, ktérych obecnos$¢ prowadzi do
rozwoju ostrych biataczek pokrywajg sie z lokalizacja gendw odpowiedzialnych za
regulacje hematopoezy i cyklu komodrkowego czyli z tzw. protoonkogenami [De
Kouchkovsky i wsp., 2016; Szczeklik, 2018].

Do powstania samoodtwarzajgcego sie klonu biataczkowego dochodzi ponadto
przy udziale wewnetrznych czynnikéw, ktére ostabiajg immunologiczne lub
wewngatrzkomdrkowe mechanizmy kontroli proliferacji zapobiegajgce rozwinieciu sie
klonu nowotworowego. Do takich mechanizméw mozna zaliczy¢ dziatanie
antyonkogendw (np. biatko p53, czy IRF- czynniki regulatorowe interferondéw 1, ang.
interferon regulatory factors, IRF), ktére majg dziatanie hamujgce w stosunku do
komorek zmieniajgcych fenotyp na nowotworowy [Szczeklik, 2018; Szmajda i wsp.,

2017; Wierzbowska, 2013].

1.4.2 Rola komdrek macierzystych biataczki w patogenezie i nawrotach ostrej
biataczki szpikowej

Istotnym elementem zbadania patogenezy ostrej biataczki szpikowej oraz
przyczyn nawrotu choroby jest doktadne poznanie tzw. komdrek macierzystych
biataczki (ang. leukemic steam cells, LSC). Komoérki te stanowig jedynie od 0,1-1%
blastow i cechujg sie wtasng charakterystyka biologiczng i immunofenotypowa, matg
aktywnoscig proliferacyjng oraz nieograniczong zdolnoscia do odnawiania [Szczeklik,
2018]. Komoérki te sg zrédtem ponownego nawrotu choroby poniewaz mogg przetrwaé
okres leczenia. W trakcie leukemogenezy w komdrkach macierzystych biataczki
dochodzi do wielu mutacji, prowadzacych do heterogennosci klonédw u poszczegdlnych
pacjentéw. Poczatek biataczce daje tzw. klon zatozycielski-pierwotny. W fazie
petnoobjawowym choroby wystepuje wiec dominacja tylko jednego z wystepujacych
klonéw (pierwotnego) o danej charakterystyce. Stosowane leczenie moze
wyeliminowa¢ dominujacy klon catkowicie lub do poziomu tzw. minimalnej choroby
resztkowej MRD (ang. minimal residual disease, MRD). W przypadku nawrotu choroby
nowy dominujgcy klon moze:
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¢+ pochodzi¢ z pierwotnego klonu zatozycielskiego,
¢+ posiadac cechy innego wspdtistniejgcego na poczatku nieujawnionego klonu,
¢ by¢ obarczony nowymi mutacjami powstajgcymi podczas leczenia [Szczeklik,

2018).

1.4.3 Mechanizmy powodujgce nadmierng proliferacje blastow
Do mechanizmoéw, ktére prowadzg do zwiekszenia liczby blastéw podczas
progresji choroby mozna zaliczy¢:
¢+ zaburzenie zdolnosci do réznicowania i dojrzewania,
*»+ uposledzenie wrazliwosci na czynniki hamujace proliferacje,
*+ zaburzong zdolnos¢ wytwarzania w btonach komérkowych receptoréw dla
zrebu szpiku (przechodzenie komérek biataczkowych ze szpiku do krwi),
«» dtuzszy czas przezycia spowodowany wzmozong ekspresjg gendw zwigzanych
z hamowaniem apoptozy (gen BLC-2) lub ostabieniem ekspresji tych, ktére ja

przyspieszajq (gen FAS) [Szczeklik, 2018].

1.5 Podziat i klasyfikacja ostrych biataczek szpikowych

Pierwsza opracowana klasyfikacja ostrych biataczek szpikowych powstata
w 1976 roku i byta to francusko-amerykansko-brytyjska klasyfikacja morfologiczna FAB
(ang. French-American-British group, FAB). Zostata ona oparta na cechach
morfologicznych i cytochemicznych komaérek biataczkowych. Obejmowata 8 podtypow
biataczek (od MO do M7) i byta przez lata wielokrotnie modyfikowana [De Kouchkovsky
i wsp., 2016; Szczeklik, 2018, Szczepanek i wsp., 2008][Tabela 1].

Typ FAB Nazwa
Mo Ostra biataczka szpikowa o bardzo niskim stopniu zréznicowania
M1 Ostra biataczka mieloblastyczna bez cech dojrzewania
M2 Ostra biataczka mieloblastyczna z cechami dojrzewania
M3 Ostra biataczka promielocytowa
M4 Ostra biataczka mielomonocytowa
Mb5a Ostra biataczka monoblastyczna (monocytowa stabo zréznicowana)
M5b Ostra biataczka monocytowa (monocytowa dobrze zréznicowana)
M6 Erytoroleukemia
M7 Ostra biataczka megakariocytowa

Tabela 1. Tabela przedstawia klasyfikacje ostrych biataczek szpikowych wedtug FAB.
[Szczepanek i wsp., 2008].
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W 2008 roku WHO (ang. World Health Organization, WHO) wprowadzito nowg
klasyfikacje uzupetniajgc poprzedniag o dane: immunofenotypowe, cytogenetyczne oraz
informacje genetyczne i molekularne. Ostre biataczki szpikowe z powtarzalnymi
zmianami cytogenetycznymi zostaty zakwalifikowane do grupy na podstawie
stwierdzonych nieprawidtowosci cytogenetycznych [Szczeklik, 2018]. Zdefiniowano 6
gtownych  jednostek chorobowych: AML z nawracajgcymi  genetycznymi
nieprawidtowos$ciami, AML zwigzane ze zmianami mielodysplastycznymi, AML zwigzane
z zastosowang terapig, AML bez specyfikacji innej niz morfologiczna (AML-NOS), miesak
mieloidalny, proliferacje mieloidalne zwigzane z zespotem Downa oraz ostre biataczki
o niejednoznacznym pochodzeniu liniowym [Szczeklik, 2018].

W roku 2016 klasyfikacja ostrych biataczek szpikowych wedtug WHO zostata
uaktualniona [Tabela 2]. Aktualizacjia WHO wprowadza kilka zmian do istniejgcych
kategorii chordb [Déhner i wsp., 2017; Szczeklik, 2018]. Najwazniejsze zmiany dotyczyty
wprowadzenie dodatkowego podtypu ostrych biataczek o mieszanym fenotypie MPAL
(ang. mixed phenotype acute leukemia, MPAL) takich jak: AML z BCR-ABL1 oraz AML ze
zmutowanym RUNX1. Dodatkowo w 2016 roku wprowadzono nowa kategorie tzw.
nowotworow szpiku z predyspozycjami do linii zarodkowe] [Tabela 3][Déhner i wsp.,
2017; Szczeklik, 2018]. Ponadto wedtug nowe;j klasyfikacji ostrych biataczek szpikowych,
wedtug WHO z 2016 roku za graniczng wartos¢ blastocytozy w szpiku kostnym powyzej
ktorej rozpoznawana jest ostra biataczka, a ponizej ktérej rozpoznaje sie zespot
mielodysplastyczny (ang. myelodysplastic syndrome, MDS) przyjeto 20% (a nie jak
dotychczas 30%) [Déhner i wsp., 2017; Szczeklik, 2018].
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Nowotwory mieloidalne uwarunkowane predyspozycja genetyczng

Ostre biataczki i nowotwory pokrewne

Ostre biataczki i nowotwory
pokrewne (cd.)

Ostre biataczki z powtarzalnymi zmianami
cytogenetycznymi

ostra biataczka mielomonocytowa
(dawniej FAB M4)

AML z t(8;21)(q22;922.1); RUNXI-RUNX1T1

ostra biataczka monoblastyczna i
monocytowa (dawniej FAB M5)

AML z inv(16)(p13.1922) lub t(16;16)(p13.1;22);
CBFB-MYH11

biataczka
czystoczerwonokrwinkowa (mata czes$é
dawnej FAB M6)

ostra biataczka promielocytowa z PML-RARA

ostra biataczka megakarioblastyczna
(dawniej FAB M7)

AML z £(9;11)(p21.3;G23.3); MLLT3-KMT2A

ostra biataczka bazofilowa

AML z t(6;9)(p23;q34.1); DEK-NUP214

ostra panmieloza z witdknieniem
szpiku

AML z inv(3)(921.3926.2) lub t(3;3)(gq21.3;926.2);
GATA2, MECOM(EVI1)

Miesak mieloidalny

AML (megakarioblastyczna) z t(1;22)(p13.3;913.3);
RBM15-MKL1

AML z BCR-ABL1 (uwzgledniona prowizorycznie)

AML z mutacjg NPM 1

Proliferacje mieloidalne zwigzane z
zespotem Downa

AML z bialleliczng mitacjg CEBPA

Nowotwor z komérek dendrytycznych
blastycznych plazmocytoidalnych

AML z mutacjg RUNXI1(uwzgledniona prowizorycznie)

Ostre biataczki o niejednoznaczym
pochodzeniu liniowym

AML zwigzana ze zmianami mielodysplastycznymi

Ostra biataczka niezréznicowana

Nowotwory mieloidalne zwigzane z wczesniejszym
leczeniem

Ostra biataczka o mieszanym
fenotypie: MPAL z
t(9;22)(q34.1;q11.2); BCR-ABL1

AML, nieokreslona (NOS)

MPAL z t(v;11923.3); z
rearanzacjami KMT2A

AML z minimalnym réznicowaniem (dawnej FAB
MO)

MPAL, B/mieloidalna, NOS

AML bez dojrzewania (dawniej FAB M1)

MPAL, T/mieloidalna, NOS

AML z dojrzewaniem (dawniej FAB M2)

Tabela 2. Zaktualizowana w 2016 roku klasyfikacja ostrych biataczek szpikowych wedtug WHO.

[Déhner i wsp., 2017]
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Klasyfikacja WHO

Klasyfikacja

Nowotwory szpikowe z predyspozycjg do linii zarodkowej bez istniejgcego wczesniej zaburzenia

lub dysfunkcji narzgdowych

AML z mutacjg CEBPA w linii zarodkowej

Nowotwory szpikowe z mutacjag DDX41 w lini zarodkowe;j

Nowotwory szpikowe z predyspozycjami linii zarodkowe;j i istniejgcymi wczesniej zaburzeniami

ptytek krwi

Nowotwory szpikowe z mutacjg RUNX1 w linii zarodkowej

Nowotwory szpikowe z mutacja ANKRD26 w linii zarodkowej

Nowotwory szpikowe z mutacjg ETV6 w linii zarodkowe;j

Nowotwory szpikowe z predyspozycjami linii zarodkowej i innymi zaburzeniami czynnosci

narzgdow

Nowotwory szpikowe z mutacjg GATA2 w linii zarodkowej

Nowotwory szpikowe zwigzane z zespotami niewydolnosci szpiku kostnego

Mtodzienicza biataczka szpikowa zwigzana z neurofibromatozg, zespotem Noonana lub

zaburzeniami podobnymi do zespotu Noonana

Nowotwory szpikowe zwigzane z zespotem Noonana

Nowotwory szpikowe zwigzane z zespotem Downa

Molekularna diagnostyka genetyczna

Zespoty predyspozycji mielodysplastych/zespoty predyspozycji ostrej biataczki

CEBPA, DDX41, RUNX1, ANKRD26, ETV6, GATA2, SRP72, 14932.2 duplikacja genomowa
(ATG2B/GSKIP)

Tabela 3. Nowa zaktualizowana w 2016 roku klasyfikacja ostrych biataczek szpikowych wedtug WHO z
uwzgledniong nowa kategorig tzw. nowotworodw szpiku z predyspozycjami do linii zarodkowe;j.

[Déhner i wsp., 2017].
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1.6 Standardy diagnostyki oraz rozpoznania ostrej biataczki szpikowej

Podstawowe znaczenie przy rozpoznawaniu ostrej biataczki szpikowej ma
badanie cytologiczne szpiku kostnego. W przypadku gdy badanie morfocytochemiczne
jest niewystarczajgce do postawienia odpowiedniej diagnozy szpik kostny
oraz krew poddawane s3 szeregom dodatkowych badan cytogenetycznych,
immunofenotypowych oraz molekularnych [Szmajda i wsp., 2017]. W przypadku
stwierdzenia u pacjenta zmian cytogenetycznych takich jak: t(15;17), inv (16), t(8;21)
czy t(16;16) rozpoznaje sie ostrg biataczke szpikowag bez wzgledu na odsetek blastow

we krwi oraz szpiku kostnym [Szczeklik, 2018; Szmajda i wsp., 2017].

1.6.1 Wykaz badan stosowanych i zalecanych w diagnostyce ostrej biataczki szpikowej
+* Badanie krwi obwodowej- rozmaz oraz morfologia

+* Badanie szpiku kostnego

% Badania cytogenetyczne

¢ Badania molekularne

+» Dodatkowe badania laboratoryjne [Szczeklik, 2018, Szmajda i wsp.,

2017].

1.6.1.1 Badanie krwi obwodowej- morfologia oraz rozmaz

W morfologii krwi obwodowej oséb cierpigcych z powodu ostrej biataczki
szpikowej mozna stwierdzi¢ niedokrwistos¢ (obnizenie sie ogdlnej liczby krwinek
czerwonych, hematokrytu oraz hemoglobiny ponizej dolnych wartosci zakreséw
referencyjnych) [Hotowiecki, 2013; Szczeklik, 2018]. Proces ten moze by¢ szczegdlnie
nasilony w przypadku wystgpienia krwotokéw. Dodatkowym objawem moze by¢ takze
matoptytkowosc¢ [Szczeklik, 2018; Szmajda i wsp., 2017]. Zwykle u chorych wystepuje
podwyzszenie ilosci leukocytéw (leukocytoza). Udowodniono, ze wraz z postepem
choroby liczba biatych krwinek wzrasta. U 5%-20% pacjentéw, wysoka leukocytoza
>100 000/ul moze by¢ jednym z pierwszych objawéw choroby [Hotowiecki, 2013;
Szczeklik, 2018, Wierzbowska, 2013]. Leukopenia (obnizenie ilosci biatych krwinek) jest
stosunkowo rzadka i moze by¢ rdwniez wczesnym objawem choroby [Szczeklik, 2018].
U wiekszosci chorych mamy réwniez do czynienia ze spadkiem <1000/ul liczby

neutrofili. U okoto 10% chorych stwierdza sie erytroblastoze [Hofowiecki, 2013;
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Szczeklik, 2018].

W preparacie rozmazu krwi obwodowej obecne sg komérki blastyczne.
Charakteryzujg sie one duzym jgdrem o luznej strukturze z szarobtekitng cytoplazma
i wyraznymi jaderkami. U 30% chorych w cytoplazmie komdérek blastycznych widoczne
sg tzw. pateczki Auera. Sg to fioletowoczerwone azurochtonne ziarnistosci.
Odpowiadajg one ziarnistosciom obojetnochtonnym zmienionym wskutek zaburzen
procesu dojrzewania [Hofowiecki, 2013; Szczeklik, 2018]. Cecha charakterystyczng dla
ostrej biataczki moze by¢ takze wystgpienie tzw. przerwy biataczkowej. Polega ona na
wystepowaniu bardzo wielu mtodych komadrek blastycznych oraz nielicznych dojrzatych
granulocytéw przy niewielkiej ilosci form posrednich (lub ich braku). W rozmazie krwi
obwodowej odsetek blastéw jest rézny, waha sie od 20% do 90% w chwili rozpoznania
choroby. W trakcie oceny rozmazu krwi obwodowej zaleca sie oglagdanie 200 komédrek

jadrzastych [Hofowiecki, 2013; Szczeklik, 2018, Szmajda i wsp., 2017].

1.6.1.2 Badanie szpiku kostnego

Szpik kostny do badan laboratoryjnych pobierany jest od pacjentéw na drodze
biopsji aspiracyjnej lub trepanobiopsji. Ocena szpiku kostnego pozwala na postawienie
wstepnego rozpoznania, okreslenie postaci choroby bez zmian molekularnych, ocene
komorkowosci szpiku czy wzoru dojrzewania komorek. Wedtug zalecen szpik kostny
powinien by¢ pobrany od pacjentéw przed wdrozeniem leczenia [Hofowiecki, 2013;
Szczeklik, 2018].

Biopsja aspiracyjna polega na pobraniu préby krwi szpikowej. Zabieg
wykonywany jest z miejscowym znieczuleniu. Jest metodg wykonywang rutynowo
i pozwala na wstepne oraz szybkie rozpoznanie biataczki (dominuje jeden typ komérek
blastycznych oraz stanowi Zrédto materiatu do dalszych badan molekularnych czy
cytogenetycznych) [Hofowiecki, 2013; Szczeklik, 2018].

Trepanobiosja polega na pobraniu préby krwi szpikowej wraz z fragmentem
kosci i jest wykonywana w szczegdlnych przypadkach, najczesciej wtedy gdy niemozliwe
jest uzyskanie odpowiedniego materiatu do badan metodg tzw. punkcji suchej. Pozwala
na ocene komdrkowosci szpiku i zmian w obrebie zrebu [Déhner i wsp., 2017; Kata
i wsp., 2011; Szczeklik, 2018; Szmajda i wsp., 2017]. Uzyskane w ten sposdb preparaty

barwi sie najczesciej metodg Maya Grunwalda- Giemsy lub Wrighta-Giemsy, ocenia pod
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mikroskopem i poddaje ocenie morfologicznej. Podobnie jak w przypadku rozmazu
krwi obwodowej ocenia sie komorki jadrzaste. W przypadku rozmazu szpiku kostnego
ocenia sie przynajmniej 500 komdrek jgdrzastych [Hasserjian, 2013; Szmajda i wsp.,
2017; Wierzbowska, 2013]. Obecno$¢ 220% blastow (w tym  monoblastow,
mieloblastéw, promonocytéw i megakarioblastow) w szpiku kostnym pozwala na
rozpoznanie ostrej biataczki szpikowej [Szczeklik, 2018; Wierzbowska, 2013].
Przeprowadzenie dodatkowych badan immunofenotypowych,
cytogenetycznych oraz molekularnych jest istotne dla ustalenia doktadnego
rozpoznania i rokowania u pacjentéw ze stwierdzong ostrg biataczkg szpikows.
Materiatem do przeprowadzenia klasycznych badan cytogenetycznych jest szpik kostny,
a do badan z zastosowaniem metod biologii molekularnej krew oraz szpik [Déhner

iwsp., 2017; Szczeklik, 2018].

1.6.1.3 Badanie immunofenotypowe

Badania immunofenotypowe przeprowadza sie w celu okreslenia podtypu
nowotworu oraz postawienia ostatecznej diagnozy. Immunofenotypowanie wykonuje
sie w przypadku ustalenia rozpoznania ostrej biataczki szpikowej mato zréznicowanej,
ostrej biataczki megakarioblastycznej i ostrej biataczki o niejednoznacznym
pochodzeniu liniowym i polega na oznaczaniu wystepowania pewnych antygenow
w komodrkach biataczkowych za pomocg metod immunochemicznych Ilub
cytometrycznych takich jak np. cytometria przeptywowa [Déhner i wsp., 2017;
Szczeklik, 2018; Szmajda i wsp., 2017]. Metoda ta pozwala na ocene ilosciowg jak
i jakosciowa wiasciwosci biologicznych i fizycznych komérek [Szmajda i wsp., 2017].
Technika ta znalazta gtéwnie zastosowanie w diagnostyce hematoonkologicznej i jest
uzupetnieniem metod patomorfologicznych [Szmajda i wsp., 2017].

Znany jest szeroki panel badan antygendéw linii komdrkowych, ktére majg
znaczenie w diagnostyce ostrych biataczek szpikowych. Pozwala to na ocene stopnia
dojrzatosci oraz zréznicowanie komdrek danych linii. Do najbardziej znanych antygendéw
linii  komdérkowych nalezg miedzy innymi: markery prekursorowe, markery
granulocytarne, markery monocytowe, markery megakariocytowe czy markery
erytroidalne [Déhner i wsp., 2017; Hotowiecki, 2013; Wierzbowska, 2013)]. Doktadny

podziat zostat przedstawiony w Tabeli 4.
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Antygeny Linii Komadrkowych

Prekursorowe CD34, CD117, CD33, CD13, HLA-DR

Granulocytarne | CD65, cytoplazmatyczna mieloperoksydaza (MPO)

Monocytowe CD14, CD36, CD64

Megakariocytowe | CD41 (glikoproteina llb/llla), CD61 (glikoproteina llla)

Erytroidlane CD235a (glikoforyna A), CD36

Tabela 4. Ekspresja powierzchniowych i cytoplazmatycznych markeréw komérkowych wedtug ELN 2017.

[Déhner i wsp., 2017]

1.6.1.4 Badania cytogenetyczne

Materiatem  stosowanym do  przeprowadzenia  klasycznych  badan
cytogenetycznych jest szpik kostny. Klasyczne metody cytogenetyczne przeprowadza sie
przy pomocy trawienia chromosomow trypsyng oraz wybarwiania ich barwnikiem
Giemsy uwidaczniajgc regiony bogate w adenine i tymine (tzw. prazki G). Ta metoda
nazywana jest metodg prazkowa GTC, pozwala na okresSlenie kariotypu komorek
nowotworowych i doktadng analize chromosoméw w stadium metafazy. Warto
nadmienié, ze wraz z metodg fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ stanowi ztoty
standard postepowania w klinikach hematologicznych [Macheta i wsp., 2015; Szmajda
i wsp., 2017]. Technike fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (ang. fluorescence in situ
hybridization, FISH) coraz czesciej wykorzystuje sie jako uzupetnienie klasycznej
cytogenetyki [Wierzbowska, 2013]. FISH polega na wykrywaniu w materiale
genetycznym danych sekwencji kwaséw nukleinowych za pomoca hybrydyzacji ze
specyficznymi sondami wyznakowanymi barwnikami fluorescencyjnymi. Potgczenie sie
markera z wyznakowang sondg zachodzi na zasadzie komplementarnosci [Bishop, 2010;
Szmajda i wsp., 2017].

U pacjentéw z ostra biataczky szpikowg zastosowanie metody FISH pozwala na
identyfikacje chromosomoéw markerowych, aberracji liczbowych (hipodiploidie <46
chromosomoéw, wystepuje w 10-15% przypadkédw AML czy hiperdiploidie >46
chromosomoéw  wystepujgca w 2-3% przypadkdéw) czy aberracji strukturalnych.
Dotychczas opisano ponad 30 klonalnych zmian chromosomowych, ktdre podzielono
miedzy innymi na: wystepujgce powtarzalnie i bedgce podstawg rozpoznania danego
typu ostrej biataczki szpikowej, wykazujgce zwigzek z okreslong zmiang kliniczng czy
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morfologiczng np. t(4;11), t(9;11) oraz del(11q) czestsze dla biataczki monocytowej czy

inv/del(16) charakterystyczne dla biataczki mielomonocytowej z eozynofilia oraz

wystepujgce w biataczkach wtérnych bez wyraznego zwigzku z cechami
morfologicznymi np. trisomia chormosomu 8 czy delecje -7, 7q- czy 5g- [Déhner i wsp.,

2017; Szczeklik, 2018; Szmajda i wsp., 2017].

W przypadku ztej jakosci morfologii chromosomoéw lub braku podejrzewanej
zmiany cytogenetycznej typowej dla okreslonej morfologii komérek metoda FISH
pozwala rdwniez na wykrycie rearanzacji i ocene obecnosci np.:

% genu fuzyjnego CBFB-MYH11, bedacego wynikiem inwersji chromosomu 16
(inv(16)(p13q22)),

s genu fuzyjnego RUNXI/RUNX1T1 bedgcego wynikiem translokacji
chromosomalnej t(8;21)(g22;g22.1), ktdra jest jedng z najczestszych w ostrej
biataczce szpikowej,

% zaburzen w chromosomie 11, w locus g23, kodujgcym gen KMT2A [MLL gene]
czy EVI1 (inv(3)(g921.3926.2).

Powyzsze aberracje majg znaczenie w przypadku oceny rokowania u pacjentow
z AML [Déhner i wsp., 2017; Hotowiecki, 2013, Szczeklik, 2018; Szmajda i wsp.,
2017].

Metoda FISH pozwala rowniez na ocene odpowiedzi na zastosowang terapie
oraz analize zmian genetycznych, ktére moga wptywac na przebieg choroby. Zgodnie z
rekomendacjami ELN (ang. European Leukemia Net, ELN) z 2017 roku wynik badania
cytogenetycznego powinien by¢ wydany w ciggu od 5 do 7 dni od momentu

rozpoznania choroby [Déhner i wsp., 2017].

1.6.1.5 Badania molekularne

Materiatem stosowanym do badan molekularnych moze by¢ zaréwno krew
obwodowa jak i szpik kostny [Hofowiecki, 2013]. Wiele aberracji genetycznych moze
mie¢ charakter wewnatrzgenowy dlatego mozna je wykry¢ tylko za pomocg technik
biologii molekularnej [Szczeklik, 2018]. Wedtug najnowszych wytycznych ELN krew
obwodowa jak i szpik kostny muszg by¢ odpowiednio zabezpieczone do dalszych badan
molekularnych poprzez przeprowadzenie reakcji odwrotnej transkrypcji wraz z reakcja

tancuchowga polimerazy [Déhner i wsp., 2017, Wierzbowska, 2013]. Zastosowanie
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technik biologii molekularnej w celu oceny zmian genetycznych klonu komérek
biataczkowych jest jednym z najwazniejszych elementéw diagnostycznych oraz
prognostycznych u pacjentéw z ostrg biataczka szpikowa. Ponadto moze by¢ rdwniez
elementem pomocniczym w wyborze odpowiedniej terapii i schematu leczenia [Chi
i wsp., 2015; Szczeklik, 2018; Szmajda i wsp., 2017; Wierzbowska, 2013].

Wedtug zalecen ELN z 2017 roku rekomenduje sie wykonanie badan
przesiewowych w kierunku mutacji w genach NPM1, CEBPA i RUNX1 (dajacych
informacje o rokowaniu pacjentéw) oraz FLT3, TP53, ASXL1 (zwigzanych ze zi3
prognozy). Badanie obecnosci gendw fuzyjnych: RUNX1-RUNX1T1, CBFB-MYH11, PML-
RARA, BCR-ABL1 za pomocg metod cytogenetyczno-molekularnych wykonuje sie gdy
niezbedne jest podjecie szybkiej decyzji o wyborze odpowiedniej terapii lub gdy ocena
morfologii chromosomow jest problematyczna. Istotny dla rokowania pacjenta jest
takze czas w ktérym lekarz otrzymuje wynik badania molekularnego. W przypadku
oceny mutacji w genach NMP1 i FLT3 (Swiadczgcych o korzystnym lub posrednim
rokowaniu) wynik badania powinien by¢ znany w przeciggu 48 do 72 godzin od
momentu rozpoznania choroby, a wyniki pozostatych badan molekularnych powinny
by¢ znane w pierwszym cyklu leczenia [Déhner i wsp., 2017; Prochorec-Sobieszek, 2013;

Szmajda i wsp., 2017; Wierzbowska, 2013].

1.6.1.6 Badania laboratoryjne

Dodatkowymi badaniami laboratoryjnymi (oprécz morfologii krwi obwodowej)
wykonywanymi podczas diagnostyki ostrej biataczki szpikowej sg miedzy innymi:
¢+ ocena zaburzen krzepniecia (w przypadku wystepujacych cech DIC),
+» aktywnos¢ dehydrogenazy mleczanowej LDH(ang. lactate dehydrogenase, LDH)
w surowicy krwi (zwykle podwyzszona),
¢ stezenie kwasu moczowego we krwi (u pacjentow z OBS wystepuje zwiekszone

stezenie kwasu moczowego we krwi-hiperurykemia),

e

*

stezenie potasu we krwi (hipokaliemia- u pacjentéw z ostrg biataczka
monocytowg oraz mielomonocytowg lub hiperkaliemia w przypadku duzej

leukocytozy oraz w przypadku nasilonego rozpadu komdérek biataczkowych),

e

AS

ocena stezenia glukozy oraz zawartosci tlenu we krwi tetniczej (rzekoma

hipoksemia i hipoglikemia przy duzej leukocytozie) [Szczeklik, 2018].
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1.6.1.7 Badania pomocnicze

Wykaz badan zlecanych przez lekarza w celu rozpoznania, diagnostyki oraz

oceny rokowania u pacjentdw z podejrzeniem ostrej biataczki szpikowej:

Podstawowe badania ogdlne:

badania przedmiotowe i podmiotowe,

ocena sprawnosci chorego w skali Karnofsky'ego lub w skali WHO,

badania biochemiczne krwi,

badanie moczu,

badania oceniajgce hemostaze (np. D-dimer, fibrynogen),

badania okreslajgce wskaznik chordb wspétistniejgcych (np. echokardiografia).
Badania niezbedne do ustalenia rozpoznania:

badania morfologii krwi oraz ocena rozmazu,

biopsja aspiracyjna szpiku kostnego,

badania immunofenotypowe,

ocena kariotypu (od 5 do 7 dni, 220 metafaz),

badania molekularne mutacji genéw NMP1 i FLT3 (w ciggu 48-72 godzin) CEBPA
RUNX1, TP53, ASXL1 (w przypadku zastosowania leczenia indukujgcego remisje)
inne badania molekularne rearanzacji genéw: PML-RARA, CBFB-MYH11,
RUNX1/RUNX1T1, KMT2A, EVI1 czy BRC-ABL1.

Opcjonalnie: trepanobiopsja i badania histologiczne szpiku kostnego.

Badania uzupetniajgce

test cigzowy (u kobiet),

testy w kierunku zakazenia wirusami: HBV, HCV, HIV-1, CMV, EBV, HAV,

USG jam brzusznej, EKG, RTG klatki piersiowej,

echokardiografia: w przypadku podejrzenia lub stwierdzenia ryzyka choroby
serca,

naktucie ledZzwiowe: w przypadku podejrzenia zajecia osrodkowego uktadu
nerwowego (OUN),

odpowiednie zabezpieczenie i zamrozenie uzyskanego materiatu DNA do badan

molekularnych.
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4) Badania zlecane w celu oceny rokowania

o
A5

% badania molekularne np.: NMP1, CEBPA, FLT3, RUNX1, KIT,

¢

ocena minimalnej choroby resztkowej (MDR) z zastosowaniem metody

o
A5

cytometrii przeptywowej lub technik biologii molekularnej (np. RQ-PCR),

* badania molekularne innych gendéw w razie dostepnosci terapii celowanej:
mutacje gendéw regulatorow epigenetycznych (KMT2A), gendw kompleksu
porowego (NUP98, NUP214), gendw splicingu (RFS2,5F3B1, U2AF1), gendéw
regulujgcych chromatyne (EZH2,ASXL1) oraz innych (TET2, IDH1, IDH2)
[Szczeklik, 2018].

1.6.2 Kryteria rozpoznania ostrej biataczki szpikowej

Wedtug najnowszych wytycznych European Leukemia Net podstawg
W rozpoznaniu ostrej biataczki szpikowej jest stwierdzenie obecnosci > 20% blastow
w rozmazie krwi obwodowej (zliczajgc co najmniej 200 leukocytow) lub szpiku kostnym
(zliczajagc co najmniej 500 komodrek jadrzastych: mieloblastéw, monoblastow,
promielocytow czy megakariocytow) [Déhner i wsp., 2017].

Warto zaznaczy¢, ze w sytuacji kiedy u pacjenta stwierdzono obecnos¢
nastepujgcych zmian cytogenetycznych tzn.: t(15;17), inv (16), t(8;21) oraz t(16;16)
ostra biataczka szpikowa jest rozpoznawana bez wzgledu na odsetek blastow we krwi
lub szpiku kostnym [Déhner i wsp., 2017, Hasserjian, 2013; Hotowiecki, 2013; Szczeklik,
2018].

Do szczegdtowego rozpoznania ostrej biataczki szpikowej oraz postawienia
petnej diagnozy i zrdinicowania typu nowotworu niezbedne jest rdéwniez
przeprowadzenie badan dodatkowych takich jak: szeroki panel antygendw, ocena zmian
genetycznych klonu biataczkowego z wykorzystaniem metody FISH, zastosowanie
metod klasycznej cytogenetyki lub wielu metod biologii molekularnej. Badania te mogg
by¢ niezbedne do ustalenia rozpoznania ostrej biataczki szpikowej w okoto 1/3
przypadkow. Istotne w procesie diagnozy, rozpoznania oraz podjecia decyzji co do
zastosowania odpowiedniego leczenia, przydatna moze by¢ réwniez ocena czynnikdw
rokowniczych oraz okreslenie stanu ogdlnego zdrowia pacjenta [Hofowiecki, 2013;

Szczeklik, 2018; Wierzbowska, 2013].
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2. Ocena rokowania u pacjentow z ostra biataczka szpikowa

Przed wdrozeniem odpowiedniego postepowania leczniczego dajgcego jak
najwiekszg szanse na wyleczenie przy zachowaniu najmniejszego ryzyka oraz eliminacje
ewentualnych powikfan istotne jest okreslenie rokowania u pacjentéw cierpigcych
z powodu ostrej biataczki szpikowej [Déhner i wsp., 2017; Szczeklik, 2018]. Ocenia sie
odpowiednio: ryzyko zgonu pacjenta, ryzyko opornosci na zastosowane leczenie oraz
ryzyko nawrotu choroby [Szczeklik, 2018].

W przypadku oceny ryzyka zgonu zaleznego od toksycznosci chemioterapii
wazne jest aby okresli¢ ogdlny stan zdrowia i sprawnosci chorego, a takze stwierdzi¢ lub
wykluczy¢ obecnos¢ wspodtistniejgcych choréb takich jak: cukrzyca, choroby watroby
i nerek, schorzenia ukfadu oddechowego oraz ukfadu krazenia, ktérych czestosé
wystepowania oraz nasilenia wzrasta wraz z wiekiem [Szczeklik, 2018].

Przy ocenie ryzyka opornosci na leczenie oraz nawrotu choroby istotne jest
okreslenie charakterystyki cytogenetycznej i molekularnej. Na podstawie najnowszych
zalecen ELN z roku 2017 wyrdznia sie grupy o ryzyku korzystnym, posrednim
i niekorzystnym (Tabela 5)[Déhner i wsp., 2017; Szczeklik, 2018]. Ostra biataczka
szpikowa z obecnoscig FLT3-ITD zaliczana jest do grupy ryzyka niekorzystnego
natomiast postacie AML z t(8;21) lub inv(16) przy wspdtistniejgcej mutacji KIT do grupy
ryzyka posredniego [Déhner i wsp., 2017; Szczeklik, 2018].

Warto nadmieni¢, ze istnieje jeszcze jeden podziat ryzyka opartego tylko
i wytgcznie na zmianach molekularnych. Zostat on opracowany we wzgledu na duzg
czasochtonnos¢ badan cytogenetycznych. Wyrdznia sie 5 grup z rokowaniem [Déhner
iwsp., 2017]:

1) bardzo korzystnym: PML-RARA oraz podwdjna mutacja CEBPA

2) korzystnym: RUNX1-RUNX1T1 lub CBFB-MYH11 lub NPM1, ale bez FLT3-ITD
3) posrednim: mutacja inne niz w pozostatych grupach

4) niekorzystnym: KMT2A-PTD oraz mutacje RUNX1 lub ASXL1

5) bardzo niekorzystnym: mutacje TP53

Ostre biataczki szpikowe zwigzane ze wczesniejszg chemioterapig lub/i
radioterapig, poprzedzone zespotem mielodysplastycznym oraz posta¢ pierwotna

oporna z dtugim czasem do uzyskania remisji rowniez zaliczane sg do grupy biataczek
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0 niekorzystnym rokowaniu bez wzgledu na zmiany cytogenetyczne i molekularne

[Déhner i wsp., 2017; Szczeklik, 2018].

Rokowanie Zaburzenia genetyczne
Korzystne | t(8;21)(q22;q22.1) — RUNX1-RUNX1T1
inv(16)(p13.1g22) lub t(16;16)(p13.1;q22) — CBFB-MYH11
mutacja NPM1 bez FLT3-ITD albo z FLT3-ITD""
mutacja CEBPA (bialleliczna)
Posrednie | mutacja NPM1 i FLT3-ITD™"

WtNPM1 z FLT3-ITD""
lub wtNPM1 bez FLT3-ITD
t(9;11)(p21.3;923.3) — MLLT3-KMT2A nieprawidtowosci cytogenetyczne

niesklasyfikowane jako korzystne lub niekorzystne

Niekorzystne

inv(3)(921.3926.2) lub t(3;3)(q21.3;926.2) -GATA2, MECOM(EVI1)
t(6;9)(p23;q34.1) — DEK-NUP214

t(v;11923.3) — KMT2A rearanzacja

-5 lub del(5q)

-7;-17/ abnl(17p)

ztozony kariotyp albo monosomalny kariotyp

Zmutowany RUNX1, ASXL1iTP53

wtNPM1 i FLT3-ITD""

Tabela 5. Klasyfikacja cytogenetyczno-molekularna zaproponowana przez European Leukemia Net z 2017

roku wraz z oceng rokowania pacjentéw.

[Déhner i wsp., 2017]
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3. Leczenie pacjentow z ostrg biataczka szpikowa

Leczenie pacjentdéw z ostrg biataczkg szpikowag rozpoczyna sie po doktadnym
ustaleniu rozpoznania, czynnikdw ryzyka oraz chordb wspétistniejacych [Hofowiecki,
2013; Szczeklik, 2018]. Schematy leczenia zalezg od czynnikdw prognostycznych, do
ktdrych mozna zaliczy¢: wiek oraz pte¢ pacjenta oraz od ryzyka cytogenetyczno-
molekularnego [Szczeklik, 2018; Wierzbowska, 2013]. Plan leczenia powinien juz na
samym poczatku zaktada¢ docelowy przeszczep allogenicznych  komérek
krwiotwodrczych (allo-HCT) wraz z oceng antygendéw zgodnosci tkankowej (HLA) oraz
ocene dostepnosci potencjalnego dawcy. Nalezy réwniez jednoczesnie okresli¢ ogdlny
stan zdrowia pacjenta, opanowac ewentualne zakazenia, skaze krwotoczng czy inne
powiktania [Hofowiecki, 2013; Szczeklik, 2018; Szmajda i wsp., 2017; Wierzbowska,
2013].

W przypadku ostrej biataczki szpikowej wyrdzniamy trzy gtéwne etapy leczenia:
% indukcja remisji
+* konsolidacja remisji
% leczenie pokonsolidacyjne [Déhner i wsp., 2017, Fey i wsp., 2013; Szczeklik,
2018].
W Polsce programy leczenia koordynowane sg przez Polskg Grupe ds. Leczenia

Biataczek u Dorostych (PALG) [Szczeklik, 2018].

3.1 Leczenie indukcyjne

Gtéwnym celem leczenia indukcyjnego jest jak najszybsze usuniecie lub
zmniejszenie masy komérek nowotworowych oraz osiggniecie tzw. catkowitej remisji
choroby (ang. complete remision, CR) przy jednoczesnym przywrdcenie prawidtowej
hematopoezy w szpiku kostnym. Szacuje sie, ze remisja oraz regeneracja szpiku
kostnego zachodzi zwykle w ciggu 3 do 6 tygodni od momentu wdrozenia leczenia
indukcyjnego [Hotowiecki, 2013; Szczeklik, 2018]. Leczenie indukcyjne jest podobne
w roznych typach ostrych biataczek (z wyjatkiem biataczki promielocytowej) i opiera sie
na polichemioterapii polegajgcej na kojarzeniu lekdw, ktére dziatajg na rozne fazy cyklu
komérkowego oraz réine fazy metabolizmu komdrek [Szczeklik, 2018]. Leki te tak
synchronizujg podziaty komarki, zeby kolejny lek trafiat na faze najwiekszej wrazliwosci

komérek biataczkowych [Hotowiecki, 2013; Szczeklik, 2018].
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Schematy leczenia indukcyjnego stosowane sg u pacjentédw ponizej 60. roku
zycia bez przeciwwskazan do chemioterapii i opierajg sie na siedmiu programach
leczenia (wg wytycznych NCCN z 2018 roku, ang. National Comprehensive Cancer

Network, NCCN) [Szczeklik, 2018; NCCN, 2018].

Pierwszy z nich polega na tzw. schemacie ,3 + 7”, czyli podawaniu antracykliny

(daunorubicyny w dawce 60-90 mg/mz/d lub idarubicyny w dawce 10-12 mg/mz/d)

przez 3 dni oraz arabinozydu cytozyny (cytarabiny, Ara-C) przez 7 dni w dawce 100-

200 mg/mz/d. [Szczeklik, 2018; Hofowiecki, 2013; Wierzbowska i wsp., 2010]. Nie
wykazano, aby podanie innych antracyklin czy zwiekszenie dawek Ara-C poprawiaty

skuteczno$é terapii [Szmajda i wsp., 2017; Wierzbowska, 2013].

Drugi ze schematéw leczenia polega na przyjmowaniu daunorubicyny oraz
cytarabiny w dawkach wynoszgcych odpowiednio 60 mg/mz/dobe oraz 200 mg/mz/d

oraz dodaniu kladrybiny w dawce 5 mg/mz/d. Dodanie to tego schematu kladrybiny
zwieksza wskaznik catkowitej remisji oraz OS [Szczeklik, 2018; Hotowiecki i wsp., 2012;
Hotowieckii wsp., 2004]. Schemat ten nie zwieksza zasadniczo toksycznosci leczenia ani

nie wydtuza czasu pobytu chorego w szpitalu [Szczeklik, 2018].

Trzeci ze schematow leczenia stosuje sie u oséb ponizej 45. roku zycia
i przewiduje wysokodawkowang cytarabine (2 g/mz/co 12 godzin przez 6 dni lub 3
g/m2/12 godzin przez 4 dni) oraz darubicyne w dawce 12 mg/mz/d lub daunorubicyne

w dawce 60 mg/mz/d przez 3 dni [Szczeklik, 2018].

Czwarty schemat obejmuje przyjmowanie przez pacjenta fludarabiny w dawce
30 mg/mz/d w 2. i 6. dniu terapii. Po 4 godzinach od przyjecia fludarabiny zaleca sie

przyjmowanie idarubicyny w dawce 8 mg/mz/d w 4. i 6. dniu [Szczeklik, 2018].

Pigty schemat leczenia wedtug PALG dotyczy chorych z mutacjami w genie FLT3
i polega na przyjmowaniu cytarabiny w dawce 200 mg/m2 w pierwszych 7 dniach

terapii, daunorubicyny w dawce 60 mg/mz/d w dniach 1.-3. midostauryny po 50 mg
dwa razy dziennie w dniach 8.-21. Terapia midostauryng jest obecnie niedostepna

w Polsce [Szczeklik, 2018].
Strona 35z 215



Szo6sty schemat leczenia dotyczy pacjentdw z ostrg biataczkg szpikowa zwigzang
z poprzedzajgcym leczeniem lub zmianami mielodysplastycznymi. Pacjenci przyjmuja

preparat w postaci mikrokapsutek liposomalnych zawierajgcych cytarabine w dawce

100 mg/m2 i daunorubicyne w dawce 44 mg/ m2 w dniach 1.,4.i7. [Szczeklik, 2018].

Ostatni schemat leczenia rekomendowany przez PALG obejmuje pacjentéw AML

z antygenem CD33+. Leczenie to jest modyfikacjg schematu ,,3 + 7” poprzez dodanie

gemtuzumabu z ozogamycyng w dawce 3 mg/ m2 w dniach 1.,4.i7. [Szczeklik, 2018].

Istnieje rowniez wiele innych modyfikacji tych schematdéw leczenia jednak

poprawiajg one wyniki tylko w niektdérych grupach ryzyka [Szczeklik, 2018].

3.1.1 Ocena skutecznosci leczenia indukcyjnego

Po 14-21 dniach od rozpoczecia terapii zleca sie wykonanie u pacjenta rozmazu
szpiku kostnego. Stwierdzenie hipoplazji oraz spadek odsetka blastéw <5-10% wstepnie
potwierdza skutecznos¢ zastosowanego leczenia indukcyjnego oraz rokuje uzyskanie CR

[Szczeklik, 2018].

Petng ocene skutecznosci leczenia indukcyjnego okresla sie po okresie od 21 do
28 dni od rozpoczecia terapii. Opiera sie ona miedzy innymi na analizie odsetka
blastéw w rozmazie szpiku kostnego. Stwierdzenie catkowitej remisji choroby, a tym
samy potwierdzenie skutecznos$ci zastosowanego schematu leczenia indukcyjnego

okresla na podstawie spetnienia ponizszych kryteridw:
¢ spadek odsetka blastow do <5%

*»* brak blastéow z pateczkami Auera

¢ liczba ptytek krwi <100 x 109/L

*

liczba neutrofili < 1,0 x 109/L

R/

*

R/
A X4

oraz brak objawdéw choroby pozaszpikowej [Déhner i wsp., 2017; Déhner i

wsp., 2010; Kata i wsp., 2011; Szczeklik, 2018].
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Odsetek blastow w szpiku kostnym wynoszacy >10% oceniony do 28 dnia
chemioterapii Swiadczy o opornosci na leczenie oraz sktania lekarzy do zastosowania

bardziej intensywnego leczenia chemioterapeutycznego [Szczeklik, 2018].

Standardowy schemat leczenia indukcyjnego stosowany u chorych ponizej 60.
roku zycia. Jest skuteczny i prowadzi do uzyskania CR w przypadku >70% leczonych
pacjentéw (>50% u o0sdb starszych). Czesto$¢ wystepowania powazinych powiktan

wynosi <10% [Rowe i wsp., 2010, Szczeklik, 2018].

3.1.2 Postepowanie w przypadku uzyskania cze$ciowej remisji lub opornosci na
zastosowane leczenie

U okoto 30% pacjentéw stwierdza sie wystgpienie opornosci na zastosowane
leczenie indukcyjne (ang. no response, NR). W przypadku stwierdzenia NR
przeprowadza sie ponownie taki sam cykl leczenia indukcyjnego lub stosuje sie tzw.
leczenie drugiego rzutu, ktére dobiera sie indywidualnie dla kazdego pacjenta biorgc
pod uwage ogdlny stan chorego oraz cechy jego choroby. Stosuje sie schematy leczenia
o duzej skutecznosci oraz dazy sie do jak najszybszego uzyskania CR i jesli brak

przeciwskazan- do wykonania allo-HCT [Szczeklik, 2018].

3.1.3 Powiktania leczenia indukcyjnego

Do powiktan leczenia indukcyjnego mozna zakwalifikowac:
** zespdt rozpadu nowotworu,
** zmniejszenie sie do wartosci minimalnych liczby leukocytéw i ptytek krwi,

+»+ zakazenia wirusowe, bakteryjne i grzybicze,

R/
A X4

skaza krwotoczna,

‘0

matoptytkowosc¢,

*,

R/
A X4

niedobory czynnikéw krzepniecia,
% zespot DIC,

% wzmozonga fibrynolize [Szczeklik, 2018].
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3.2 Leczenie konsolidacyjne

Konsolidacja remisji jest etapem leczenia przeprowadzanym po
uzyskaniu catkowitej remisji (CR). Polega na usunieciu resztkowej populacji komérek
nowotworowych, ktére przetrwaty w liczbie wykrywalnej tylko za pomoca technik
cytometrii przeptywowej czy metod biologii molekularnej (np. RT-gPCR) czyli  tzw.
choroby resztkowej (MRD) [Déhner i wsp., 2017; Szczeklik, 2018]. Komorki te s oporne
i zlokalizowane w strefach mato dostepnych dla lekdw a ich obecnos¢ moze
spowodowac nawrot choroby w ciggu kilku miesiecy. Standardowo konsolidacja remisji
polega na podawaniu duzych dawek cytostatykdw w powtarzanych cyklach (gtéwnie
cytarabiny) [Hofowiecki, 2013; Szczeklik, 2018; Szmajda i wsp., 2017]. Umozliwia to
zniszczenie komorek biataczkowych, ktére w poprzedniej fazie leczenia byty w fazie GO.
Schemat leczenia konsolidacyjnego dobiera sie na podstawie oceny grupy ryzyka.

U pacjentdw z tzw. korzystnej grupy ryzyka stosuje sie 3- 4 cykle cytarabiny w duzych

dawkach 3 g/m2 co12h w 1,, 3., 5. dniu (stosujgc 6 dawek na jeden cykl) [Ddéhner
i wsp., 2017; Hofowiecki, 2013; Kata i wsp., 2011, Szczeklik, 2018].

Wykazano réwniez, ze u pacjentéw z korzystnym kariotypem zastosowanie
czterech cykli konsolidujgcych w pierwszej fazie remisji jest rownie skuteczne, co
autologiczny przeszczep komorek szpiku kostnego [Estey i wsp., 2006]. Badania
wykazaty, ze zastosowanie wysokich dawek cytarabiny jednak nie przekfada sie na
uzyskanie korzystniejszego efektu. Wedtug najnowszych zaleced European Leukemia

Net rekomendowane jest obecnie stosowanie srednich dawek tego leku wynoszacych

1-1,5 g/m2 przez 6 dni. Kwestig sporng jest liczba cykli stosowanych w terapii, jednak
najczesciej po osiggnieciu CR stosuje sie od 2 do 4 cykli [Déhner i wsp., 2017].
W programach PALG stosuje sie takze 1 cykl z dodaniem mitoksantronu i jeden cykl
z zastosowaniem wysokich dawek Ara-C [Szczeklik, 2018].

Istotnym elementem jest takze eliminacja ewentualnych powiktan i oraz
dostosowanie sity leczenia do odpowiedzi, ktérg stwierdza sie na podstawie okreslenia
minimalnej choroby resztkowej. Dzieki temu ocenia sie stan remisji oraz okresla
kinetyke odpowiedzi na leczenie [Szmajda i wsp., 2017]. Stan minimalnej choroby
resztkowej informuje réwniez o wyborze przysztej terapii — jest wykorzystywany do
podjecia decyzji o przeszczepie szpiku kostnego w pierwszym cyklu terapii, gdyz jest
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bardzo czutym predyktorem nawrotu choroby [Déhner i wsp., 2017; Hofowiecki, 2013].

3.3 Leczenie pokonsolidacyjne

Celem leczenia pokonsolidacyjnego jest utrwalenie stanu remisji oraz
zapobieganie nawrotom choroby. Wybdr schematéw leczenie pokonsolidacyjnego jest
zalezny od grupy ryzyka w ktdrej znajduje sie pacjent oraz jego ogdlnego stanu zdrowia,
podtypu biataczki czy ryzyka cytogenetyczno-molekularnego [Déhner i wsp., 2017;
Szczeklik, 2018; Szmajda i wsp., 2017; Wierzbowska i wsp., 2010].

W przypadku pacjentéw z tzw. grupy korzystnego rokowania po zastosowaniu
leczenia konsolidacyjnego z uzyciem 3-4 cykli cytarabiny w duzych dawkach (HiDAC)
zaleca sie jedynie monitorowanie remisji na poziomie MRD ocenianej za pomocg
cytometrii przeptywowej lub technikami molekularnymi [Szczeklik, 2018; Szmajda
i wsp., 2017]. W razie nawrotu choroby przeprowadza sie ponowng indukcje remisji
i po jej uzyskaniu przeprowadza sie allo-HCT. Przeprowadzenie allo-HCT mozina
rozwazy¢ takie w pierwszej fazie CR (CR1) gdy obecne sy dodatkowe czynniki
obcigzajgce rokowanie np. mutacja w genie KIT, > 25% blastow, obecna MRD po
konsolidacji czy duza leukocytoza w chwili rozpoznania choroby. Alternatywng opcjg dla
pacjentow z grupy korzystnego ryzyka z CR1 jest przeprowadzenie tzw. auto-HCT czyli
autologiczny przeszczep komodrek krwiotworczych juz po przeprowadzeniu 1-2 cykli
konsolidacyjnych HiDAC [Szczeklik, 2018].

U chorych z grupy posredniego lub niekorzystnego rokowania zaleca sie
przeprowadzenie allo-HCT od zgodnego w uktadzie HLA dawcy rodzinnego lub
niespokrewnionego, a w przypadku braku mozliwosci znalezienia dawcy rozwaza sie
przeszczep od dawcy haploidentycznego (czyli przeszczep z komédrek krwi

pepowinowej) [Szczeklik, 2018].

3.4 Leczenie wspomagajace

Zastosowanie leczenia wspomagajacego jest istotne dla skutecznego leczenia
indukcyjnego, przezycia wczesnego okresu leczenia oraz w okresie leczenia
konsolidacyjnego i reindukcyjnego u chorych ze stwierdzong wznowa. Ponadto jest to
jedyna mozliwo$é leczenia u pacjentdw u ktérych nie nastgpita remisja choroby oraz

niekwalifikujgcych sie do chemioterapii [Szczeklik, 2018].

Strona 39z 215



Leczenie wspomagajgce u pacjentdw z ostrg biataczka szpikowg opiera sie na:

+* zapobieganiu zakazeniom,

% leczeniu zakazen,

% leczeniem hiperleukocytozy i leukostazy,

% leczenie objawowej niedokrwistosci i matoptytkowosci,

% leczenie hiperurykemi przy duzej leukocytozie,

% stosowanie rekombinowanych czynnikdéw, ktére pobudzajg hematopoeze (w
indywidualnych przypadkach),

+» wifasciwa dieta i odzywianie (zaréwno jelitowe jak i pozajelitowe),

+* pomoc psychologiczna,

% profilaktyke w leczeniu nudnosci i wymiotow [Szczeklik, 2018].

4. Przeszczep szpiku kostnego

4.1 Allogeniczny przeszczep szpiku kostnego (allo-HCT)

Allogeniczny przeszczep szpiku kostnego polega na przeszczepieniu szpiku od
osoby niebedgacej blizniakiem homozygotycznym zgodnej w uktadzie antygenéw HLA
w stosunku do biorcy. Dotyczy to zaréowno dawcow spokrewnionych jak i dawcow
niespokrewnionych. W przypadku braku rodzenstwa lub dawcy niespokrewnionego
zgodnego w zakresie antygendéw HLA konieczne jest rozwazenie przeszczepu komorek
szpiku kostnego od dawcy alternatywnego lub przeszczep komérek macierzystych
pochodzacych z krwi pepowinowej [Brunstein i wsp., 2010; Szmajda i wsp., 2017].
Ponadto allo-HCT jest jedyng szansg na wyleczenie pacjentéw pierwotnie opornych na
leczenie (ang. primary refractory disease). Pacjenci z trwale utrzymujacg sie chorobg
resztkowa lub z wczesnym jej nawrotem sg takze kierowani na allo-HCT, jeszcze przed
nawrotem hematologicznym choroby. Zastosowanie allo-HCT czesto daje lepsze wyniki
od chemioterapii, jednak nie znosi negatywnych efektéw niekorzystnych zmian
genetycznych oraz nie wptywa na przedtransplantacyjny poziom MRD [Déhner i wsp.,
2017; Szmajda i wsp., 2017]. Zaletg allo-HCT jest stosunkowo mata czesto$é nawrotéw
oraz wydtuzenie czasu przezycia bez wznowy choroby. Wadg jest znaczna $miertelnos$é

zwigzana ze zbyt silng reakcjg przeszczepionych komoérek szpiku przeciwko

Strona 40 z 215



gospodarzowi oraz powiktaniami infekcyjnymi [Hofowiecki, 2013; Szczeklik, 2018;
Wierzbowska i wsp., 2010].
AML jest jedng z najczestszych przyczyn skierowania pacjentdow na allogeniczny
przeszczep szpiku kostnego. Decyzja ta zalezy od oceny ryzyka i korzysci opartego na
cytogenetycznych i molekularnych czynnikach, oraz na ogdélnym stanie zdrowia samego
pacjenta czy zgodnosci potencjalnego dawcy oraz mozliwosci przeszczepu. Nie zaleca
sie kierowaé pacjentéw bedacych w korzystnej grupie rokowania do allo-HCT po
osiggnieciu pierwszej remisji [Szczeklik, 2018; Szmajda i wsp., 2017].
Wskazania do wykonania (allo-HCT):

+» chorzy z CR1 bedacy w grupie posredniego i niekorzystnego ryzyka oraz dobrym
stanie ogdlnym, bez dodatkowych obcigzajgcych chordb wspdtistniejacych,
najczesciej w wieku < 65 lat,

% we wszystkich grupach ryzyka w przypadku chorych w CR2 i kolejnych
remisjach,

% chorzy we wczesnym okresie wznowy biataczki,

+» gdy CR1 uzyskana u oséb ze stwierdzong pierwotng opornoscig na zastosowane
leczenie indukujgce [Szczeklik, 2018].
Istotne jest aby alogeniczny przeszczep szpiku kostnego zostat zaplanowany juz

w poczgtkowej fazie leczenia aby chory po osiggnieciu CR1 nie czekat zbyt dtugo na

dawce. Zbyt dtugi czas od wykrycia choroby do transplantacji ma zdecydowanie

niekorzystny wptyw na wskaznik wyleczenia [Szczeklik, 2018].

4.2 Autologiczny przeszczep szpiku kostnego (auto-HCT)

Przeszczep autologiczny szpiku kostnego polega na podawaniu pacjentowi
wtasnych macierzystych komodrek szpikowych pozyskanych ze szpiku kostnego
i pobranych od pacjenta jeszcze przed zastosowaniem leczenia. Atutem takiego
przeszczepu jest niski wskaznik $miertelnosci zwigzanej z przeszczepieniem (<5%).
Wada to prawie dwukrotny wyzszy wskaznik nawrotéw choroby [Szczeklik, 2018].
Wskazania do wykonania (auto-HCT):

¢ chorzy z grupy korzystnego ryzyka,
s chorzy z grupy posredniego ryzyka niemajgcych dawcow  lub

z przeciwwskazaniami do allo-HCT.
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Podobnie jak w przypadku allo-HCT nalezy przed zabiegiem zastosowa¢ terapie
konsolidacyjng z oceng MRD, a po przeszczepie kontrolowac i monitorowaé¢ poziom

choroby resztkowej [Szczeklik, 2018].

5. Postepowanie w przypadku nawrotu choroby

Nawrdt choroby rokuje niekorzystnie szczegélnie gdy nastgpit w < 6 miesigcach,
biataczka nalezy do grupy posredniego lub niekorzystnego ryzyka cytogenetycznego,
chory jest starszy lub byt juz poddany przeszczepowi szpiku.

W przypadku gdy nawrdt nastgpit > 6 miesiecy od osiggniecia catkowitej remisji
mozna zastosowad taki sam schemat leczenia, ktéry zakonczyt sie pierwszg remisja.

Natomiast przypadki, w ktérych nawrét choroby nastgpit < 6 miesiecy od
osiggniecia catkowitej remisji nalezy leczy¢ tak jak przypadki oporne czyli leczeniem
drugiego rzutu z kombinacjami zawierajgcymi wysokie dawki cytarabiny (HiDAC).

W obu przypadkach po uzyskaniu kolejnej catkowitej remisji nalezy rozwazy¢

kolejny allogeniczny przeszczep szpiku kostnego [Szczeklik, 2018].
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Charakterystyka wybranych czynnikéw transkrypcyjnych

6. Rodzina gendw RUNX
Geny z rodziny RUNX nalezg do rodziny czynnikéw transkrypcyjnych (ang. Runt-

related transcription factor, RUNX) odpowiedzialnych za kodowanie wigzgcych DNA
podjednostek alfa czynnikdow transkrypcyjnych domeny RUNT [/to, 2004]. Do
podjednostek alfa mozemy =zaliczy¢é czynnik wigzagcy DNA wzmacniacza biatka
poliomawirusa podjednostki 2aA czyli PEBP2a (ang. polyomavirus enhancer-binding
protein 2, PEBP2a) oraz czynnik wigzacy rdzen CBFa (ang. a/core-binding factor, CBFal).
Dziatajg one jako regulatory rozwoju i tgczg sie z podjednostkami B (PEBP2B oraz CBFpB)
w celu utworzenia heterodimerycznego czynnika transkrypcyjnego, ktéry zmienia swojg
konformacje oraz odstania miejsce wigzania DNA i zwieksza powinowactwo do DNA co
prowadzi do aktywacji jego funkcji jako sekwencyjnie specyficznego transaktywatora
[Ito, 2004; Ito i wsp., 2015; Otdlora-Otdlora i wsp., 2019].

Juz w roku 1993 przeprowadzono badania, ktére wykazaty, ze podjednostka
PEBP2aA wymaga podjednostki PEBP2B do silnego wigzania DNA [Ogawa i wsp.,
1993a; Ogawa i wsp., 1993b]. Do podobnych wnioskéw sktonity badaczy badania nad
sekwencjami podjednostek CBFa i CBFB. Udowodniono, ze sekwencje cDNA PEBP2J
i CBFB sg identyczne [/to, 2004]. Od tego czasu wiedziano juz, ze potrzebne sg dwie
podjednostki (a oraz B) aby utworzy¢ aktywny kompleks transkrypcyijny [/to, 2004, Ito
i wsp., 2015].

Badania nad tréjwymiarowg strukturg domeny Runt zostaty przeprowadzone
pod koniec XX wieku. Dzieki zastosowaniu metody spektroskopii NMR (ang. nuclear
manetic resonanse, NMR) oraz krystalografii opracowano tréjwymiarowg krystaliczng
strukture heterodimerowej domeny Runt zawierajacej aminokwasowy region PEBP2B/
CBFB zbudowany ze 134 aminokwasdéw [/to, 2004]. Wszystkie geny z rodziny RUNX
majg podobng strukture genomowg [Levanon i wsp., 2004; Otdlora-Otdlora i wsp.,
2019]. Kaizdy z gendéw nalezgcych do rodziny RUNX jest kodowany przez dwa
promotory. Pl-promotr dystalny i P2 promotor proksymalny. Na réznych etapach
réznicowania promotory te sg aktywowane i umozliwiajg utworzenie izoform genéw
RUNX z réznymi koricami aminowymi o réznych wtasciwosciach (Rycina 3) [/to i wsp.,
2015]. Domena RD (tzw. domena homologii Runt zawierajgca eksony 2, 3 i 4)
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posredniczy w wigzaniu DNA i rozpoznawaniu innych czynnikéw transkrypcyjnych,
w tym biatka p53, czynnika jagdrowego kB (NF-kB), czynnika jadrowego aktywowanych
komoérek T oraz przetwornika sygnatu i aktywatora transkrypcji [Otdlora-Otdlora i wsp.,
2019; Williams i wsp., 1988].

Domena TAD (tzw. domena transaktywacyjna zawierajgca ekson 6) posredniczy
w oddziatywaniach biatko-biatko [Miyoshi i wsp., 1995; Otdlora-Otdlora i wsp., 2019].

Domena hamujgca ID odpowiada za negatywng regulacje ekspres;ji biatka [Javed
i wsp., 2000; Mevel i wsp., 2019; Otdlora-Otdlora i wsp., 2019], a wysoce
konserwatywna  domena  VWRPY  (walina-tryptofan-arginina-prolina-tyrozyna)
odpowiada za interakcje z rodzing biatek TLE (ang. transducin-like enhancer protein,
TLE) [Imai i wsp., 1998; Otdlora-Otdlora i wsp., 2019]. Istnieje takze sekwencja
dziewieciu aminokwasow zlokalizowana po domenie RD, zwana sygnatem lokalizacji
jadrowej NLS (ang. nuclear localization sequence, NLS)[Kanno i wsp., 2007; Otdlora-
Otdlora i wsp., 2019] oraz motyw PY (sekwencja prolina-tyrozyna) odpowiadajacy za

interakcje biatka z domeng WW [Otdlora-Otdlora i wsp., 2019; Terry i wsp., 2007].

NLS NMTS PY

P1 P RD TAD ID VWRPY

= llﬂlllll} O

Rycina 3. Rycina przedstawia izoformy rodziny genéw RUNX.

[Otdlora-Otdlora | wsp., 2019]
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U cztowieka do rodziny gendw RUNX mozemy zaliczy¢:
% gen RUNX1/AML1 (ang. Runt-related transcription factor 1, RUNX1) kodujacy
biatko RUNX1
*»* gen RUNX2 (ang. Runt-related transcription factor 2, RUNX2) kodujacy biatko
RUNX2
*»* gen RUNX3 (ang. RUNX family transcription factor 3, RUNX3) kodujacy biatko
RUNX3 [Otdlora-Otdlora i wsp., 2019]
Geny nalezgce do RUNX kodujg biatka o tej samej nazwie. Struktura kazdego
z biatek z rodziny RUNX sktada sie z domeny wigzgcej DNA (domena Runt) oraz konca
karboksylowego, ktory zawiera zaréwno domeny hamujace jak i aktywacyjne [/to i wsp.,
2015]. Biatka RUNX majg $rednig wielkos¢ okoto 50 kDa [Otdlora-Otdlora i wsp., 2019].
Geny z rodziny RUNX i ich biatkowe produkty sg czynnikami biorgcymi udziat
w regulacji proceséw transkrypcji oraz nadrzednych etapow rozwoju embrionalnego
oraz sg zaangazowane w procesy regulacji oraz proliferacji i réznicowania sie komorek.
Ponadto biorg rowniez udziat w indukcji i regulacji procesow apoptozy czy specyfikacji
linii komorkowych [Chuang i wsp., 2013; Ito i wsp., 2015; Otdlora-Otdlora i wsp., 2019].
Udowodniono, ze liczne translokacje, delecje, amplifikacje czy mutacje w genach
z rodziny RUNX mogg wptywac na ich ekspresje i aktywnos¢, co w konsekwencji moze
prowadzi¢ do rozwoju nowotworéw [/to i wsp., 2015; Otdlora-Otdlora i wsp., 2019].
Kazdy z gendw rodziny RUNX rézni sie charakterystyczng linig i wzorem ekspresji
w konkretnych tkankach, a ich funkcja zwigzana jest z regulacja gtéwnych szlakéw
rozwojowych w komérkach. Udowodniono, ze gen RUNX1 jest istotny dla réznicowania
sie komédrek krwiotwdrczych i jest zwigzany z rozwojem biataczki oraz guzéw litych na
skérze, ptucach, jelicie i piersi, gen RUNX2 jest niezbedny do regulacji proceséw
osteogenezy i moze by¢ zwigzany z rozwojem kostniakomiesaka, raka tarczycy oraz raka
brodawkowatego czy raka prostaty [Barnes i wsp., 2003; Barnes i wsp., 2004, Dalle
i wsp., 2012; Endo i wsp., 2008; Kurek i wsp., 2010; Otdlora-Otdlora i wsp., 2019;
Sadikovic i wsp., 2010]. Gen RUNX3 reguluje wzrost nabtonka Zotgdka i jest zwigzany
z rozwojem raka zotadka [Friedrich | wsp., 2006; Otdlora-Otdlora | wsp., 2019].
Wykazano réwniez, ze geny z rodziny RUNX wykazujg wzajemng interakcje

i nalezy je analizowaé wspdélnie [/to i wsp., 2015].
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6.1 Gen RUNX1
Gen RUNX1 (ang. Runt-related transcription factor 1, RUNX1) nazywany rowniez

AML1 (ang. acute myeloid leukemia 1 gene, AML1) czy CBFA2 (ang. core-binding factor
subunit alpha-2, CBFA2) jest nalezgcym do rodziny gendw RUNX czynnikiem
transkrypcyjnym. Zlokalizowany jest na chromosomie 21 (locus g21.22) (Rycina 4) oraz
odgrywa istotng role w hematopoezie juz podczas rozwoju embrionalnego
[RUNX1genecards.org; Krygier i wsp., 2018; Medinger i wsp., 2016]. Ludzki gen RUNX1
ma dtugosé okoto 260 kb i moze by¢ transkrybowany przy udziale dwéch promotoréw
dystalnego (P1) oraz proksymalnego (P2), oddalonych od siebie o 160 par zasad [Ghozi
i wsp., 1996; Komeno i wsp., 2014; van der Kouwe i wsp., 2019]. Promotor 1 dominuje
w hematopoetycznych komadrkach macierzystych (HSC) czy w watrobie ptodowe;j
natomiast transkrypt P2 dominuje w innych tkankach niehematopoetycznych [Ghozi

iwsp., 1996; Komeno i wsp., 2014; Telfer i wsp., 2001].

Chr 21
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Rycina 4. Rycina przedstawia lokalizacje chromosomowg genu RUNX1.

[RUNX1genecards.org]

Gen RUNX1 podobnie jak pozostali cztonkowie w tej rodzinie moduluje
transkrypcje swoich docelowych gendéw poprzez rozpoznanie podstawowej sekwencji
wigzacej 5'-TGTGGT-3 ' (region C-koncowy) w ich regionach regulatorowych za
posrednictwem domeny Runt [RUNX1genecards.org; Simon i wsp., 2017].

Wyrdzniamy 3 izoformy genu RUNX1: izoformy RUNX1a i RUNX1b kodowane
przez promotor P1 i rdznigce sie koricami karboksylowymi oraz izoforma RUNXIc
kodowana przez promotor P2, ktdra jest identyczna z izoformg 1b z wyjgtkiem 32
aminokwasow kodowanych przez alternatywne egzony na jej koricu aminowym [Sood
i wsp., 2017; van der Kouwe i wsp., 2019]. Te trzy izoformy mogg réznic sie petniong
funkcja. lzoforma RUNXla (zbudowana z 250 aminokwaséw) jest szczegdlnie
zaangazowana w roznicowanie sie  niedojrzatych komédrek krwi pepowinowej,
a wspodlnie z izoformg RUNX1b (zbudowang z 453 aminokwaséw) s3g zaangazowane

w réznicowanie komérek hematopotycznych [Levanon i wsp., 2001; Sood i wsp., 2017;
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van der Kouwe i wsp., 2019]. l1zoforma RUNX1c jest zbudowana z 483 aminokwasdw
i ulega ekspresji w momencie pojawienia sie ostatecznych krwiotwodrczych komorek
macierzystych [Sood i wsp., 2017].

Gen RUNX1 koduje biatko RUNX1, ktére tworzy heterodimeryczny kompleks
z CBFB, zapewniajgc tym zwiekszone wigzanie DNA i stabilnos¢ kompleksu (Rycina 5).
Kompletne biatko RUNX1 kodowane jest przez 12 eksondw, sktada sie z 453
aminokwasow i ma mase 48737 Da. Jako czynnik transkrypcyjny nalezacy do rodziny
gendw RUNX ma zdolnos$¢ wigzania DNA jest kodowana przez domene Runt [Lam

i wsp., 2012; Miyoshi i wsp., 1995; RUNX1genecards.org].

Rycina 5. Rycina przedstawia model biatka RUNX1.
[RUNX1genecards.org]

Wykazano wysokg ekspresje genu RUNX1 miedzy innymi w: leukocytach krwi
obwodowej, szpiku kostnym, weztach chtonnych, mézgu, korze nadnerczy, rdzeniu
kregowym, tkance nerwowej, sercu, piersiach, ptucach czy jelitach. Gen RUNX1 bierze
takze udziat w rozwoju naczyn krwionosnych, miesni, neuronéw i tkanek
nabtonkowych, w tym mieszkéw wtosowych, nabtonka jamy ustnej i gruczotéw tzowych

[Komeno i wsp., 2014; RUNX1genecards.org].
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6.1.1 Znaczenie genu RUNX1 oraz biatka RUNX1 w regulacji hematopoezy oraz
rozwoju ostrej biataczki szpikowej

Liczne badania potwierdzity role genu RUNX1 w rozwoju wielu nowotworow.
Wykazano zrdznicowany poziom ekspresji tego genu miedzy innymi w nowotworach
ztosliwych w tym: w raku jajnika czy w raku piersi [Ferrari i wsp., 2014; Fu i wsp., 2016;
Ge i wsp., 2014; Krygier i wsp., 2018; Lam i wsp., 2012]. Kluczowg role gen RUNX1
odgrywa w hematopoezie juz podczas rozwoju zarodkowego [Krygier i wsp., 2018].
Bierze udziat w tworzeniu krwiotwodrczych komérek macierzystych oraz komodrek
progenitorowych [Krygier i wsp., 2018; Tracey i wsp., 2000]. Ponadto odpowiada za ich
przeksztatcanie w dojrzate komodrki krwi oraz posredniczy w przejsciu komodrek
$rédbtonka w komadrki hematopoetyczne [Krygier i wsp., 2018; Okuda i wsp., 2001;
Tracey i wsp., 2000]. Gen RUNX1 moduluje komodrki krwiotwdrcze poprzez wigzanie sie
z receptorem trombopoetyny (TPO) oraz promotorem c-Mpl, co prowadzi do aktywacji
transkrypcji i zainicjowania powstawania komdrek macierzystych hemopoezy ze
Srédbtonka [Knezevici wsp., 2011]. Warto zaznaczy¢, ze transkrypcja genu RUNX1 jest
regulowana przez dwa tkankowo-specyficzne wzmacniacze ekspres;ji, ktére umozliwiaja
wigzanie limfoidalnych lub erytroidalnych biatek regulatorowych, dlatego aktywnos¢
genowa RUNX1 jest wysoce aktywna w uktadzie krwiotwdrczym [Krygier i wsp., 2018;
Okuda i wsp., 2001; Otdlora-Otdlora i wsp., 2019; Sood i wsp., 2017].

Wykazano, ze liczne aberracje genetyczne, a w szczegdlnosci translokacje oraz
mutacje w genie RUNX1 mogg byé zwigzane z rozwojem biataczek, w tym ostrej
biataczki szpikowej. Moga one réwniez wptywaé na jej przebieg oraz rokowanie [Asou
i wsp., 2003; Krygier wsp., 2018; RUNX1genecards.org; Szczeklik, 2018].

Analiza mutacji punktowych w genie RUNX1 przeprowadzona u pacjentéw
z ostrg biataczkg szpikowag wykazata obecnos¢ zaréwno mutacji typu missense oraz
nonsense [Osato i wsp., 1999; Sood i wsp., 2017]. Zmutowany gen RUNX1 wystepuje
u okoto 15% pacjentéw z AML rozpoznang de novo i jest zwigzany ze starszym wiekiem,
picig meska oraz charakteryzuje sie gorszym rokowaniem w poréwnaniu do pacjentow
z RUNX1 typu dzikiego [Schnittger i wsp., 2011 Sood i wsp., 2017; Tang i wsp., 2009].
Wysnuto réwniez teze, ze leukemogeneza jest indukowana przez mutacje, ktore
zapewniajg przewage wzrostu hematopoetycznym komérkom progenitorowym

z defektami réznicowania spowodowanymi zmutowanym genem RUNX1 [Kihara i wsp.,
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2014; Sood i wsp., 2017].

W piSmiennictwie dostepne sg rowniez doniesienia opisujgce role
polimorfizmoéw pojedynczych nukleotyddw (ang. single nucleotide polymorphism, SNP)
genu RUNX1 w rozwoju wielu choréb w tym nowotwordw. Badacze wskazujg miedzy
innymi, ze SNP genu RUNX1 moga by¢ potencjalnie zwigzane z rozwojem nowotworow
uktadu moczowo-ptciowego w tym raka prostaty czy nowotworami uktadu
pokarmowego takimi jak zaawansowany raka zotgdka oraz raka jelita grubego [Han
i wsp., 2018; Huang i wsp., 2011; Slattery i wsp., 2011]. Istniejg rdwniez doniesienia
opisujgce zwigzek SNP genu RUNX1 z rozwojem czy zwiekszonym ryzykiem wystgpienia
ostrej biataczki szpikowej. Przyktadem takiego polimorfizmu jest polimorfizm
rs13051066 genu RUNX1 majacy zwigzek ze zwiekszonym ryzykiem wystgpienia AML
w populacji iranskiej [Javadlar i wsp., 2020].

W niniejszej rozprawie doktorskiej badanym polimorfizmem dla genu RUNX1 byt
polimorfizm w pozycji 34809752 (rs2268277) polegajacy na zamianie guaniny na
cytozyne (zamiana G>C). Polimorfizm ten nie wptywa na kodowany aminokwas (jest
zaliczany do polimorfizméw wystepujgcych w niekodujgcych regionach genu) jednak
moze oddziatywac na proces powstawania mRNA oraz zmienia¢ jego okres poéttrwania,
co moze prowadzi¢ do zmiany ekspresji badanego genu. W konsekwencji moze
prowadzi¢ to do zmiany budowy oraz funkcji kodowanego biatka RUNX1 co moze by¢
zwigzane z zaburzeniem jego funkcjonowania jako czynnika transkrypcyjnego [Shastry,
2009]. Wedtug aktualnego stanu wiedzy nie znaleziono jak dotgd badan, ktére
opisywatyby znaczenie tego polimorfizmu w rozwoju nowotworéw hematologicznych.

W literaturze dostepne s badania opisujgce zwigzek tego polimorfizmu ze
schorzeniami ze spektrum choréb autoimmunologicznych: toczniem rumieniowatym
uktadowym oraz reumatoidalnym zapaleniem stawdéw [Orozco i wsp., 2006; Tokuhiro
i wsp., 2003; Wesoly i wsp., 2005]. Badania przeprowadzone przez Tokuhiro i wsp.
wskazujg na czestszy zwigzek wystepowania RZS u pacjentdw posiadajgcych
zmutowany allel C. Ponadto wykazano takze wptyw obecnosci zmutowanego allela C na
poziom mRNA genu RUNX1. Badania te zostaty przeprowadzone na populacji japonskiej
[Tokuhiro i wsp., 2003].

Gen RUNX1 jest niezwykle podatny na czynniki generujgce zmiany
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i nieprawidtowos$ci chromosomowe w ostrych biataczkach szpikowych. Dotyczy to
w szczegolnosci translokacji wptywajgcych na RUNX1 czy CBFB (znane sg one jako ostre
biataczki z czynnikiem wigzgcym rdzen (CBF) [Sood i wsp., 2017]. Przegrupowania
chromosomow ostrych biataczek obejmujg najczesciej: t (8; 21) (q22; g22) w podtypie
AML M2 i inv (16) (p13.1; g22) / t (16; 16) (p13.1; g22) w podtypu AML M4Eo [Lam
iwsp., 2012; Paschka i wsp., 2013, Sood i wsp., 2017].

Udowodniono miedzy innymi, ze obecnos¢ genu fuzyjnego RUNX1-RUNX1T1,
ktdrego powstanie jest efektem translokacji t(8;21)(q22;922.1) czy obecnos¢ aberracji
chromosomowych takich jak inv(16)(p13.1q22) lub t(16;16)(p13.1;g22) tworzgce gen
fuzyjny CBFB-MYH11 sg zwigzana z korzystnym rokowaniem. Z kolei obcos¢ mutacji
w genie RUNX1 rokuje niekorzystnie [Szczeklik, 2018; Sood i wsp., 2017].

Stwierdzenie mutacji w genie RUNX1 czy genie fuzyjnym RUNX1-RUNX1T1 moze
by¢ zwigzane ze ztym czynnikiem rokowniczym [Szczeklik, 2018]. Wykazano, ze
obecnos¢ u pacjentéw zmutowanego genu fuzyjnego RUNX1-RUNXI1T1 jest zwigzana
z niekorzystng prognozg [Krauth i wsp., 2014, Sood i wsp., 2017].

Ponadto udowodniono takze, ze zmiany w ekspresji genu RUNX1 rowniez moga
by¢ zwigzane z rozwojem ostrej biataczki szpikowej. Jedne doniesienia potwierdzajg
role genu RUNX1 jako supresora nowotworowego [Krygier i wsp., 2018; Silva i wsp.,
2003], ktérego zmniejszona ekspresja lub delecja moze prowadzi¢ do rozwoju AML
[Krygier i wsp., 2018, Ostato,2004]. Inne badania sugerujg natomiast, ze RUNX1 dziata
jako onkogen i ze moze powodowac rozwdj AML ze wzgledu na jego role w przezywaniu
i zwiekszonej proliferacji komaérek biataczkowych [Ben-Ami i wsp., 2013; Goyama i wsp.,

2013; Goyama i wsp., 2015; Wilkinson i wsp., 2013].

6.2 Gen RUNX3
Gen RUNX3 (ang. RUNX Family Transcription Factor 3, Runt-Related

Transcription Factor 3, RUNX3) nazywany rowniez AML2 (ang. acute myeloid leukemia
2 gene, AML2) czy CBFA3 (ang. Core-Binding Factor, Runt Domain, Alpha Subunit 3,
CBFA3) jest nalezagcym do rodziny gendw RUNX czynnikiem transkrypcyjnym.
Zlokalizowany jest na chromosomie 1 (locus p36)(Rycina 6) [Bangsow i wsp., 2001;
Krygier i wsp., 2018; RUNX3genecards.org]. Ludzki gen RUNX3 zawiera 6 eksondw i ma

dtugos¢ okoto 66 kb, z czego potowa (35 kb) obejmuje pierwszy intron. Jest to
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najmniejszy gen z rodzin RUNX [Bangsow i wsp., 2001; RUNX3genecards.org]. Analiza
sekwencji genu RUNX3 pozwolita wyrdzni¢ regiony bogate w zasady GC (zlokalizowane
miedzy sekwencjg genu, a dalszym regionem miedzygenowymi) oraz dwie duze wyspy
CpG: jedng wokét eksonu 2, a drugg na poczatku eksonu 6 [Bangsow i wsp., 2001].

Gen RUNX3 koduje biatko RUNX3 o heterodimerycznej budowie (Rycina 7).
Biatko to sktada sie z 415 aminokwasdw oraz ma mase 44 kDa [Bangsow i wsp., 2001;
RUNX3genecards.org]. Heterodimer tego biatka wraz z podjednostka beta wigze sie
z podstawowg sekwencjg DNA 5'-PYGPYGGT-3' wystepujgcg w wielu wzmacniaczach
i promotorach. Dzieki temu biatko RUNX3 moze albo aktywowaé, albo ttumié
transkrypcje [RUNX3genecards.org]. Transkrypcja RUNX3 jest regulowany przez dwa
rézne regiony promotora: dystalnego (P1) oraz proksymalnego (P2) [Bangsow i wsp.,

2001; RUNX3genecards.org].
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Rycina 6. Rycina przedstawia lokalizacje chromosomowg genu RUNX3.
[RUNX3genecards.org]

Gen RUNX3 podobnie jak pozostali cztonkowie rodziny gendw RUNX (w tym
gen RUNX1) tworzy heterodimeryczny kompleksowy czynnik wigzgcy rdzen (CBF)
z czasteczka CBFB modulujgc tym samym transkrypcje swoich docelowych gendow
poprzez rozpoznanie podstawowej sekwencji wigzgcej 5'-TGTGGT-3 ' (region C-
koncowy) w ich regionach regulatorowych za posrednictwem domeny Runt
[RUNX3genecards.org; Mevel i wsp., 2019]. Heterodimery wigzg sie z rdzeniem szeregu
wzmachiaczy i promotoréw gendw w tym: wzmacniacza poliomawirusa, wzmacniaczy
receptora komodrek T, promotoréw LCK, IL3 i GM-CSF dzieki temu gen RUNX3 moze by¢
zaangazowany w  kontrole  proliferacji i rdéznicowania sie = komodrek
[RUNX3genecards.org].

Ze wzgledu na niewielkg liczbe eksonéw RUNX3 posiada dwie izoformy. P-
RUNX3 (transkrypowana przez promotor proksymalny) oraz izoforma D-RUNX3
(transkrybowana przez promotor dystalny). Poréwnanie funkcjonalnych izoformy P, jak
i D genu RUNX3 pokazuje, ze oba zawierajg domene aktywacyjng jednak izofroma D

jest bardziej aktywna w procesach transkrypcji [Chung i wsp., 2007].
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Wykazano, ze gen RUNX3 jest odpowiedzialny za regulacje wielu innych gendéw
w tym np. podjednostki czynnika wigzgcego rdzen B, transformacje szlakéw czynnika
wzrostu B i Notch 1, protoonkogenu ETS 1 czy transkrypcji protoonkogenu ETS 2
[RUNX3genecards.org; Krygier i wsp., 2018]. Wspétdziata rowniez z innymi czynnikami
transkrypcyjnymi. Dziata jako supresor nowotworu, a gen ten jest czesto usuwany lub
wyciszany w wielu nowotworach. Istniejg rowniez badania wskazujgce na role genu
RUNX3 w indukcji nowotworzenia. Wskazuje to na ztozong role genu RUNX3 oraz
kodowanego przez niego czynnika w onkogenezie [Whittle i wsp., 2017]. Ponadto
wykazano silng ekspresje tego genu we wszystkich hematopoetycznych komadrkach
macierzystych [Haider i wsp., 2016; Krygier i wsp., 2018; Otto i wsp., 2003].

Wskazano réwniez na role genu RUNX3 w neurogenezie i tymopoezie. Gen
RUNX3 jest réwniez uznawany za supresor nowotworowy w raku zotgdka [Cheng i wsp.,
2008; Inoue i wsp., 2002; Li i wsp., 2002;Taniuchi i wsp., 2002]. Stwierdzono réwniez
role genu RUNX3 w rozwoju raka piersi [Jiang i wsp., 2008].

Rycina. 7. Rycina przedstawia model biatka RUNX3.
[RUNX3genecards.org]

6.2.1 Znaczenie genu RUNX3 oraz biatka RUNX3 w regulacji hematopoezy oraz
rozwoju ostrej biataczki szpikowej

Gen RUNX3 dziata prawdopodobnie jako supresor nowotworowy. Wykazano, ze
inaktywacja tego genu i obnizony poziom ekspres;ji jest zwigzany z rozwojem raka piersi
[Lau i wsp., 2006; Krygier i wsp., 2018], a delecja tego genu jest zwigzana z rozrostem
btony sluzowej zotagdka i rozwojem raka zotgdka [Bae i wsp., 2004; Guo i wsp., 2005;
Krygier i wsp., 2018]. Gtdwng przyczyng tego mechanizmu inaktywacji moze by¢é

hipermetylacja w regionie promotora [Jiang i wsp., 2008]. W literaturze dostepne sg
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réwniez prace dotyczace roli genu RUNX3 w rozwoju nowotworéw pecherza, ptuc czy
raka watrobowo komorkowego [Jeong i wsp. 2018; Li i wsp., 2002]. Jego rola w rozwoju
ostrej biataczki szpikowej wcigz nie zostata jeszcze doktadnie poznana.

Wykazano, ze ekspresja genu RUNX3 jest obecna w uktadzie krwiotwdrczym co
moze wskazywaé na role tego genu w rdznicowaniu szpiku kostnego i komodrek B
[Bangsow i wsp., 2001; Wu i wsp., 2014]. Dane z pi$miennictwa potwierdzaj réwniez
role RUNX3 w przebiegu tymopoezy i réznicowania sie komérek T oraz modulacjach
funkcji efektorowych komérek szpikowych. Ponadto wykazano wysoka ekspresje tego
genu we wszystkich hematopoetycznych komdrkach macierzystych [Krygier i wsp.,
2018; Haider i wsp., 2016; Otto i wsp., 2003; Wu i wsp., 2014].

Szczegodlnie istotne dla rozwoju ostrej biataczki szpikowej w kontekscie genu
RUNX3 i jego produktu biatkowego wydajg sie by¢ zmiany w poziomach jego ekspresiji.
Wykazano, ze ekspresja genu RUNX3 moze by¢é niezaleznym czynnikiem
prognostycznym u pacjentow z AML a wyzsze poziomy mogg by¢ traktowane jako
niekorzystny czynnik prognostyczny [Cheng i wsp., 2008; Krygier i wsp., 2018; Lacayo
i wsp., 2004]. Powigzano rowniez poziom ekspresji genu RUNX3 ze $miertelnoscig oraz
rokowaniem pacjentow cierpigcych z powodu ostrej biataczki szpikowej [Cheng i wsp.,
2008; Krygier i wsp., 2018].

Oceniono rowniez, ze polimorfizmy pojedynczych nukleotydow w genie RUNX3
mogy by¢ zwigzane z rozwojem nowotworéw lub chordb zapalnych przewodu
pokarmowego. Udowodniono znaczenie SNP miedzy innymi w rozwoju raka zotadka,
jelita grubego czy wrzodziejagcym zapaleniu jelita grubego [Hai-Xing i wsp., 2019;
Sudrez-Villanueva i wsp., 2015, Wu i wsp., 2009]. Wskazano takze na role
polimorfizméw pojedynczych nukleotydéw w rozwoju raka pecherza moczowego
[Zhang i wsp., 2008].

Dla genu RUNX3 oceniano polimorfizm w  pozycji 24964519
(rs6672420) w wyniku ktérego dochodzi do zamiany adeniny na tymine (zamiana A>T).
W wyniku tego polimorfizmu dochodzi do zamiany aminokwasu w pozycji 19
z asparaginy (Asn) na izoleucyne (lle). Obecno$¢ polimorfizmu rs6672420 wptywa na
ekspresje i funkcjonowanie genu RUNX3 co moze prowadzi¢ do powstania biatka

RUNX3 o zmienionej budowie oraz zaburzonej funkcji wigzania innych czynnikéw
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transkrypcyjnych [Shastry, 2009]. Jak dotgd nie opisano znaczenia roli tego
polimorfizmu w rozwoju ostrych biataczek szpikowych. Polimorfizm ten byt jednak
badany w nowotworach uktadu chtonnego (Zespét Sezary’ego) [Haider i wsp., 2016]
oraz nowotworach przewodu pokarmowego (raku zotgdka oraz jelita grubego) [Lim
i wsp., 2011; Slattery i wsp., 2011]. Badania przeprowadzone przez Lim i wsp. wskazaty
na zwigzek obecnos$ci zmutowanego allela T ze zwiekszonym ryzykiem rozwoju raka
zotadka [Lim i wsp., 2011] jednak wyniki badan przeprowadzone u pacjentéw z rakiem

jelita grubego byty odmienne [Slattery i wsp., 2011].

6.3 Gen fuzyjny RUNX1-RUNX1T1
Powstanie gen fuzyjnego RUNXI-RUNX1T1 jest wynikiem translokacji

chromosomowej t(8;21) czyli wymiany dwdch fragmentéw niehomologicznych
chromosomow [Rubnitz i wsp., 1998; Shimada i wsp., 2002]. W jej wyniku dochodzi do
potgczenia sie genu RUNX1 zlokalizowanego na chromosomie 21 i genu RUNX1T1
zlokalizowanego na chromosomie 8. Miejscem potgczenia sie obu gendw jest intron 5
genu RUNX1 oraz intron 1a lub 1b genu RUNX1T1 (Rycina 8). Pierwszy raz opisano te
aberracje w 1973 roku [Grimwade i wsp., 2010; Lam i wsp., 2012; van der Kouwe i wsp.,

2019].

Em &2 @ oy
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Rycina 8. Rycina przedstawia schemat budowy genu fuzyjnego RUNX1-RUNX1T1.
[Petrie i wsp., 2007]

Gen RUNXIT1 (ang. RUNX1 Partner Transcriptional Co-Repressor 1, RUNX1T1)
zlokalizowany jest ramieniu dtugim (q) chromosomu 8 w locus 21.3 (Rycina 9). Skfada
sie z 20 eksondéw a jego wielko$é to 148 kB [RUNX1T1genecards.org]. Gen RUNX1T1
odpowiada za powstawanie biatka o tej samej nazwie sktadajgcego sie z 604
aminokwasdw o masie wynoszacej 67566 Da. Bierze ono udziat w regulacji aktywnosci

innych gendéw oraz hamuje je czynnosciowo oraz utatwia represje transkrypcji dlatego
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nazywane jest transkrypcyjnym korepresorem. Oddziatywajac wzajemnie z innymi
biatkami korepresorowymi efekt hamowania przez biatko RUNX1T1 zostaje

wzmocniony [Guo i wsp., 2009; Kumar i wsp., 2008, RUNX1T1genecards.org].

Rycina 9. Rycina przedstawia lokalizacje chromosomowq genu RUNX1T1.

pad
pli

pd3.2
pa3.1
pil.3
pal.2
pel.1
pll.22
pll.1
qll.21
q11.22
q11.23
q12.1
ql2.3
ql3.2
ql3.3
g21.11
q21.13
q21.3
q22.1
q22.2
q23.1
q23.3
q24.11
q24.13
q24.21
q24.22
q24.3

[RUNX1T1genecards.org]

Gen fuzyjny RUNX1-RUNX1T1 koduje biatko fuzyjne zbudowane z 752
aminokwasow. Na strukture tego biatka skfada sie niemal cate biatko RUNX1T1 (575
aminokwasow) oraz N-koncowa (177 aminokwasow) czes$¢ biatka RUNX1, ktora zawiera
domene RD [Lam i wsp., 2012; Miyoshi i wsp., 1993; van der Kouwe | wsp., 2019].
W strukturze biatka fuzyjnego mozna wyrézni¢: domene biatkowa o funkcji wigzania
DNA (ang. runt DNA — binding domain, DBD); region homologiczny dla biatka TAF110
i innych biatek TAF; region HHR; region homologiczny dla biatka gatunku Drosophila
(ang. Drosophila nervy protein) oraz C — koncowy region z domeng biatkowg [Petrie
i wsp., 2007].

Biatko RUNX1-RUNX1T1 posiada zdolnos¢ wigzania DNA co umozliwia i reguluje
aktywacje gendéw, normalnie podlegajgcych regulacji przez biatko RUNX1. Translokacja
t(8;21) jest czestym zjawiskiem w przypadku ostrej biataczki szpikowej (blisko 12%
przypadkéow AML u dzieci i 7% przypadkéw u dorostych), jednakze jej wystepowanie
odnotowano réwniez u chorych na ostrg biataczke limfoblastyczng i ostrg biataczke
bifenotypowa (BAL) [Forster i wsp., 2016; Lam i wsp., 2012; Miiller i wsp., 2008; van der
Kouwe i wsp., 2019].

Ze wzgledu na dwa alternatywne warianty splicingowe translokacja t (8; 21)
prowadzi do dwéch izoform RUNXI-RUNX1T1: RUNX1-RUNX1T1 9a i RUNX1-RUNX1T1

11a [van der Kouwe i wsp., 2019].
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6.3.1 Znaczenie genu fuzyjnego RUNX1-RUNX1T1 w regulacji hematopoezy oraz
rozwoju ostrej biataczki szpikowej

Gen fuzyjny RUNX1-RUNXI1T1 jest jedng z najczestszych translokacji
chromosomalnych i nieprawidtowosci kariotypowych wystepujgcych w ostrej biataczce
szpikowej [Grimwade i wsp., 2010; Lam i wsp., 2012]. Wystepuje gtéwnie w podtypie
M2 AML wedtug klasyfikacji FAB [van der Kouwe i wsp., 2019]. Badania wykazaty, ze
gen fuzyjny oddziatuje na dojrzewanie i réznicowanie komdrek prekursorowych krwi
oraz ma wptyw na rokowane pacjentéw cierpigcych z powodu ostrej biataczki
szpikowej. Wedtug najnowszych wytycznych ELN z roku 2017 obecnos$é genu fuzyjnego
RUNX1-RUNX1T1 zwigzana jest z korzystnym czynnikiem rokowniczym [Déhner i wsp.,
2017]. Ponadto gen fuzyjny RUNX1-RUNX1T1 promuje samoodnawianie sie komdrek
krwiotwodrczych, a takze hamuje ich pdzniejsze rdoznicowanie [Tonks i wsp., 2006]. Jego
obecnos¢ jest takze zwigzana z dobrym rokowaniem pod wzgledem catkowitej remisji,
ryzyka nawrotu i ogdlnego przezycia w porédwnaniu z innymi podtypami i majg
tendencje do pozytywnej odpowiedzi do leczenia szczegdlnie cytarabing w duzych
dawkach i antracykling [Déhner i wsp., 2017; Tonks i wsp., 2006; van der Kouwe i wsp.,
2019]. Obecnie nie wiadomo, dlaczego pacjenci, u ktérych stwierdzono obecnos¢ tego
genu fuzyjnego charakteryzujg sie dobrym rokowaniem. Warto nadmieni¢, ze
stwierdzenie mutacji w genie fuzyjnym RUNXI-RUNXI1T1 jest zwigzana ze ztym
czynnikiem rokowniczym i prognostycznym [Krauth i wsp., 2014; Szczeklik, 2018; Sood

iwsp., 2017; Tokumasu i wsp., 2015].

7. Gen CEBPA

Gen CEBPA (ang. RCCAAT Enhancer Binding Protein Alpha, CEBPA) jest
bezintronowym genem nalezagcym do czynnikéw transkrypcyjnych zawierajgcy
podstawowg domene bZIP (ang. basic leucine zipper, bZIP). Sktada sie z 4
funkcjonalnych domen zlokalizowanych w obrebie pojedynczego egzonu: z dwdéch tzw.
N-koricowych domen transaktywacyjnych (TAD1 i TAD2), ktére s3 odpowiedzialne za
wzmacnianie transkrypcji, region podstawowy zbudowany z homologicznych C-
koncowych wigzah DNA oraz regionu dimeryzacji i wigzania DNA (tzw. ,zamek
leucynowy” pofaczony w jedng funkcjonalng domene bZip [Fasan i wsp., 2014;

Pieronkiewicz i wsp., 2010; Tenen i wsp., 1997].
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Gen CEBPA rozpoznaje motyw CCAATT (cytozyna-cytozyna-adenozyna-
adenozyna-tymidyna) znajdujgcy sie w promotorach gendéw docelowych. Zlokalizowany
jest na chromosomie 19 (locus q13.11) (Rycina 10) i ma dtugos¢ okoto 2,631 zasad.
W jego strukturze znaleziono region bogaty w GC [CEBPAgenecards.org; Fasan i wsp.,
2014]. CEBPA nalezy do rodziny czynnikdw transkrypcyjnych wigzacy wzmacniacz (ang.
CCAAT-enhancer-binding proteins) sktadajacych sie z 6 cztonkéw [CEBPAgenecards.org].
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Rycina 10. Rycina przedstawia lokalizacje chromosomowq genu CEBPA.

[CEBPAgenecards.org]

Gen CEBPA koduje dwa biatka o masach 30 kDa i 42 kDa. Biatko
0 mniejszej masie nie posiada domeny TAD1 oraz nie aktywuje wydajnie transkrypcji.
Jego translacja jest zapoczatkowana dalej od 5’-korica mRNA. Biatko CEBPA wykazuje
aktywnos¢ jako czynnik transkrypcyjny jedynie w formie dimeru. Potrafi wiec dziata¢
jako homodimer (izoformy biatka CEBPA o masie 42 kDa) oraz heterodimer (zbudowany
z biatka CEBPA o masie 42 kDa oraz biatka CEBPA o masie 30 kDa lub innego z cztonkéw
rodziny biatek CEBP np. CEBPA-beta czy CEBPA-gamma). Funkcjonalne dimery biatkowe
formutujg sie w komdrkach na réznych etapach rdznicowania i f3czg sie z biatkami
CCAATT [CEBPAgenecards.org; Fasan i wsp., 2014; Pieronkiewicz i wsp., 2010; Ranjan
i wsp., 2009].

Funkcjonalne biatko CEBPA ma wielkos¢ 358 aminokwaséw oraz mase
molekularng 37561 Da (Rycina 11). Biatko to wptywa na regulacje gendéw
zaangazowanych miedzy innymi w regulacje cyklu komérkowego, a takze na przebieg
hemostazy. Dzieki modyfikacjiom w kodonach genu CEBPA wyrdziniamy 3 izoformy
biatkowe o roznych dtugosciach [CEBPAgenecards.org; Pieronkiewicz i wsp., 2010;
Parkin i wsp., 2002; Ranjan i wsp., 2009].

Biatko CEBPA jest kluczowym regulatorem w procesie tworzenia nowych
komérek ttuszczowych (adipogenezy), a takie metabolizmu glukozy i lipidow
w watrobie [Koschmieder i wsp., 2009; Olofsson i wsp., 2008]. Bierze udziat w regulacji

proliferacji i rdéznicowania sie komodrek progenitorowych szpiku, komodrek krwi,
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hepatocytow i komérek ptuc oraz tozyska [CEBPAgenecards.org Koschmieder i wsp.,
2009]. Gen CEBPA oraz kodowane przez niego biatko bierze udziat rowniez w regulacji
cyklu komérkowego i masy ciata [Wang i wsp., 2003; Porse i wsp., 2001; Pabst i wsp.,
2009]. Ma réwniez duze znaczenie w réznicowaniu sie granulocytow [Pabst i wsp.,
2009; Zhang i wsp., 2004]. Uwaza sie, ze CEBPA dziata jako supresor nowotworowy, co
oznacza, ze bierze udziat w mechanizmach komdérkowych, ktére pomagajg zapobiegaé

wzrostowi i podziatowi komérek nowotworowych [CEBPA gene NIH].

Rycina 11. Rycina przedstawia model biatka CEBPA.

[CEBPAgenecards.org]

7.1 Znaczenie genu CEBPA oraz biatka CEBPA w regulacji hematopoezy oraz rozwoju
ostrej biataczki szpikowej

Liczne badania potwierdzity role genu CEBPA w regulacji procesu hematopoezy
oraz réznicowania sie granulocytow [Pabst i wsp., 2009; Zhang i wsp., 2004].
Udowodniono, ze biatko CEBPA wzmacnia ekspresje czesci biatek granulocytéw, m.in.
receptoréw cytokin w tym G-CSF, M-CSF, GM-CSF oraz peptydéw zawartych
w ziarnistosciach neutrofili takich jak np.: MPO, NE, lizozymu, MBN, LF czy kolagenazy

neutrofilowej. Ponadto biatko CEBPA dziata jako represor ekspresji gendow
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stymulujgcych erytropoeze [Pieronkiewicz i wsp., 2010]. Warto nadmieni¢, ze
aktywnosc genu CEBPA zmienia sie podczas rozwoju komdrek mieloidalnych. Ekspresja
genu CEBPA stopniowo maleje w dojrzewajgcych granulocytach [Pieronkiewicz i wsp.,
2010].

Wykazano, ze mutacje w genie CEBPA mogg by¢ zwigzane z rozwojem biataczek
w tym ostrej biataczki szpikowej [Pieronkiewicz i wsp., 2010; Szmajda i wsp., 2017].
Obecnos¢ mutacji w genie CEBPA moze réwniez wptywac na przebieg ostrej biataczki
oraz rokowanie pacjentéw [Pieronkiewicz i wsp., 2010; Szczeklik, 2018; Szmajda i wsp.,
2017]. Mutacje w genie CEBPA opisano u okoto 15% pacjentdw z AML [Fasan i wsp.,
2014]. Poréwnujac pacjentow, u ktérych wystepowaty mutacje w genie CEBPA (CEBPA+)
oraz tych u ktdérych te mutacje nie wystepowaty (CEBPA-) stwierdzono, ze odsetek
pacjentow uzyskujgcych remisje jest podobny natomiast odsetek 5-letnich przezyc
pacjentow CEBPA+ w poréwnaniu z CEBPA— jest wyzszy [Pieronkiewicz i wsp., 2010;
Renneville i wsp., 2009]. Zaobserwowano rowniez, ze u ponad 50% przypadkow
pacjentow CEBPA+ obecne sg dwie rdine mutacje, zlokalizowane na dwdch
chromosomach, czyli tzw. mutacje bialleliczne. Wedtug najnowszych wytycznych ELN
z 2017 roku obecnos¢ biallelicznej mutacji CEBPA jest uznawana za korzystny czynnik
rokowniczy u pacjentéw AML [Déhner i wsp., 2017; Szmajda i wsp., 2017]. Warto
nadmienié, ze prawdopodobnie wystgpienie pojedynczej mutacji w genie CEBPA nie
wptywa korzystnie na czas trwania pierwszej remisji i Sredni czas przezycia chorych
[Dufour i wsp., 2010; Green i wsp., 2010; Pieronkiewicz i wsp., 2010; Wouters i wsp.,
2009].

Zaobserwowano réwniez réznice w poziomach ekspresji tego genu u pacjentéw
ze stwierdzong ostrg biataczkg szpikowa w porédwnaniu do oséb zdrowych. Jedne
doniesienia literaturowe opisujg podwyzszony poziom ekspresji genu CEBPA
u pacjentéw z AML oraz ich zwigzek z podtypem biataczek okreslonej wedtug
klasyfikacji FAB co potwierdza teze iz gen CEBPA odgrywa istotng role w rozwoju
i progresji ostrej biataczki szpikowej [Gholami i wsp., 2019]. Inne badania natomiast
opisujg obnizong ekspresje tego genu u pacjentow biataczkowych [Paz-Priel i wsp.,

2011)].
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8. Gen c-MYC

Do rodziny genéw Myc (ang. MYC Binding Protein, MYC) mozemy zaliczy¢ trzy
powigzane ze sobg geny: c-MYC, i-MYC oraz n-MYC wykazujgce witasciwosci
regulatorowe oraz petnigce funkcje protoonkogendw. Geny nalezgce do rodziny Myc
kodujg czynniki transkrypcyjne [c-MYC genecards.org].

Ludzki gen c-Myc (ang. MYC Proto-Oncogene BHLH Transcription Factor, c-MYC),
zostat odkryty jako pierwszy z rodziny. Znajduje sie on na chromosomie 8 (locus g24.21)
oraz ma wielkos¢ 7,518 par zasad (Rycina 12). Sktada sie z trzech eksonéw o dtugosci
ponad 4 kb, przy czym to drugi i trzeci ekson kodujg znacznie wiekszg czes¢ struktury
biatka MYC [Battery i wsp., 1983; c-MYC genecards.org; Salvatori i wsp., 2011]. Ekson 1
odgrywa role w kontroli translacji i warunkuje stabilnos¢ mRNA. Istniejg cztery
promotory transkrypcji genow MYC. W normalnych komadrkach promotor P2 przyczynia
sie do okoto 75% wszystkich transkryptéw MYC, podczas gdy P1 stanowi wiekszos¢
pozostatych 25% transkryptow tego genu [c-MYC genecards.org; Dang, 2012;
atlasgeneticsoncology.org].

Gen c-Myc nalezy do protoonkogenow i koduje fosfoproteine jagdrowg ktoéra
odgrywa role w przebiegu cyklu komdrkowego, apoptozie i transformacji komoérkowe;j
[atlasgeneticsoncology.org; Bretones i wsp., 2015; c-MYC genecards.org; Juin i wsp.,
1999; Prendergast., 1999]. Gen c-Myc reguluje i prowadzi do nadekspresji gendéw
zwigzanych miedzy innymi ze zwiekszong proliferacjag komérek nowotworowych [Dang
i wsp., 2017]. c-MYC wigze DNA w sposob niespecyficzny, a jednoczesnie swoiscie
rozpoznaje sekwencje rdzeniowga 5'-CAC [GA] TG-3 ' tym samym aktywujac transkrypcje
gendéw zwigzanych ze wzrostem i proliferacj3. mRNA gendw z rodziny Myc zawiera
fragment IRES (tzw. wewnetrzne miejsce wejscia rybosomu), ktéry pozwala na
translacje RNA na biatko, gdy proces ten jest hamowany przyktad podczas infekcji

wirusowej [c-MYC genecards.org; atlasgeneticsoncology.org; Snow, 1997].
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Rycina 12. Rycina przedstawia lokalizacje chromosomowg genu c-MYC.

[c-MYC genecards.org]
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Geny z rodziny Myc kodujg biatko Myc, ktére zbudowane jest z 439
aminokwasow, a jego masa molekularna wynosi 48,804 kDa (Rycina 13). W przypadku
genu c-MYC kodowane biatko posiada 64 kDa [Snow, 1997]. W strukturze tego biatka
mozna wyrozni¢ motyw bHLH umozliwiajgcy biatkom Myc wigzanie DNA oraz motyw LZ
(tzw. ,,zamek leucynowy”) umozliwiajacy dimeryzacje z czynnikami tanskrypcyjnymi
MAX [MYC genecards.org; atlasgeneticsoncology.org]. Do skutecznego wigzania DNA,
biatko MYC potrzebuje dimeryzacji z innym biatkiem bHLH oraz wigze DNA jako
heterodimer z MAX. Biatka z rodziny gendw MYC stymulujg oraz aktywujg ekspresje
innych gendw proliferacyjnych poprzez wigzanie sekwencji DNA wzmacniacza wigzania
(E-boxes) dziatajacego jako miejsce wigzania biatka i regulujg transkrypcje gendw
docelowych oraz aktywacje acetylotransferaz histonowych (HAT) [c-MYC
genecards.org; atlasgeneticsoncology.org]. Regulujg rowniez wzrost, samoodnawianie
sie i réznicowanie komdrek macierzystych oraz wptywajg na ich apoptoze [Fagnocchi
i wsp., 2017; lavarone i wsp., 2014; McMahon i wsp., 2014]. Biatko MYC moze dziatac
takze jako represor transkrypcji oraz odgrywa bezposrednig role w kontroli replikacji

DNA [Dominguez-Sola i wsp., 2014].

Rycina 13. Rycina przedstawia model biatka c-MYC.
[c-MYC genecards.org]

Gtéwnym efektem dziatania genu c-Myc jest proliferacja limfocytéw B, a wzrost
aktywnosci biatka MYC zwigzany jest z nowotworami ztosliwymi limfocytéw B i ich
zwiekszong agresywnoscig [Habib i wsp., 2007; Nguyen i wsp., 2017; Snow, 1997; Li
i wsp., 2003]. Aktywnos¢ biatka MYC jest aktywowana na podstawie réznych sygnatéw

mitogennych. Ufosforylowanie biatka MYC na drodze modyfikacji translacyjnych
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sprawia, ze jest ono bardziej stabilne [atlasgeneticsoncology.org; MYC genecards.org
Smith-Sgrensen i wsp., 1996]. Amplifikacje genu c-MYC czesto obserwuje sie
w nowotworach. W pismiennictwie mozna znalez¢ badania oceniajace poziom ekspresji
genu c-Myc w raku szyjki macicy, okreznicy, piersi, macicy, ptuca, jelita grubego, raku
zotadka czy raku nabtonkowym jajnika [Abba i wsp., 2004; Barr i wsp, 2000; Green
i wsp., 2016; Iba i wsp., 2004; Jung i wsp., 2018; Lee i wsp., 2016; Smith i wsp., 1993;
Sovani i wsp., 1989; Zhang i wsp., 2018; Zhang i wsp., 2010; Zhang i wsp., 2018].
Udowodniono takze, ze powszechna ludzka translokacja obejmujgca gen c-Myc ma
kluczowe znaczenie dla rozwoju wiekszosci przypadkow chtoniaka Burkitta (translokacja
t(8;14)), szpiczaka mnogiego czy chtoniaka B-komdrkowego o wysokim stopniu
ztosdliwosci. Dochodzi tutaj do nadekspresji genu c-MYC [Ericson i wsp., 1983; Nguyen

iwsp., 2017; Ott i wsp., 2013; Taub i wsp., 1982].

8.1 Znaczenie genu c-MYC oraz biatka c-MYC w regulacji hematopoezy oraz rozwoju
ostrej biataczki szpikowej

Dane z pismiennictwa opisujg role genu c-MYC oraz jego mutacji, amplifikacji
czy ekspresji w rozwoju nowotworow. Udowodniono, ze gen c-Myc jest czesto
aktywowany w ostrej biataczce szpikowej (AML) i odgrywa wazng role w indukcji
leukemogenezy [Delgado i wsp., 2010; Hoffman i wsp., 2002; Renneville i wsp., 2008;
Salvatori i wsp., 2011]. Stwierdzono réwniez, ze zwiekszona ekspresja lub
nieprawidtowa aktywacja c-Myc indukuje rozwdéj komorek biataczkowych. Zwiekszona
aktywnos¢ genu c-MYC jest obserwowana u pacjentdw z ostrg biataczkg szpikowa,
u ktérych wykryto mutacje w genie FLT3. Ekspresja genu c-MYC jest zwiekszona rowniez
u pacjentéw, u ktérych wykazano obecnos¢ biatek fuzyjnych AML1-ETO czy PML / RARa
[Gilliland i wsp., 2002; Muellar-Tidow i wsp., 2004; Salvatori i wsp., 2011]. Wykazano
réwniez, ze ekspresja genu c-Myc jest podwyzszona w biataczkach szpikowych,
w ktérych mamy do czynienia z mutacjami w genie CEBPa7. Ponadto c- Myc jest
stabilizowany w AML za pomocg mutacji prowadzacych do nieprawidiowej
cytoplazmatycznej lokalizacji nukleofosminy (NPM), najczestszej zmiany genetycznej
w AML bez aberracji kariotypowych [Renneville i wsp., 2008; Salvatori i wsp., 2011].

Gen c-MYC, zlokalizowany w chromosomie 8 w locus 24, jest jednym
z najczesciej amplifikowanych regionéw u chorych z ostrg biataczka szpikowa [Salvatori

i wsp., 2011; Slovak i wsp., 1994]. Podwyzszona ekspresja genu c-MYC u pacjentéw
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z AML jest zwigzana z dtuzszym catkowitym czasem do uzyskania remisji oraz wptywata
negatywnie na czas przezycia pacjenta [Ohanian i wsp., 2019]. Istotna wydaje sie
réwniez rola wysokiej ekspresji genu c-MYC w odpowiedzi na zastosowane leczenie
u pacjentéw z AML. Wysoka ekspresja c-Myc warunkowata zwiekszong opornosé
komorek biataczkowych [Pan i wsp., 2014].

Analize polimorfizméw genu c-Myc przeprowadzono miedzy innymi w raku
prostaty, pecherza moczowego, raku watrobowokomérkowym, czy raku piersi
[Figueiredo i wsp., 2007; Gao i wsp., 2015; Zhao i wsp., 2018]. Przebadano réwniez
polimorfizmy tego genu w chtoniaku Burkitta [Habib i wsp., 2007; Nguyen i wsp., 2017;
Snow, 1997; Li i wsp., 2003]. Niewiele jest dostepnych badan opisujacych role
polimorfizmu pojedynczych nukleotydéw genu c¢-MYC w ostrych biataczkach
szpikowych. Wiekszos¢ artykutdw opisuje role translokacji oraz fuzji genu c-MYC
w chtoniakach ludzkich komdrek B oraz chorobach limfoidalnych [Eklund i wsp., 2010;
L Abbate i wsp., 2018; Poddighe i wsp., 2014; Sewastianik i wsp., 2014].
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9. Cel pracy

Gtéwnym celem niniejszej rozprawy doktorskiej byta ocena polimorfizmdw,
poziomu ekspresji oraz obecnosci produktow biatkowych gendéw kodujacych czynniki
transkrypcyjne potencjalnie zaangazowanych w leukemogeneze oraz w patogeneze
i rozwd] ostrej biataczki szpikowej. Analize przeprowadzono na trzech poziomach
molekularnych witgczajagc w to DNA, RNA oraz biatko. Dodatkowym ocenianym
parametrem byta réwniez obecnos¢ genu fuzyjnego RUNXI-RUNX1IT1 u pacjentow

z ostrg biataczka szpikowa.

Cele szczegotowe rozprawy doktorskiej byty nastepujace:

* Analiza polimorfizméw pojedynczych nukleotydéw (SNP) oraz wzglednego
poziomu ekspresji genu RUNX1

% Ocena polimorfizméw pojedynczych nukleotydéw (SNP) oraz wzglednego
poziomu ekspresji genu RUNX3 wraz z analizg jego produktu biatkowego

% Okreslenie wzglednego poziomu ekspresji genu CEBPA oraz ocena obecnosci
jego produktu biatkowego

+» Ocena wzglednego poziomu ekspresji genu c-MYC

+* Analiza obecnosci genu fuzyjnego RUNX1-RUNX1T1

Poszukiwano réwniez zwigzku pomiedzy uzyskanymi wynikami, a danymi
demograficznymi pacjentow takimi jak: pteé¢, wiek w momencie rozpoznania choroby
oraz kliniczno-patologicznymi takimi jak: typ ostrej biataczki szpikowej wedtug
klasyfikacji FAB czy mniej niz trzyletnie przezycie pacjentdw wyrazone poprzez

wystgpienie zgonu pacjenta do czasu konca trwania obserwacji, ktéry wynosit 3 lata.
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10. Materiaty i metody

10.1 Materiat badany

Materiatem do badan byty préby krwi obwodowej pobrane od pacjentéw ze
stwierdzong ostrg biataczkg szpikowa, pobranych podczas kontrolnych badan
laboratoryjnych. Préby krwi pochodzity z Instytutu Hematologii i Transfuzjologii
w Warszawie. Proby krwi stanowity materiat resztkowy pozostaty po przeprowadzeniu
badan laboratoryjnych.

Grupe kontrolng stanowity préby krwi obwodowej pobrane od osdéb bez
choroby nowotworowej. Préby krwi pochodzity z Regionalnego Centrum Krwiodawstwa
i Krwiolecznictwa w todzi i zostaty pobrane od dobrowolnych dawcéw krwi.

Na przeprowadzenie badania uzyskano zgode Komisji Bioetycznej przy
Uniwersytecie Medycznym w todzi o numerze RNN/88/16/KE. Wszyscy pacjenci
biorgcy udziat w badaniu podpisali Swiadomg i dobrowolng zgode na udziat w nim.
Badanie przeprowadzono zgodnie z zasadami zawartymi w Deklaracji Helsinskiej. Dane
zbierano anonimowo.

Préby krwi stanowity punkt wyjscia do dalszych analiz. W celu oceny
polimorfizméw pojedynczych nukleotydow dla genéw RUNX1 oraz RUNX3
wyizolowano DNA natomiast w celu oceny wzglednego poziomu ekspresji gendw
RUNX1, RUNX3, CEBPA, c-MYC oraz obecnosci genu fuzyjnego RUNXI-RUNX1T1
z uzyskanych préb krwi wyizolowano RNA. Kwas rybonukleinowy RNA jest zwigzkiem
nietrwatym oraz podatnym na dziatanie endo- i egzogennych RNaz (enzymoéw
rozktadajgcych RNA) dlatego w pierwszej kolejnosci z uzyskanych préb krwi obwodowej
pobranej od pacjentdw z ostrg biataczka szpikowg przeprowadzono izolacje RNA,
a nastepnie izolacje DNA. Ze wzgledu na fakt iz zebrane od pacjentéw préby stanowity
materiat resztkowy pozostaty po standardowych badaniach laboratoryjnych izolacje
DNA udato sie przeprowadzi¢ jedynie w 40 z 46 préb krwi, stanowigcych grupe badang.

W celu oceny produktéw biatkowych gendéw RUNX3 i CEBPA materiat badany
stanowito 18 préb surowicy uzyskanej po odwirowaniu pobranych od pacjentéw préb

krwi.
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10.2 Metody

Podczas wykonywania badan do niniejszej rozprawy doktorskiej postugiwano sie

metodami biologii molekularnej, ktére zostaly przedstawione na ponizszych

schematach (Rycina 14 i Rycina 15).

Ocena polimorfizmow

pojedynczych
nukleotydow(SNP)

Il

1zolacja DNA

polimerazy
PCR

|

’ Elektroforezaw 2%

| Reakcja fanncuchowa

Zelu agarozowym

Reakcja trawienia
enzymem
restrykcyjnym
RFLP

wzglednego poziomu

Ocena
ekspresji genéw

1zolacja catkowitego
RNA

stezeniaiczystosci
wyizolowanego

Ocena ’
RNA

Reakcja odwrotnej
transkrypcji

Il

Gen badany
oraz
Genreferencyjny

polimerazy

Reakcja taricuchowa
(PCR)

Il

Elektroforezaw 2%
Zeluagarozowym

Il

Elektroforezaw 2%
Zeluagarozowym

I

Analiza otrzymanych
wWzorow

prazkowych

Reakcja Real-Time
PCR

Rycina 14. Rycina przedstawia techniki biologii molekularnej zastosowane przy analizie polimorfizmoéw

pojedynczych nukleotydéw (SNP) oraz ocenie poziomu ekspresji wybranych gendw.
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fuzyjnego

Izolacja catkowitego
RNA

|
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RNA

i
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transkrypcji

|
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|
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Przygotowanie i
rozcienczenie prob
surowicy

|

Przygotowanie
12,5% zelu rozdzielajgcego
oraz
5% zelu zatezajgcego

|
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biatek na membrane
nitrocelulozowg
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Inkubacja z przeciwciatem
I zgdowym
oraz
11 rzedowym

|

J b

Detekcja biatek

Rycina 15. Rycina przedstawia techniki biologii molekularnej zastosowane przy ocenie obecnosci genu

fuzyjnego RUNX1-RUNX1T1 oraz analizie obecnosci produktow biatkowych wybranych czynnikow

transkrypcyjnych.
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10.2.1 Izolacja DNA

Pierwszym etapem analizy byta ocena polimorfizmdw pojedynczych nukleotydéw
(SNP) badanych genéw. W tym celu przeprowadzono izolacje DNA z préb krwi
pobranych od pacjentdw ze stwierdzong ostrg biataczkg szpikowa. lzolacje DNA
przeprowadzono korzystajgc z zestawu Blood Mini (A&A Biotechnology, DNA Gdansk)
umozliwiajgcego izolacje genomowego DNA 1z krwi Swiezej lub mrozonej
z zastosowaniem minikolumien (wykorzystano zjawisko adsorpcji kwasdow
nukleinowych na ziarnach krzemionki) oraz proteinazy K. Postepowano zgodnie

z instrukcjg dotgczong przez producenta.

W pierwszym etapie izolacji DNA przeniesiono okoto 200-300 ul krwi pobranej
od pacjentéw do czystych i jatowych probdéwek typu Ependorf. Do probdowek z krwig
dodano 200 pl roztworu lizujgcego LT oraz 20 ul Proteinazy K w celu catkowitej lizy
komorek oraz inaktywacji biatek. Zawartos¢ probowek intensywnie wymieszano,
a nastepnie inkubowano przez okres 20 minut w temperaturze 37 2C. Nastepnie
prébki zwirowano przez 20 sekund oraz ich zawarto$¢ naniesiono na minikolumny do
izolacji DNA. W tym samym czasie przestawiono temperature termobloku na 75°C oraz
inkubowano w nim probowki z roztworem elucyjnym, ktory byt wykorzystywany
w koncowym etapie izolacji DNA. Prébki krwi nastepnie wirowano przez 1 minute przy
12 000 RPM. Po odwirowaniu wyjeto minikolumny z probéwek, przesgcz wylano oraz
ponownie umieszczono minikolumny w tych samych probéwkach. Na minikolumny
naniesiono po 500 pl roztworu ptuczacego Al oraz prébki wirowano przez 1 minute
przy 12 000 RPM. Nastepnie minikolumny przeniesiono do nowych probdéwek
o pojemnosci 2 ml (znajdowaty sie one w zestawie) oraz dodano 400 ul roztworu
ptuczgcego Al. Prébki wirowano przez 2 minuty przy 12 000 RPM. W kolejnym etapie
izolacji osuszone minikolumny przeniesiono do nowych probéwek o objetosci 1,5 ml
oraz naniesiono po 100 pl buforu elucyjnego Tris uprzednio podgrzanego do 75°C.
Prébki inkubowano 5 minut w temperaturze pokojowej oraz wirowano przez 1 minute
przy 12 000 RPM. Minikolumne usunieto, a wyizolowane DNA przechowywano

w zamrazarce w temperaturze -20°C w celu dalszych analiz.
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10.2.2 Reakcja tancuchowa polimerazy PCR (do oceny polimorfizméw pojedynczych
nukleotydéw)

Kolejnym etapem analizy polimorfizmoéow pojedynczych nukleotydéw badanych
gendw byto przeprowadzenie reakcji faricuchowej polimerazy (ang. polymerase chain
reaction, PCR).

Reakcja PCR umozliwia amplifikacje okreslonego fragmentu RNA, DNA czy cDNA
w milionach kopii w ciggu zaledwie kilku godzin. Dzieki tej reakcji mozna uzyskaé nawet
od 10° do 10° kopii wyjéciowego fragmentu DNA. Na PCR sktadaja sie trzy etapy
powtarzane w 30-40 cyklach. Wyrdzniamy etap denaturacji (rozerwanie wigzan
wodorowych pomiedzy obiema ni¢mi matrycowego DNA), annealing (przytaczanie
odpowiednich starteréow w komplementarnych miejscach do jednoniciowych
fragmentéw DNA) oraz elongacji (wydfuzanie starteréw od korica 3’). Dodatkowo do
prawidtowego zajscia reakcji PCR potrzebne sg enzym- termostabilna polimeraza DNA
oraz odpowiednie sekwencje starterow. Startery s komplementarne do jednego
z koncow sekwencji DNA wybranych gendw. Wyrdzniamy starter przedni (F — ang.
forward) i wsteczny (R — ang. reverse) [Allison, 2009; Brown, 2018; Bal, 2013; Winter,
2000].

Do przeprowadzenia reakcji PCR wykorzystano zestaw odczynikowy

AccuTagq™LA DNA Polymerase firmy Sigma-Aldrich. Zestaw zawierat:

++ Bufor PCR (10x stezony ) o pH 8,3 (1,5 mM)

¢ Chlorek magnezu (V=1,5 ML; 25mM MgCl,)

+* dNTP (deoksynukleotydy) (0,2 mM)

¢ Enzym- JumpStart® AccuTag™ LA DNA Polymerase (0,5U)

Do przeprowadzenia tarcuchowej reakcji polimerazy niezbedne byty réwniez
startery: Primer forward i reverse (10 uM, firma Sigma-Aldrich), ktére umozliwity
namnozenie tylko tych fragmentéw danego genu, ktéry zawierat odpowiednie miejsca
polimorficzne: rs2268277, G>C (dla genu RUNX1) oraz rs6672420, A>T (dla genu
RUNX3). Startery zostaty zaprojektowane za pomocg programow bioinformatycznych

Primer-BLAST oraz Primer3. Sekwencje starteréow zostaty przedstawione w Tabeli 6.
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Starter Sekwencja

RUNX1 SNP F 5’-TACAGCCAATCTCCACTGTGCT-3’

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

Tabela 6. Tabela przedstawia sekwencje starteréw do oceny polimorfizméw SNP badanych gendw.

W pierwszej kolejnosci przygotowano mieszanine reakcyjng sktadajacg sie

z odczynnikéw przedstawionych w Tabeli 7.

Odczynnik Objetosc na 1 probe

Bufor 3,5ul
(10x stezony ) o pH 8,3 (1,5 mM)

Chlorek magnezu 0,7 ul
(V=1,5 ML; 25mM MgCI2)

Primer Forward (10uM) 0,7 ul
Primer Reverse (10uM) 0,7 ul
dNTP 0,4 ul
(0,2 mM)

Enzym 0,2 ul

(0,5V) ’
Woda jatowa, wolna od nukleaz 12,3 l
taczna objetosé 18,5

Tabela 7. Tabela zawiera odczynniki uzyte do przeprowadzenie reakcji PCR przy ocenie polimorfizmoéw

badanych gendw.
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Catos¢ wymieszano oraz rozpipetowano w ilosci 18,5 ul do jatowych probdéwek
(0,2 ml). Nastepnie do kazdej z probéwek dodano po 1,5ul DNA. Jedna prébdwka
stanowita tzw. kontrole ujemng gdzie zamiast DNA dodano 1,5ul czystej jatowej wody
destylowanej. Koricowa objeto$é mieszaniny wynosita 20 ul. Nastepnie kazdg z probek
wymieszano oraz zwirowano i umieszczono w termocyklerze MJ Mini Personal Thermal

Cycler (BioRad) oraz uruchomiono program o nastepujagcym profilu temperaturowym

(Tabela 8).
Gen Warunki reakcji PCR Cykle Wielkos¢
produktu
RUNX1 Denaturacja 95°C 30s 35 311 pz
rs2268277 Annealing 60°C 30s
Elongacja 72°C 60 s
RUNX3 Denaturacja 95°C 30s 35 120 pz
r$6672420 Annealing 57°C 30s
Elongacja 72°C 60 s

Tabela 8. Tabela przedstawia profil temperaturowy dla reakcji PCR uzyty do oceny SNP wybranych

gendw.

Dodatkowo prowadzono denaturacje wstepng w 95°C przez 2 minuty, a po

ostatnim cyklu reakcji przeprowadzano elongacje koricowg w 72°C przez 5 minut.

10.2.3 Elektroforeza w 2% zelu agarozowym

W celu wizualizacji otrzymanych produktéw amplifikacji genéw RUNX1 i RUNX3,
fragmentéw gendw zawierajgcych miejsce polimorficzne oraz produktéw powstajgcych
po trawieniu enzymem restrykcyjnym wykonano rozdziat elektroforetyczny.

Elektroforeza w zelu agarozowym jest technikg ktéra umozliwia identyfikacje
oraz rozdziat fragmentéw kwaséw deoksyrybonukleinowych réznigcych sie dtugoscia
(iloscig par zasad). Metoda ta moze by¢ réwniez wykorzystywana do rozdziatu RNA lub
innych czasteczek posiadajgcych tadunek. Rozdziat elektroforetyczny polega na

przemieszczaniu sie natadowanych czgsteczek kwaséw nukleinowych pod wptywem
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pola elektrycznego. Do elektrody dodatniej wedrujg ujemnie natadowane czastki,
natomiast dodatnio natadowane czastki migrujg w kierunku elektrody ujemnej.
Elektroforeza prowadzona jest na zelach tworzgcych sie¢ poréw dzieki czemu
podstawowe znaczenie dla tempa migracji ma dtugo$é czasteczek kwasow
nukleinowych. Fragmenty DNA migrujg w kierunku elektrody dodatniej ze wzgledu na
obecnos¢ w ich strukturze ujemnie natadowanych reszt kwasu fosforanowego. Wynik
elektroforezy stanowig prazki ztozone z czgsteczek DNA o réwnej dtugosci potozone w
réznych miejscach zelu. Ich dokfadna identyfikacje umozliwia wzorzec masy
molekularnej zawierajgce prazki o znanej ilosci par zasad [Allison, 2009;Bal, 2013;
Brown, 2018; Stomski, 2011].

W przypadku identyfikacji produktéw reakcji PCR powstatych po amplifikacji
fragmentéw  gendw  zawierajacych miejsca polimorficzne  elektroforeze
przeprowadzono na 2% zelu agarozowym. Do przygotowania 2% zelu agarozowego
uzyto 0,7 g agarozy (Maksimus) oraz 35 ml buforu TBE- Tris-Boran-EDTA (0,5x). Bufor
0,5x powstat z rozcieniczenia roztworu podstawowego 10x TBE. Bufor ten zawierat 108 g
Tris o pH 8.3, 55 g kwasu borowego, 9,3 g EDTA oraz wode destylowang. Catkowita
objetosc¢ roztworu podstawowego wynosita 1 |.

Do stozkowej kolby, ktora zawierata odwazong ilos¢ agarozy, dodano 35 ml
buforu oraz ogrzano w celu catkowitego rozpuszczenia agarozy. Po schtodzeniu
klarownej zawiesiny do temperatury pokojowe dodano 2 ul bromku etydyny, ktory
interkaluje w czasteczki DNA i pozwala na uwidocznienie fragmentow kwasow
nukeinowych. Mieszanine wylano na tzw. sanki wcze$niej przygotowanego aparatu do
elektroforezy oraz umieszczono grzebied umozliwiajacy utworzenie studzienek. Zel
pozostawiono do zastygniecia oraz zalano buforem TBE (0,5x).

W utworzonych studzienkach umieszczono kolejno: 2 pul wzorca masy
molekularnej Marker DNA M100-500 (DNA Gdanisk), 4 pl odpowiednich préb badanych
wymieszanych z 1 ul roztworu obcigzajgcego (zawierajgcego btekit bromofenolowy,
glicerol i wode) oraz 4 pl kontroli negatywnej (réwniez zmieszanej z roztworem
obcigzajgcym). Roztwér obcigzajgcy zapobiegat samoistnemu dyfundowaniu préb ze
studzienek. Elektroforeze przeprowadzono w aparacie firmy Sigma-Aldrich najpierw
przez 5 minut przy napieciu prgdu wynoszacym 110 V, i dalej przez 12 minut przy

napieciu 130 V. Korzystano z zasilacza PowerPac™ Universal firmy Bio-Rad. Po
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zakonczonej reakcji elektroforezy otrzymane wzory pragzkowe uwidoczniono za pomocg
aparatu firmy Mini Bis Pro UV firmy DNR Bio-Imaging System. Uzyskany obraz
elektroforetyczny zarejestrowano za pomocg oprogramowania komputerowego
GelCapture firmy DNR Bio-Imaging System. Potwierdzenie obecnosci produktu PCR
potwierdzono oceniajac jego wielkos¢ wzgledem wzoru prazkowego uzyskanego dla
wzorca masy molekularne;.

W przypadku wizualizacji produktéw amplifikacji miejsc polimorficznych genéw
RUNX1 oraz RUNX3 uzyskanych po trawieniu enzymami restrykcyjnymi elektroforeze
przeprowadzono w na 2,5% zelu agarozowym. W tym celu uzyto 0,875g agarozy
i rozpuszczono jg w 35 ml buforu 0,5x TBE. Prébki w objetosci 8 ul mieszano z 1 pl
obcigznika i nanoszono na studzienki. Do kazdej serii rozdziatu dodano rowniez wzorzec
masy molekularnej DNA Marker pUC/Msp | (A&A Biotechnology) lub DNA Marker 1
(A&A Biotechnology). Elektroforeze przeprowadzano przez 5 minut przy napieciu 110V
oraz 20 minut przy napieciu 130V. Uzyskane wzory prgzkowe réwniez zarejestrowano
za pomocg oprogramowania GelCapture (DNR Bio-Imaging System). Przyktadowe
rozdziaty elektroforetyczne reakcji amplifikacji fragmentow genéw RUNX1 oraz RUNX3

zawierajgce miejsca polimorficzne przedstawia Rycina 16 oraz 17.

311 pz

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Rycina 16. Przyktadowy rozdziat elektroforezy produktéw PCR dla polimorfizmu rs2268277 genu RUNX1.
Studzienka nr 1- wzorzec masy molekularnej 100-500 pz; studzienki 2,-10 préoby badane, studzienka 11-

kontrola negatywna.
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120 pz

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Rycina 17. Przyktadowy rozdziat elektroforezy produktéw PCR dla polimorfizmu rs6672420 genu RUNX3.
Studzienka nr 1- wzorzec masy molekularnej 100-1000 pz; studzienki 2,-11 préby badane, studzienka

12-kontrola negatywna.

10.2.4 Reakcja trawienia enzymem restrykcyjnym

Polimorfizm dtugosci fragmentdéw restrykcyjnych (ang. restriction fragments
length polymorphism, RFLP) jest metodg oceny wystepowania polimorfizmow
pojedynczych nukleotydow. Technika RFLP stosowana jest sie razem z reakcjg PCR
(PCR-RFLP) i polega na trawieniu enzymem restrykcyjnym produktu po reakcji PCR
zawierajagcego zamplifikowane fragmenty miejsc polimorficznych danego genu.
Niezbedne jest zastosowanie starterow ktére flankuja miejsca polimorficzne [Allison,
2009; Bal, 2013; Brown, 2018; Stomski, 2011].

Enzymy restrykcyjne nalezg do tzw. endonukleaz, ktdére wigzg sie
z czgsteczkg DNA poniewaz rozpoznajg specyficzng sekwencje miejsca polimorficznego
oraz wykonujg ciecia (hydrolizujg nici) poprzez zerwanie wigzan fosfodiestrowych.
Prowadzi to do powstania zdefiniowanych oraz powtarzalnych fragmentéw DNA
réznigcych sie dtugosciami. Jesli w DNA wystgpi mutacja czy polimorfizm w wyniku
ktorych powstaje lub zanika miejsce restrykcyjne (tzw. miejsce ciecia), w mieszaninie
poreakcyjnej wystepujg fragmenty o innej dtugosci dla DNA zmutowanego i DNA
niezmutowanego. Powstajgce fragmenty kwaséw nukleinowych mozna analizowac
przeprowadzajgc np. rozdziat elektroforetyczny uzyskujgc charakterystyczny wzér
prazkowy, ktéry po analizie umozliwia ocene genotypu. Enzymy restrykcyjne wystepuja
naturalnie wsrdd wielu bakterii [Bal, 2013; Brown, 2018; Sfomski, 2011].

Trawienie uzyskanego produktu PCR zostata przeprowadzona w celu oceny
genotypow pacjentéw dla SNP gendw RUNX1 (rs2268277, G>C) oraz RUNX3

(rs6672420, A>T). W celu przeprowadzenia tych reakcji wykorzystano nastepujgce
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zestawy odczynnikowe:

¢ SNP genu RUNX1- enzym Mval (BstNI) (10 U/uL) wraz z buforem 10x Buffer R

(ThermofFisher Scientific™)

** SNP genu RUNX3- enzym BseGl (BtsCl) (10 U/ulL) wraz z buforem 10x Buffer

Tango (ThermoFisher Scientific™)

Postepowano zgodnie z protokotem dostarczonym przez producenta
(ThermoFisher ScientificTM). W pierwszej kolejnosci przygotowano mieszanine reakcyjna
sktadajacg sie z odpowiedniej ilosci buforu enzymu oraz jatowej wody (Tabela 9).
Otrzymang mieszanine wymieszano, odwirowano oraz rozpipetowano w ilosci 4ul do
prébowek zawierajgcych 16 pl produktu reakcji PCR (dla danego genu RUNX1 lub
RUNX3). Prébki wymieszano, zworteksowano oraz umieszczono w aparacie MJ Mini
Personal Thermal Cycler firmy Bio-Rad, a nastepnie inkubowano w temperaturze 37°C

(SNP genu RUNX1) oraz 55°C (SNP genu RUNX3) przez 16 godzin.

Odczynnik Objetosc na 1 probe SNP
10x Bufor R 2,0 ul RUNX1
rs2268277
Enzym 0,3 ul
oraz
10 U/uL
( ./u ) RUNX3
Woda jatowa 1,7 ul rs6672420
taczna objetosé 4 ul

Tabela 9. Tabela zawiera odczynniki uzyte do przeprowadzenie reakcji RFLP.

Dla genu RUNX1 badanym polimorfizmem byt polimorfizm w pozycji 34809752
(rs2268277) gdzie w wyniku trawienia enzymem restrykcyjnym dla polimorfizmu
rs2268277 genu RUNX1 uzyskano nastepujgce warianty genotypéw: homozygota dzika
GG (zawierajaca fragmenty o dtugosciach 173 oraz 138 pz), heterozygota GC
(zawierajgca fragmenty o nastepujgcych dtugosciach: 173, 138, 99 oraz 39 pz) oraz
homozygota zmutowana CC (zawierajgca fragmenty o nastepujacych dtugosciach 173,
99 oraz 39 pz). Przyktadowy wynik genotypowania rs2268277 genu RUNX1

przedstawia Rycina 18.

Strona 76 z 215



39 pz

99 pz

138 pz
173 pz

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Rycina 18. Przyktadowy rozdziat elektroforezy produktéw po trawieniu enzymem restrykcyjnym dla
polimorfizmu rs2268277 genu RUNX1.
Studzienka nr 1- wzorzec masy molekularnej 34-501 pz (Mer pUC/Msp |); studzienki 2,6,7,8,10,12,15-
préby badane, heterozygoty GC, studzienki 3,5,9,11,13 - homozygoty dzikie GG, a studzienki 4,14-

homozygoty zmutowane CC.

Dla genu RUNX3 wybranym polimorfizmem byt polimorfizm w pozycji 24964519
(rs6672420). Trawienie enzymem restrykcyjnym dla polimorfizmu rs6672420 genu
RUNX3 pozwala uzyska¢ nastepujace warianty genotypdw: homozygota dzika AA
(zawierajgca fragmenty o dtugosciach 27 oraz 93 pz), heterozygota AT (zawierajaca
fragmenty o nastepujacych dtugosciach: 27, 193 i 120 pz) oraz homozygota zmutowana
TT (zawierajgca fragment o dtugosci 120 pz). Przyktadowy wynik genotypowania
rs6672420 genu RUNX3 przedstawia Rycina 19.

93 pz
120 pz

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Rycina 19. Przyktadowy wynik rozdziatu elektroforetycznego produktdw trawienia dla polimorfizmu
rs6672420 genu RUNX3. Studzienka nr 1-wzorzec masy molekularnej DNA Marker 1 100 — 1000 pz;
studzienki: 4,5,6,10,11,12- préby badane, heterozygoty AT, studzienki 2,7,8- homozygoty dzikie AA oraz
studzienki 3,9- homozygoty zmutowane TT.

Prazek o dt. 27 pz ma zbyt matg mase czasteczkows i nie jest widoczny na zelu.
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10.2.5 Izolacja catkowitego RNA

Pierwszym etapem oceny ekspresji badanych gendw byta izolacja catkowitego RNA
z prob krwi pobranych od pacjentdw z ostrg biataczkg szpikowa. lzolacje RNA
przeprowadzono za pomocy zestawu Total RNA Mini (A&A Biotechnology, DNA
Gdansk). Zastosowana metoda izolacji RNA jest oparta na zmodyfikowanej metodzie
Chomczyniskiego bazujgcej na ekstrakcji fenolowo-chloroformowej z uzyciem soli
chaotropowych.

Izolacja kwasy rybinukleinowego RNA sktada sie z nastepujacych etapéw:

X/
o

liza komadrek

X/
o

homegenizacja prébki

X4

ektrakcja fenolowo-chloroformowa

L)

7/
o

precypitacja [Sfomski, 2011].

W pierwszym etapie izolacji RNA przeniesiono okoto 200-300 pl krwi pobranej
od pacjentow do czystych i jatowych probdwek typu Ependorf. Do probdwek z krwig
dodano 800 ul fenozolu aby nastgpita catkowa liza komérek oraz inaktywacja
endogennych RNAz. Zawarto$¢ probdwek intensywnie wymieszano, a nastepnie
inkubowano przez okres 5 minut w 50 2C. Kolejnym etapem byto dodanie 200 ul
chloroformu i delikatne wymieszanie (poprzez kilkukrotne odwracanie probéwek) oraz
inkubacja przez 3 minuty w temperaturze pokojowej. Probki nastepnie wirowano przez
10 minut przy 12 000 RPM (ang. Revolution Per Minute; obroty na minute). Po
odwirowaniu uzyskano trzy frakcje- gérng zawierajgca RNA, srodkowgq zawierajgcg DNA
oraz biatka oraz faze dolng, ktdra zawierata elementy morfotyczne rozpadtych komoérek.
Gérng frakcje supernatantu odpipetowano do nowych 1,5 ml probéwek typu Ependorf
oraz dodawano 250 ul izopropanolu w celu wytragcenia RNA z wodnej fazy oraz
zwigzania ze ztozem krzemionkowym na minikolumnie. Catos¢ doktadnie mieszano oraz
przeniesiono na specjalne minikolumny do izolacji RNA zawierajgce ztoze
krzemionkowe i wirowano 1 minute przy 12 000 RPM. W kolejnym etapie izolacji
kolumny przenoszono do nowych prébdwek o objetosci 2 ml oraz dodawano 700 ul
roztworu ptuczgcego Al. Prébki wirowano przy 12 000 RPM przez 1 minute. Przesacz
wylewano oraz ponownie ptukano minikolumne stosujgc takg samg objetos¢ roztworu

ptuczacego Al. Kolejnym etapem izolacji byto dodanie do minikolumny 200 ul roztworu
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pfuczacego Al i wirowanie przez 2 minuty przy obrotach 12000 RPM w celu
dokfadnego oczyszczenia materiatu genetycznego. Ostatnim etapem byta precypitacja
wyizolowanego RNA. W tym celu umieszczono minikolumne w nowych 1,5 ml
probdwkach i dodano na dno kolumny 100 pl jatowej wody wolnej do RN-az . Prébki
inkubowano przez 3 minuty w temperaturze pokojowej, a nastepnie wirowano przez
1 minute przy 12 000 RPM. Ostatnim etapie izolacji byto usuniecie mini kolumny,
a wyizolowane RNA niezbedne do przeprowadzania dalszych analiza mrozono oraz

przechowywano w temperaturze -76 °C.

10.2.6 Ocena stezenia i czystosci wyizolowanego RNA

Izolacja RNA jest jednym z kluczowych etapdw oceny wzglednego poziomu
ekspresji gendw. Ze wzgledu na to iz kwas rybonukleinowy jest materiatem nietrwatym
i mato stabilnym wyekstrahowane RNA powinno cechowac sie wysokim stezeniem
i duzym stopniem czystosci (czyli stosunkiem absorpcji przy dtugosci fali 260 nm i 280
nm na poziomie 1,8-2,0). Przed przystgpieniem do dalszych analiz przeprowadzono
ocene stezenia i czystosci wyizolowanego RNA [Stomski, 2011; Brown, 2018].

Spektrofotometryczne oznaczenie stezenia wyizolowanego RNA polega na
pomiarze absorpcji Swiatta monochromatycznego w zakresie swiatta UV. Maksimum
absorbancji dla RNA wynosi 260 nm, dla biatek 280 nm a dla drobin komdrkowych 320
nm. Po wigczeniu spektofotometr dokonuje autokalibracji. Absorbancje dla badanych
préb RNA odczytywano przy dtugosci fali 260 nm (maksimum absorpcji dla kwaséw
nukleinowych) [Stomski, 2011; Brown, 2018].

Aby okresli¢ stezenie oraz czystos¢ wyizolowanego RNA zastosowano metode
spektofotometryczng oraz uzyto aparatru NanoPhotometer UV/VIS (Implen, Germany).
Na pole pomiarowe naniesiono kolejno po 1 ul wyizolowanych prébek RNA oraz
zmierzono ich absorbancje przy dt. fali 260 nm. Aparat zerowano na 1upl wody
destylowanej.

Stezenie RNA obliczane jest ze wzoru: C(ug/ml) = (Ao — Asz) X 40 x
rozcienczenie. Gdzie:

e Ajg, Asxo- absorbancja przy dtugosci fali 260 i 320 nm
e 40-stezenie RNA przy ktérym absorbancja przy dtugosci fali 260 jest rowna 1

e R-rozciefAczenie roztworu [Stomski, 2011; Brown, 2018].
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Aby oceni¢ czysto$¢ oraz jakos¢ uzyskanego RNA oszacowano stosunek
absorbancji przy dtugosci fali 260nm i 280 nm (Azo/A0). Dla czystego
i niezanieczyszczonego biatkami RNA wartosé stosunku absorbancji wynosi ok. 2,0.
Uzyskane probki uznano za czyste poniewaz stosunek A,s0/A280 W kazdej prébce wynosit
>1,8 [Sfomski, 2011; Brown, 2018]. Ostatecznie przy ocenie wzglednego poziomu

ekspresji wybranych genow stezenie dla kazdej z préb ujednolicono i wynosito ono 0,02

ug/ul.

10.2.7 Reakcja odwrotnej transkrypcji RT-PCR
Reakcja odwrotnej transkrypcji RT-PCR (ang. reverse transcription PCR, RT-PCR)

polega na przepisaniu informacji genetycznej z jednoniciowego RNA na
komplementarng dwuniciowg czasteczke cDNA (ang. complementary DNA, cDNA)
wykorzystywang do iloSciowej oceny ekspresji gendow. Proces ten umozliwia enzym-
odwrotna transkryptaza, ktdra syntetyzuje komplementarng ni¢ DNA w kierunku 5’-> 3’,
Matrycg dla tego procesu jest czgsteczka RNA. RT- pozwala na powielanie tylko
sekwencji zawartej w mRNA, a wiec sekwencji kodujgcych czyli egzonoéw [Allison, 2009;
Bachman, 2013].

W celu przepisania informacji z RNA na cDNA wykorzystano zestaw High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystem, Litwa). Zestaw ten
zawiera:

e enzym- Multiscribe Reverse Transcriptase (50U/ul; V= 100ul)
e Bufor RT (10x stezony; V= 1ml)
e mix dNTP (100 mM; V=200ul)

Dodatkowo do przeprowadzenie reakcji uzyto Inhibitora RN-az (Sigma-Aldrich)-
10x rozcienczonego oraz startery oligo(dT) (3401 pg; 62,8 nmol, Sigrma Aldrich),
komplementarne do ogona poliA w obrebie konca 3' wszystkich czgsteczek mRNA.
Postepowano zgodnie z zatgczonym protokotem reakcji RT-PCR.

W pierwszej kolejnosci przygotowano mieszanine reakcyjng sktadajgcag sie
z odczynnikdw umieszczonych w Tabeli 10. Cato$¢ wymieszano oraz rozpipetowano
w ilosci 6,8 pl do jatowych probéwek (0,2 ml). Nastepnie do kazdego z probdwek
dodano odpowiednio wyliczong objeto$¢ RNA tak aby uzyska¢ dla kazdej prébki

jednakowe stezenie RNA (0,02 pg/ul). W kolejnym etapie uzupetniono probdwki
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wyliczong objetoscig wody destylowanej do koricowe] objetosci mieszaniny reakcyjnej
wynoszacej 20 pl. Kazdg z probek wymieszano oraz zwirowano i umieszczono
w termocyklerze MJ Mini Personal Thermal Cycler (BioRad) oraz uruchomiono

odpowiedni program (Tabela 11).

Odczynniki uzyte do reakcji odwrotne;j Objetos¢
transkrypciji

Bufor RT (10x stezony; V= 1ml) 2,0 ul
Oligo dT (3401 pg; 62,8 nmol) 2,0 ul
dNTP mix (100 mM; V=200pl) 0,8 ul
Inhibitor RNAz (10x rozcienczony) 1,0 ul
Multiscribe Reverse Transcriptase 1,0 ul
(50U/ul; V= 100pl)

taczna objetos¢ 6,8 ul

Tabela 10. Tabela zawiera odczynniki uzyte do przeprowadzenie reakcji odwrotnej transkrypcji.

Etapy reakcji odwrotnej Temperatura Czas
transkrypcji
Wstepna inkubacja 252C 10 minut
Dziatanie enzymu odwrotnej 372C 2 godziny
transkryptazy
Denaturacja produktow 852C 5 minut
niespecyficznych, zablokowanie
dziatania enzymu
Po zakonczeniu syntezy 4°C oo

Tabela 11. Tabela przedstawia profil temperaturowy dla reakcji odwrotnej transkrypciji.

Po zakonczonej reakcji odwrotnej transkrypcji prébki cDNA przechowywano

W zamrazarce w temperaturze -20°C.
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10.2.8 Reakcja tancuchowa polimerazy PCR

W przypadku oceny wzglednego poziomu ekspresji gendw reakcje PCR nalezy
przeprowadzi¢ zarowno dla genu referencyjnego jak i genu badanego. Matrycg dla obu
reakcji jest cDNA uzyskane z RNA po reakcji odwrotnej transkrypcji.

Geny referencyjne (ang. housekeeping genes) s3 genami metabolizmu
podstawowego i biorg udziat w regulacji podstawowych funkcji komdrek. Geny te sg
stosowane jako punkty odniesienia do kontroli ekspresji genow (w zwigzku z ich
niezmienng ekspresjg) oraz do sprawdzenie poprawnosci zajScia reakcji odwrotne;j
transkrypcji. Do najpopularniejszych gendéw referencyjnych nalezg: GAPDH
(dehydrogenaza aldehydu 3- fosfoglicerynowego), ACT (B-aktyna), ALB (albumina) czy
EF1A (elongation factor 1a) [Romanowski i wsp., 2007].

W przypadku niniejszej rozprawy doktorskiej, w celu potwierdzenia
poprawnosci reakcji odwrotnej transkrypcji (RT-PCR) oraz prawidtowego przepisania
informacji genetycznej zawartej w RNA na cDNA, dla kazdej z préb przeprowadzono
reakcje PCR z wykorzystaniem odpowiedniej pary starteréw dla genu referencyjnego,
ktorym byt gen kodujgcy dehydrogenaze gliceraldehydo-3-fosforanowg GAPDH (ang.
glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase, GAPDH). Obecnos¢ genu GAPDH
stwierdzono we wszystkich 46 prébach. Przyktadowy rozdziat elektroforetyczny dla

genu GAPDH przedstawia Rycina 20.

189 pz —»

7 6 5 4 3 2 1

Rycina 20. Przyktadowy rozdziat elektroforetyczny dla genu GAPDH.
Studzienka nr 1- wzorzec masy molekularnej 100-500 pz, studzienki od 2 do 6 — préby badane

(produkt o wielkosci 189 pz), studzienka 7-kontrola negatywna.
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Genami badanymi dla ktorych przeprowadzono reakcje PCR byty: gen RUNXI,
RUNX3, CEBPA oraz c-MYC. Sekwencje starterow dla genu referencyjnego oraz genéw
badanych zostaty przedstawione w Tabeli 12. Doktadny opis oraz zasada reakcji PCR

zostaty przedstawione w podrozdziale 10.2.2.

Starter Sekwencja
GAPDH F 5’-TGGTATCGTGGAAGGACTCATGAC-3’
GAPDH R 5’-ATGCCAGTGAGCTTCCCGTTCAGC-3’
(10 uM)
RUNX1F 5'-AGTGGAAGAGGGAAAAGC-3’
RUNX1IR 5’-ATCCACTGTGATTTTGATGG-3’
(10 uM)
RUNX3 F 5’-ATGACGAGAACTACTCCG-3’
RUNX3R 5’-TCAGGGTGAAACTCTTCC-3’

(10 uM)

CEBPAF 5’-AGCCTTGTTTGTACTGTATG-3’
CEBPAR 5’-AAAATGGTGGTTTAGCAGAG-3’
(10 uM)

c-MYCF 5’-CCACAGCAAACCTCCTCACAG-3’
c-MYCR 5’-GCAGGATAGTCCTTCCGAGTG-3’
(10 um)

Tabela 12. Tabela przedstawia sekwencje starteréw dla genu referencyjnego oraz genéw badanych.

Analize przeprowadzono zgodnie z protokotem dostarczonym przez producenta
zestawu (AccuTag™LA DNA Polymerase firmy Sigma-Aldrich). W pierwszej kolejnosci
przygotowano mieszanine reakcyjng sktadajgcg sie z odczynnikéw przedstawionych

w Tabeli 13.
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Odczynnik Objetosé na 1 probe

Bufor 3,5 ul
(10x stezony ) o pH 8,3 (1,5 mM)

Chlorek magnezu 0,7 ul
(V=1,5 ML; 25mM MgCl2)

Primer Forward (10 uM) 0,7 ul
Primer Reverse (10 uM) 0,7 ul
dNTP 0,4 pl
(0,2 mM)

Enzym 0,2 ul

(0,5U)
Woda jatowa, wolna od nukleaz 13,8 l
taczna objetos¢ 20l

Tabela 13. Tabela zawiera odczynniki uzyte do przeprowadzenie reakcji PCR.

Catos¢ wymieszano oraz rozpipetowano w ilosci 20 ul do jatowych probowek
(0,2 ml). Nastepnie do kazdego z probowek dodano odpowiednio po 1ul cDNA.
Koncowa objetos¢ mieszaniny wynosita 21 pl. Nastepnie kazdg z probek wymieszano
oraz zwirowano i umieszczono w termocyklerze MJ Mini Personal Thermal Cycler
(BioRad) oraz uruchomiono odpowiedni program o charakterystycznym dla kazdego

z gendw profilu termicznym (Tabela 14).
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Gen Warunki reakcji PCR Cykle Wielkos¢
produktu
GAPDH Denaturacja 95°C 30s 35 189 pz
Annealing 58°C 30s
Elongacja 72°C 60 s
RUNX1 Denaturacja 95°C 60s 35 96 pz
Annealing 58°C 30s
Elongacja 72°C 45 s
RUNX3 Denaturacja 95°C 60 s 35 120 pz
Annealing 56°C 30s
Elongacja 72°C 45 s
CEBPA Denaturacja 95°C 60 s 35 199 pz
Annealing 56°C 30s
Elongacja 72°C 45 s
c-MYC Denaturacja 95°C 60s 35 105 pz
. 57°C 30s
Annealing
72°C 45s
Elongacja

Tabela 14. Tabela przedstawia profil temperaturowy dla reakcji PCR.

Ponadto na poczatku kazdej reakcji PCR prowadzono wstepng denaturacje
w 95°C przez 2 minuty oraz dodatkowgq elongacje w 72°C przez 5 minut na koricu cyklu.
W kazdej serii reakcji PCR dofgczono tzw. kontrole negatywng, ktéra zamiast matrycy
cDNA zawierata wode jatowg wolng od nukleaz. Po zakonczonej reakcji PCR uzyskane
produkty przechowywano w lodéwce w temperaturze 4°C.

W celu wizualizacji otrzymanych produktéw amplifikacji badanych gendw
przeprowadzono elektroforeze w 2% zelu agarozowym. Szczegdtowy opis metody

i zasada wykonania elektroforezy zostaty opisane w podrozdziale 10.2.3.
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10.2.9 Reakcja Real-Time PCR- PCR w czasie rzeczywistym

Real-Time PCR jest ilosSciowg metodg oceny ekspresji gendw. Reakcja ta pozwala
na amplifikacje DNA wraz z jednoczesnym monitorowaniem w czasie rzeczywistym ilo$¢é
powstajgcego produktu. Reakcja Real-Time PCR przebiega analogicznie do
standardowej reakcji PCR czyli namnazania fragmentu materiatu genetycznego dzieki
zastosowaniu specyficznych oligonukleotydowych starteréw oraz polimerazy, natomiast
w Real-Time PCR dzieki zastosowaniu barwnikdw florescencyjnych mozliwe jest
réwniez Sledzenie w czasie rzeczywistym wyktadniczego wzrostu ilosci powstajgcego
produktu po kazdym cyklu [Allison, 2009; Studziriska i wsp., 2008; Stomski, 2011].

Do analizy przebiegu reakcji Real-Time PCR wykorzystywane sg fluorescencyjne
zwigzki interkalujgce do dwuniciowego DNA takie jak: SYBR Green | oraz
komplementarne do powielanej sekwencji sondy molekularne wyznakowane
fluorochromami: Molecular Beacons, TagMan, Hybridization Probes i sondy typu
Scorpion [Studziriska i wsp., 2008]. Emitowany przez barwniki poziom fluorescenc;ji jest
proporcjonalny do stezenia amplikonu w probce. W pierwszych cyklach reakgji
powolne powielanie produktu charakteryzuje sie niskim poziomem fluorescencji, ktora
rejestrowana jest jako tzw. tto (ang. background). W kolejnych etapach wrastajgce
stezenie produktu prowadzi do zwiekszenia fluorescencji. Cykl w ktorym fluorescencja
przekracza poziom tta okreslany jest mianem cyklu progowego (ang.threshold cycle, Ct
lub ang. crossing point, Cp). W cyklu tym badana matryca zostaje powielona
odpowiednig liczbe razy, tak ze fluorescencja osigga wartos¢ progowa (Ft, ang.
fluorescence treshold) [Studziriska i wsp., 2008]. Od cyklu progowego rozpoczyna sie
wczesna faza logarytmiczna reakcji PCR. Wyznaczenie cykli progowych Ct dla badanych
prébek pozwala na wyznaczenie poczatkowe;j ilo$ci fragmentu badanego DNA uzytego
do reakcji. Wartos¢ C; jest odwrotnie proporcjonalna do ekspresji badanego genu.
Wzgledny poziom ekspresji materiatu genetycznego w prébach badanych okreslana jest
w stosunku do ekspresji genu metabolizmu podstawowego [Studziriska i wsp., 2008].

W niniejszej rozprawie doktorskiej w reakcji Real-Time PCR zastosowano
niespecyficzny barwnik fluorescencji SYBR Green.

W przypadku zastosowania barwnikéw niespecyficznych nalezy przeprowadzié
analize krzywej topnienia, na podstawie ktérej mozina oceni¢ specyficznosc
przeprowadzonej reakcji Real-Time PCR. Wykorzystany barwnik SYBR Green | oprdcz
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zwigzania sie z dwuniciowym DNA moze potgczy¢ sie rowniez z ze sparowanymi
starterami  (ang. primer-dimer). Im wieksza ilos¢ cykli, tym wieksze
prawdopodobienstwo powstania produktow niespecyficznych. Temperatura topnienia
jest cechg charakterystyczna dla danych czasteczek i zalezy od ich danego sktadu
nukleotydowego. Stworzenie krzywej topnienia polega na stopniowym podwyzszaniu
temperatury mieszaniny reakcyjnej az do momentu denaturacji wszystkich podwdjnych
nici i analizowaniu zmiany sygnatu fluorescencji [Allison, 2009; Studziriska i wsp., 2008;
Stomski, 2011].

Metode Real-Time PCR wykorzystano do oceny wzglednego poziomu ekspresji
gendw RUNX1, RUNX3 CEBPA oraz c-MYC. Reakcje dla genéw badanych prowadzono
réownolegle z genem referencyjnym GAPDH. Rycina 21 oraz 22 przedstawia
przyktadowe krzywe amplifikacji oraz krzywa topnienia dla genu referencyjnego
GAPDH. llosciowg ocene wzglednego poziomu ekspresji badanych gendw oceniono

tylko w prébach, ktére wykazywaty jakosciowg obecnos¢ ekspresii.

Norm. Fluoro.

10 15 20 % 30 35 40
Cycle
Rycina 21. Krzywa amplifikacji dla genu referencyjnego GAPDH.

0$ X przedstawia kolejne cykle natomiast oS Y przedstawia poziom znormalizowanej fluorescenciji.
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Rycina. 22 Krzywa topnienia produktu reakcji dla genu referencyjnego GAPDH.

Ocene wzglednego poziomu ekspresji gendw przeprowadzono za pomocy
zestawu odczynnikdw RT HSPCR Mix Sybr® B (2 razy stezony, V=1,25 ml) firmy A&A
Biotechnology oraz odpowiednich starterow postepujgc zgodnie z instrukcjg dotgczong
przez producenta. Analize dla kazdej z prob wykonano w tripletach, a uzyskane wyniki
usredniono.

W pierwszym etapie analizy przygotowano mieszanine reakcyjng sktadajgca sie

z odczynnikéw przedstawionych w Tabeli 15.

Odczynnik Objetos¢ na 1 prébe

RT HS-PCR Mix Sybr® B 5ul
(2 razy stezony, V=1,25 ml)

Primer forward (10 uM) 0,7 ul

Primer reverse (10 uM) 0,7 ul

Woda jatowa, wolna od nukleaz 2,6 ul
Objetosé koricowa 9 ul

Tabela 15. Tabela zawiera odczynniki uzyte do przeprowadzenie reakcji Real-Time PCR.
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Do przeprowadzenia reakcji Real-Time PCR dla kazdego z gendéw wykorzystano

sekwencje starteréw uzyte w analizie jakosciowej (Tabela 12). Mieszanine reakcyjna

wymieszano oraz zwirowano i rozpipetowano w ilosci 9 ul do jatowych probdéwek (0,2

ml) oraz dodano 1 pl cDNA. Koricowa objetos¢ mieszaniny wynosita 10 pl. Nastepnie

kazda z prébek wymieszano oraz zwirowano i umieszczono w aparacie Rotor-Gene™

6000 firmy Corbett Life Science, Qiagen (w przypadku gendw RUNX3 i CEBPA) oraz

aparacie Stratagene Mx3000P, Agilent Technologies (w przypadku genéw RUNX1 oraz

c-MYC) oraz uruchomiono odpowiedni program o charakterystycznym dla kazdego

z badanych gendéw profilu termicznym (Tabela 16). Doswiadczenia dla gendéw badanych

oraz genu referencyjnego przeprowadzano réwnolegle. Do kazdej serii doswiadczen

dotaczano kontrole negatywna, niezawierajgcg matrycy cDNA- réwniez w triplecie.

Gen Warunki reakcji PCR Cykle
RUNX1 Denaturacja 95°C 10s 40
Annealing 55°C 15s
Elongacja 72°C 20s
RUNX3 Denaturacja 95°C 10s 40
Annealing 58°C 15s
Elongacja 72°C 20s
CEBPA Denaturacja 95°C 10s 40
Annealing 56°C 15s
Elongacja 72°C 20s
c-MYC Denaturacja 95°C 10s 40
. 57°C 15s
Annealing
72°C 20s
Elongacja

Tabela 16. Tabela przedstawia profil temperaturowy dla reakcji Real-Time PCR.
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Na poczatku kazdej reakcji Real-Time PCR prowadzona zostata wstepna
denaturacja w 95°C przez 10 minut. Dla kazdego z analizowanych gendw
przeprowadzono rowniez analize tzw. krzywej topnienia w celu potwierdzenia
specyficznosci oraz prawidlowego przeprowadzenia reakcji. Krzywag topnienia
wykonano w ostatnim cyklu reakcji, kiedy stopniowo podgrzewano mieszanine
w zakresie od 72 do 95°C oraz oberwano spadek sygnatu fluorescencji [Studziriska
i wsp., 2008].

W przeprowadzonych badaniach przyjeto wydajnos¢ reakcji jako 100%. Aby
obliczy¢ wzgledny poziom ekspresji gendow wykorzystano metode podwdjnej delty

[Livak, Schmittgen] korzystajac ze wzoru:

R = 2—AACt

gdzie:
I ACt (dla préb bada nyCh): Ct (gen badany) — Ct (gen referencyjny)

Il ACt (dla kalibratora): srednie Ct (gen badany) — Srednie Ct (gen referencyiny)
AACt =1 ACt - 11 ACt
R: oznacza wzgledny poziom ekspresji genu; gdzie:
+» wartos¢ wspotczynnika rowna 1 oznacza, ze poziom transkryptu w
prébie kalibracyjnej i badanej sg jednakowe
+» wartos¢ >1 oznacza nadekspresje

* wartosc¢ <1 obnizong wartosc¢ ekspresji [Livak i wsp.,2001].
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10.2.10 Ocena obecnosci genu fuzyjnego RUNX1-RUNX1T1
W celu oceny obecnosci genu fuzyjnego RUNX1-RUNXITI u pacjentéw z ostrg

biataczkg szpikowg w pierwszej kolejnosci wyizolowano RNA, ktdre nastepnie
przepisano na cDNA przeprowadzajgc reakcje odwrotnej transkrypcji. Doktadny opis
procedury izolacji RNA z krwi obwodowej pacjentéw oraz reakcji RT-PCR znajdg sie
odpowiednio w podrozdziatach: 10.2.5 oraz 10.2.7. Poprawnos¢ reakcji odwrotnej
transkrypcji sprawdzono za pomocg reakcji PCR dla genu referencyjnego, ktdrym byt
gen GAPDH (podrozdziat 10.2.8).

Tak przygotowane i sprawdzone cDNA zostato uzyte do reakcji Real-Time PCR,
ktora to umozliwita jakosciowa ocene obecnosci genu fuzyjnego RUNX1-RUNX1T1
u pacjentéw z AML. W tej metodzie zastosowano specyficzne sondy TagMan (sonde
MGB znakowana barwnikiem FAM™), ktére rozpoznawaty sekwencje genu fuzyjnego
i prowadzity do jego amplifikacji. Odczyty fluorescencji przeprowadzono w kanale
zielonym (FAM).

Sondy TagMan sg oligonukleotydami o dtugosci okoto 30 par zasad, ktdre sg
komplementarne do powielanej sekwencji DNA oraz produktu PCR. W strukturze sondy
wyrozniamy dwa konce: 5' zawierajgcy barwnik fluorescencyjny oraz koniec 3'
zawierajacy tzw. wygaszacz. W przypadku sondy niezhybrydyzowanej z DNA barwnik
i wygaszacz sg zbyt blisko siebie co blokuje fluorescencje. Podczas kolejnych cykli reakcji
PCR sonda rozpoznaje komplementarng dla siebie sekwencje na matrycy DNA oraz
wigze sie z nig pomiedzy miejscami przytgczania starteréw. Dodatkowo obecnos$é
termostabilnej polimerazy posiadajgcej aktywnos¢ egzonukleazowg 5'-3' degraduje
sonde oraz rozdziela przestrzennie barwnik z wygaszaczem co prowadzi do emisji
fluorescencji. Analizy akumulujacego sie produktu PCR dokonuje sie po zakonczeniu
elongacji. Wraz ze wzrostem stezenia produktu zwieksza sie réwniez ilo$¢ sondy
zhybrydyzowanej z nim oraz zdegradowanej poprzez dziatanie polimerazy.
W konsekwencji w kazdym kolejnym cyklu reakcji PCR zwieksza sie intensywnosc
fluorescencji [Studzinska i wsp., 2008; Stomski, 2011].

Analize obecnosci genu fuzyjnego przeprowadzono korzystajgc z odczynnikow
TagMan® Gene Expression Assay firmy Applied Biosystems (identyfikator testu:
Hs03024752_ft). W pierwszej kolejnosci przygotowano mieszanine reakcyjng sktadajaca

sie z odczynnikéw przedstawionych w Tabeli 17.
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Odczynnik Objetos$é na jedng prébe
2X TagMan® Gene Expression Master Mix 10 pl
Sonda RUNX1/RUNX1T1 20X TagMan® Gene 1l

Expression Assay

Woda jatowa, wolna od nukleaz 5ul

taczna objetos¢ mieszaniny 16 ul

Tabela 17. Tabela zawiera odczynniki uzyte do przeprowadzenie reakcji Real-Time PCR w celu oceny

obecnosci genu fuzyjnego RUNX1/RUNX1TI.

Mieszanine wymieszano na worteksie oraz zwirowano i rozpipetowano do
prébowek (0,2 ml) w objetosci 16 pl. Do probéwek dodano odpowiednio po 4 ul cDNA.
taczna objetos¢ mieszaniny reakcyjnej wynosita 20 upl. Do kazdej serii oznaczen
dotgczono prébke zawierajgcg tzw. kontrole pozytywng. Byta to proba cDNA uzyskana
od pacjenta ze stwierdzong ostrg biataczkg szpikowg u ktérego potwierdzono przy
wykorzystaniu metody FISH obecnos¢ genu fuzyjnego RUNX1-RUNX1T1. Dodatkowo do
kazdej serii badan dodano kontrole negatywng, ktéra zamiast matrycy cDNA zawierata
czystg jatowa wode destylowana.

Prébowki umieszczono w aparacie Rotor-Gene™ 6000 firmy Corbett Life

Science, Qiagen oraz ustawiono odpowiedni program temperaturowy (Tabela 18).

Inkubacja Wstepna Wiasciwa Przytaczanie
denaturacja denaturacja starterow
40 cykli (annealing)
40 cykli
Temperatura 50°C 50°C 95°C 60°C
Czas 2 minuty 10 min 15s 60s

Tabela 18. Tabela przedstawia profil temperaturowy dla przeprowadzenie reakcji Real-Time PCR w celu

oceny obecnosci genu fuzyjnego RUNX1/RUNXITI.
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10.2.11 Jakosciowa ocena obecnosci biatka RUNX3 oraz biatka CEBPA przy
wykorzystaniu metody Western-Blot

W celu oceny obecnosci biatka RUNX3 oraz biatka CEBPA w surowicy krwi
pacjentéw z ostrg biataczkg szpikowg zastosowano metode Western-Blot stuzacg do
wykrywania obecnosci oraz identyfikacji okreslonych biatek. Metoda Western Blot
sktada sie z kilku etapéw i obejmuje miedzy innymi [Allison, 2009; Brown, 2018]:

% przygotowanie prob

%+ elektroforeze w zelu poliakrylamidowym

% przeniesienie rozdzielonych biatek na membrane nitrocelulozowa
*» inkubacje z odpowiednimi przeciwciatami

¢ detekcje biatek [Brown, 2018; Mahmood i wsp., 2012]

Przygotowanie prob:

W pierwszym etapie analizy préby surowicy krwi zostaty wymieszane z buforem
zawierajgcym 2-merkaptoetanol czyli tzw. ,Sample Buffer”. Posiada on wtasciwosci
redukujgce dzieki czemu zwieksza rozpuszczalnos¢ biatek oraz utatwia proces
elektroforezy. Dodatkowo dodanie buforu Sample Buffer umozliwia odpowiednie
rozcienczenie préb surowicy. Sample Buffer sktadat sie z nastepujgcych odczynnikéw:
2,5 ml 1M TRIS-HCL o pH=6,8, 4ml glicerolu, 920mg SDS, 400ul 0,1% btekitu
bromofenolowego oraz 2 ml 2-merkaptoetanolu [Faoro i wsp., 2011; Mahmood i wsp.,
2012].

Préby surowicy w ktérych przeprowadzono ocene jakosciowg obecnosci biatka
RUNX3 oraz biatka CEBPA zostaty rozciericzone pieciokrotnie 5x (10 ul surowicy oraz 40
ul buforu Sample Buffer). W celu denaturacji biatek préby surowicy ogrzewano

w temperaturze 95 °C.

Elektroforeza w zelu poliakrylamidowym:

Kolejnym etapem jakosciowej oceny badanych biatek byto przeprowadzenie
elektroforezy w zelu poliakrylamidowym w obecnosci odczynnika denaturujgcego,
ktérym byt 10% SDS (ujemnie natadowany detergent anionowy optaszczajacy jednostki
monomeryczne biatek) [Brown, 2018, Mahmood i wsp., 2012]. Elektroforeza w zelu

poliakrylamidowym umozliwia rozdzielenie biatek, ale réwniez i innych czgsteczek
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takich jak lipidy czy kwasy nukleinowe w polu elektrycznym. Zastosowanie SDSu
powoduje denaturacje biatek oraz nadanie im tadunku ujemnego. W wyniku
przeprowadzonej elektroforezy zdenaturowane biatka ulegajg rozdzieleniu na
podstawie ich mas czgsteczkowych i wedrujg w kierunku elektrody dodatniej [Brown,
2018; Mahmood i wsp., 2012].

W celu przeprowadzenia elektroforezy biatek w surowicy pacjentéw z AML
przygotowano 12,5% zel poliakrylamidowy. W pierwszym etapie analizy przygotowano
tzw. zel rozdzielajgcy. Do cylindra miarowego odmierzono kolejno: 5 ml odczynnika A
(175,2 g akrylamidu, 4,8 g N’'N’-Bis- metylenowego akrylamidu w 600 ml wody), 3 ml
odczynnika B (27,23 g Tris base w 100 ml wody, pH=8,8) oraz 3,84 ml czystej, jatowej
wody destylowanej. Catos¢ przeniesiono do kolby ssawkowej oraz odpowietrzono za
pomocg pompy prozniowej. Do tak przygotowanej mieszaniny dodano 140 ul swiezo
przygotowanego APS-u (0,1 g APS w 0,9 ml wody destylowanej) 120 pl 10% SDS-u (10 g
SDS w 100 ml wody destylowanej) oraz 30 pl TEMED-u (TEMED dziata jako katalizator
reakcji polimeryzacji dlatego dodawany jest w ostatniej kolejnosci). Roztwor
wymieszano oraz wylano miedzy przygotowane wczesniej szklane ptytki do
odpowiedniej wysokosci oraz nawarstwiono 60% roztwor alkoholu etylowego (100 ml
zawiera 3 krople 0,1% roztworu btekitu bromofenolowego). W nastepnej kolejnosci
przygotowano 5% zel zatezajgcy. W tym celu w cylindrze miarowym odmierzono
odpowiednio 2,6 ml odczynnika A oraz 5 ml odczynnika C (6 g Tris base w 60 ml wody
destylowanej, pH=6,8). Catos¢ uzupetniono wodg destylowang do tgcznej objetosci 19
ml oraz odpowietrzono przy pomocy pompy prézniowej. Nastepnie dodano 140 ul
Swiezo przygotowanego APS-u, 120 pl 10% SDS-u oraz 40 pl TEMED-u. Powstaty
roztwor wymieszano oraz stopniowo wylewano na zel rozdzielajacy (wczesniej
z powierzchni zelu rozdzielajgcego zlano warstwe alkoholu etylowego, trzykrotnie jg
przemywajac wodg destylowang). Pomiedzy szklane ptytki wprowadzono grzebien.

Tak spolimeryzowane zele umieszczono w naczyniu do elektroforezy oraz zalano
odpowiednim buforem do elektroforezy o pH=8,6 (12 g Tris base, 2 g SDS i 57,5 g
glicyny w 11 wody destylowanej). Grzebienie usunieto i naniesiono wczes$niej
przygotowane probki w ilosci 2ul na studzienke. Dodatkowo do jednej ze studzienek
dodano 5 ul wzorca masy molekularnej EUR, —Perfect™ Tricolor Protein Ladder, 245-

11kDA (Eurx, Polska). Elektroforeze przeprowadzano w chtodni pod napieciem 150 V
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przez 1 godzine i 15 minut korzystajac z aparatu do elektroforezy firmy BioRad oraz

zasilacza PowerPac™ Universal firmy Bio-Rad.

Transfer rozdzielonych biatek na membrane nitrocelulozowg:

Transfer polega na przeniesieniu rozdzielonych biatek z zelu na membrane
w wyniku dziatania pola elektrostatycznego. Dzieki temu biatka zostajg zwigzane na
membranie. W przypadku oceny jakosciowe biatek RUNX1 oraz CEBPA przeprowadzono
tzw. transfer mokry na membranie nitrocelulozowej. Transfer mokry przeprowadzany
jest w naczyniu wypetnionym buforem. Zel, membrana oraz bibuty Whatmana tworza
tzw. kanapke, ktérg umieszcza sie pionowo pomiedzy dwoma elektrodami. Transfer
przeprowadza sie w chtodni [Brown, 2018; Hirano, 2012; Mahmood i wsp., 2012].

W celu przeprowadzenia transferu rozdzielonych biatek w pierwszej kolejnosci
przygotowano tzw. ,kanapke”. Skfadata sie ona kolejno z nastepujgcych warstw: ggbki
do blottingu, bibulty Whatmana, zelu, nitrocelulozowej membrany oraz ponownie
bibuty Whatmana oraz gabki do blottingu. Kanapke przygotowano na szalce Petriego
wypetnionej buforem do transferu (6 g Tris base, 28,8 g glicyny, 400 ml metanolu oraz
1600 ml woda destylowana). W celu usuniecia pecherzykdw powietrza doktadnie
uciskano powstatg kanapke. tak przygotowane ,kanapki” spieto klamrg oraz
umieszczono w aparacie do transferu wypetnionym odpowiednim buforem. W s$rodku
umieszczono mieszadto. Aparat umieszczono w chtodni na mieszadle magnetycznym
i prowadzono catonocny transfer przy napieciu 20 V.

Po transferze membrany nitrocelulozowe zalano 5% roztworem Poncoau S
w celu uzyskania dobrze widocznych rozdzielonych frakcji biatkowych. Przyktadowy
rozdziat elektroforetyczny surowic pacjentéw z rozpoznang ostrg biataczka szpikowa po
transferze na membranie nitrocelulozowej wybarwiony barwnikiem Ponceau S

przedstawia Rycina 23.
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Rycina 23. Przyktadowy wynik rozdziatu elektroforetycznego surowic pacjentéw z rozpoznang ostrg
biataczkg szpikowg po transferze na membranie nitrocelulozowej wybarwionej barwnikiem Ponceau S .
Studzienka nr 10-wzorzec masy molekularnej EUR,(—PerfectWI Tricolor Protein Ladder, 245-11kDa;

studzienki 1-9- proby badane.

Inkubacja przeciwciatami

Uzyskane membrany nitrocelulozowe z rozdzielonymi biatkami surowicy nalezy
inkubowa¢ w buforze blokujgcym, ktéry sktada sie z odttuszczonego mleka w proszku
rozpuszczonego w odpowiednim buforze. Ma to na celu blokowanie mozliwosci
niespecyficznego wigzania sie przeciwciata do biatek. Nastepnie zablokowane
membrany inkubuje sie z przeciwciatami pierwszorzedowymi specyficznie
rozpoznajacymi poszukiwane biatko i przeciwciatami drugorzedowymi znakowanymi
enzymem, ktdére rozpoznajg przeciwciata pierwszorzedowe [Brown, 2018; Hirano, 2012;
Mahmood i wsp., 2012].

W tym celu w rynienkach przygotowano 5% roztwér mleka w proszku (2,5g
mleka dodano do 50 ml 0,05 M TRIS HCL o pH 7,4), umieszczono w nim membrany
nitrocelulozowe oraz postawiono na kotysce w chtodni na catg noc. Nastepnie mleko

zlano, a membrany przeptukano 3 razy buforem 0,05 M TRIS HCL o pH 7,4 przez 10
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minut. Nastepnie do rynienek w ktérych znajdowaty sie membrany dodano
przeciwciato pierwszorzedowe (RUNX3 oraz CEBPA antibody firmy Biorbyt),
rozcienczono zgodnie z z sugestig producenta przeciwciat 1000x przy pomocy 0,05 M
TRIS HCL o pH 7,4 (1 obj. przeciwciata oraz 999 obj. buforu 0,05 M TRIS HCL)
i inkubowano na kotysce w chtodni przez okres dwdch godzin.

Przeciwciato zlano, a nastepnie membrany przeptukano 3-krotnie buforem 0,05
M TRIS HCL o pH 7,4 przez 15 minut. Nastepnie do rynienek z membranami dodano
roztwér  1000-krotnie  rozcieficzonego  poliklonalnego  koziego  przeciwciata
drugorzedowego (GoatAnti-Rabbit IgG skonigowanego z peroksydazg chrzanows)
i ponownie inkubowano na kotysce w chtodni przez okres jednej godziny. Po tym czasie
membrany ponownie przeptukano 3-krotnie przy pomocy 0,05 M TRIS HCL o pH 7,4

przez 15 minut.

Detekcja biatek

W celu detekcji biatek na membrane nitroceluzozowg naniesiono substrat,
specyficznie reagujacy z peroksydazg chrzanowg, skfadajgcy sie z 200ul 3% roztworu
DAB, 200l 3% wody utlenionej oraz 10 ml 0,05 M buforu Tris-HCl o pH 7,4. Membrany
inkubowano z substratem do momentu pojawienia sie zabarwienia o kolorze brgzowym
co oznaczato reakcje pozytywng. Membrany przemyto wodg destylowang w celu
zatrzymania reakcji. Membrany osuszono, a uzyskane wyniki zarchiwizowano. Uzyskane
wzory prazkowe poréwnano ze wzorcem masy molekularnej (EUR, —Perfect™ Tricolor
Protein Ladder, 245-11kDA). Obecno$¢ biatek RUNX3 oraz CEBPA oznaczata pojawienie
sie brgzowych prazkéw odpowiednio na wysokosSci okoto 48kDa (w przypadku biatka

RUNX3) oraz 30,43 kDa w przypadku biatka CEBPA).
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11. Analiza statystyczna wynikow

Analize statystyczng uzyskanych wynikéw przeprowadzono przy wykorzystaniu
programu Statistica 13.1 (Statsoft Inc.).

W przypadku oceny cech ilosciowych w pierwszej kolejnosci przeprowadzono
analize zgodnosci badanych cech z rozktadem normalnym wykorzystujgc test Shapiro-
Wilka. W przypadku gdy rozktad cech ilosciowych byt zgodny z normalnym wyniki
zostaty przedstawione jako srednia wraz odchyleniem standardowym. Jesli rozktad cech
ilosciowych byt niezgodny z rozktadem normalnym wyniki przedstawiono jako mediana
oraz zakres kwartylowy. Aby ocenié¢ jednorodnos$¢ wariancji uzyto testu Levene’a.
Ocena istotnosci roznic dla cech ilosciowych miedzy grupami zostata przeprowadzona
przy uzyciu testu t-Studenta, testu U Mann’a-Whitney’a oraz analizy wariancji ANOVA.

W przypadku gdy dwie analizowane cechy miaty charakter ilo$ciowy do
poszukiwania zalezno$ci miedzy nimi wykorzystano korelacje r-Pearsona.

Ocene czasu przezycia pacjentdow analizowano przy pomocy krzywych Kaplana-
Meiera. Wystepowanie rdznic pomiedzy podgrupami okreslono przy pomocy testu log-
rank.

Dla cech jakosciowych do oceny istotnosci rézni¢ miedzy nimi wykorzystano test
)(2 Pearsona.

We wszystkich obliczeniach wartos¢ p < 0,05 uznawano jako istotng

statystycznie.
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12. Wyniki

12.1 Charakterystyka grupy badane;j

Grupa badana sktadata sie z 46 pacjentéw w tym z 22 kobiet co stanowito 47,8%
badanych oraz 24 meiczyzn, ktérzy stanowili 52,2% badanych. Uzyskane wyniki
poréwnano z nastepujgcymi danymi demograficznymi takimi jak: pte¢ oraz wiek
pacjentdw w momencie rozpoznania choroby oraz kliniczno—patologicznymi jak:
podtyp ostrej biataczki szpikowej (wedtug klasyfikacji FAB) oraz przezywalnos$é w trakcie
3-letniej obserwacji.

Sredni wiek rozpoznania ostrej biataczki szpikowej w grupie zrekrutowanych do
badania pacjentéw wynosit 58,5 lat. W przypadku kobiet bylo to 59,2 lat,
a w przypadku mezczyzn byty to 57,7 lata.

Pacjenci zostali sklasyfikowani wedtug typu ostrej biataczki szpikowej
(rozpoznania dokonano na podstawie klasyfikacji FAB). W grupie badanych pacjentow
zdiagnozowano nastepujgce podtypy AML: AMLO (1 pacjent), AML1 (4 pacjentéw),
AML2 (8 pacjentéw), AML3 (2 pacjentéw), AML4 (6 pacjentow), AML5 (3 pacjentow),
AMLG6 (1 pacjent). U pozostatych 21 pacjentdéw nie okreslono podtypu AML (pacjenci Ci
zostali sklasyfikowani jako AML o nieokreslonym typie).

Kolejng cechg pod wzgledem ktorej sklasyfikowano pacjentéw byto réwniez
przezycie w okresie 3-letniej obserwacji. Do zakonczenia czasu obserwacji zgon
stwierdzono u 20 (43,5%) sposréd 46 pacjentéw. Byto to 10 kobiet (45,5%) oraz 10
mezczyzn (41,7%). Sredni czas uptywajacy od momentu rozpoznania choroby do
momentu zgonu wynosit 7 miesiecy.

Petna charakterystyka danych demograficznych oraz kliniczno-patologicznych

dotyczacych catej grupy badanych pacjentéw znajduje sie w Tabeli 19.

Strona 100z 215



Pte¢/cecha | Licznos¢ Wiek pacjentéw w Podtyp AML
grupy momencie rozpoznania AML (wedtug FAB)
(lata)
Kobiety |22 (47,8%) Mediana AMLO: 1 (4,5%)
64 AML1: 2 (9,1%)
59,22 Zakres AML2: 5 (22,8%)
57-80 AML3: 1 (4,5%)
AML4: 2 (9,1%)
AMLS: 1(4,5%)
AMLG6: 0 (0,0%)
AML nieokreslonym typie: 10 (45,5%)
Mezczyzni | 24 (52,2%) Mediana AMLO: 0 (0,0%)
58 AML1: 2 (8,3%)
. 0,
57,75 Zakres AML2: 3 (12,5%)
17-76 AML3: 1 (4,2%)
AMLA: 4 (16,7%)
AMLS: 2 (8,3%)
AMLG: 1 (4,2%)
AML nieokreslonym typie: 11 (45,8%)
Cata 46 (100%) 58,4 Mediana AMLO: 1 (2,2%)
populacja 61,5 AML1: 4 (8,7%)
. 0,
Zakres AML2: 8 (17,4%)
17-80 AML3: 2 (4,4%)

AML4: 6 (13,0%)

AMLS5: 3 (6,5%)

AML6: 1(2,2%)

AML o nieokreslonym typie: 21

(45,6%)

Tabela 19. Charakterystyka wybranych danych demograficznych oraz kliniczno-patologicznych pacjentéw

ze stwierdzong ostrg biataczkg szpikowa.
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12.2 Ocena wybranych genotypdéw i alleli polimorfizmu genu RUNX1 oraz genu
RUNX3

Ocene wybranych polimorfizmoéw pojedynczych nukleotydéw (SNP) dla gendw
nalezagcych do rodziny RUNX czyli dla genu RUNX1 oraz dla genu RUNX3
przeprowadzono u 40 pacjentéw ze stwierdzong ostrg biataczka szpikowg. Wybranym
polimorfizmem dla genu RUNX1 byt polimorfizm rs2268277, a dla genu RUNX3
polimorfizm rs6672420.

Grupe kontrolng stanowito 60 zdrowych pacjentéw, u ktérych nie stwierdzono
choroby nowotworowej. Pacjenci zrekrutowani do grupy kontrolnej byli dobrani do
populacji pacjentéw z grupy badanej zardwno pod wzgledem etnicznym jak
i geograficznym.

W pierwszym etapie analizy przeprowadzono ocene zgodnosci czestosci
wystepowania obserwowanych genotypdow zaréwno w grupie badanej jak i w grupie
kontrolnej z oczekiwang czestoscia wystepowania genotypdéw dla obu badanych
polimorfizméw, co pozwolito na ocene ich zgodnosci z prawem Hardy’ego-Weinberga.
Rozktad czestosci wystepowania poszczegdlnych genotypdw dla obu badanych SNP
zarowno w grupie badanej jak i kontrolnej byt zgodny z prawem Hardy’ego-Weinberga,
co Swiadczy o prawidtowym doborze obu kohort oraz o ich reprezentatywnosci
wzgledem populacji (odpowiednio p=0,9967 oraz 0,9287 dla genu RUNXI1 oraz
p=0,2918 oraz 0,7646 dla genu RUNX3) (Tabela 20 oraz Tabela 21).

Kolejnym etapem analizy byta ocena porédwnawcza uzyskanych wynikéw
genotypowania oraz czestosci wystepowania poszczegdlnych alleli dla obu wybranych
polimorfizméw u pacjentéw ze stwierdzong ostrg biataczkg szpikowa z wynikami
uzyskanymi dla grupy kontrolnej.

W przypadku polimorfizmu rs2268277 genu RUNX1 przeprowadzono analize
statystyczng, ktéra miata na celu poréwnanie czestosci wystepowania poszczegdlnych
genotypow oraz alleli tego SNP wystepujacych w grupie badanej w poréwnaniu do
grupy kontrolnej oraz okresleniu potencjalnych réznic miedzy kohortami. Analiza
przeprowadzona za pomocy testu XZ nie wykazafa istotnej statystycznie rdznicy
pomiedzy czestoscig wystepowania poszczegdlnych genotypdw i alleli Wartosé
p wynosita odpowiednio 0,9173 w przypadku poréwnania genotypéw oraz 0,9556 dla

allela dzikiego G oraz 0,9666 dla allela zmutowanego C. Dla polimorfizmu rs2268277
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genu RUNX1 dominujgcym genotypem w grupie badanej i kontrolnej byt genotyp
heterozygoty GC (odpowiednio 47,5% oraz 43,3% przypadkéw). W obydwu grupach
genotyp homozygoty zmutowanej CC pojawiat sie z najmniejszg czestoscig
(odpowiednio 15,0% i 16,7%). Genotyp homozygoty dzikiej GG wystepowat w 37,5%
przypadkach pacjentéw grupy badanej oraz 40,0% przypadkach w grupie kontrolnej.
W przypadku analizy czestos$ci wystepowania poszczegdlnych alleli zaobserwowano, ze
wsrdd grupy badanej jak i kontrolnej allel dziki G wystepowat najczesciej (odpowiednio

85,0% oraz 83,3%) (Tabela 20).

Genotyp i allele Grupa Badana Grupa Kontrolna Wartosé p
SNP genu N=40 N=60
RUNX1
GC 19 (47,5%) 26 (43,3%)
cC 6 (15,0%) 10 (16,7%) p=0,9173
Test
GG 15 (37,5%) 24 (40,0%)
allel G obecny 34 (85,0%) 50 (83,3%) p=0,9556
2
allel G nieobecny 6 (15,0%) 10 (16,7%) Test ) z popr. Yatesa
allel C obecny 25(62,5%) 36 (60,0%) p=0,9666
2
allel C nieobecny 15 (37,5%) 24 (40,0%) Test ) z popr. Yatesa
HWE p=0,9967 p=0,9287
(Test %°) (Test %°)

Tabela 20. Poréwnanie czestosci wystepowania genotypdw oraz alleli wsréd grupy badanej w

poréwnaniu do grupy kontrolnej dla polimorfizmu rs2268277 genu RUNX1.

Nastepnie za pomocg testu xz przeprowadzono analize statystyczng dla
polimorfizmu rs6672420 genu RUNX3. W tym przypadku réwniez nie wykazano
istotniej réznicy pomiedzy czestoscig wystepowania poszczegdlnych genotypdw i alleli
dla polimorfizmu rs6672420 genu RUNX3 pomiedzy pacjentami z AML, a grupg
kontrolng. Wartos¢ p wynosita odpowiednio 0,5450 dla analizy genotypow oraz
odpowiednio p=0,5991 w przypadku oceny allela A oraz p=0,4130 dla allela T (Tabela
21). W przypadku polimorfizmu rs6672420 genu RUNX3 dominujgcymi genotypami
w grupie badanej byly genotypy heterozygoty AT oraz homozygoty dzikiej AA.
Wystepowaty one z identyczng czesto$cig (odpowiednio 40,0%). W obrebie grupy
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kontrolnej najczestszym genotypem byt genotyp heterozygoty AT. Wystepowat w 43,3%
przypadkéow. Homozygoty zmutowane TT wystepowaly w obydwu grupach
Z najmniejszg czestoscig (20,0% w grupie badanej oraz 27,0% w grupie kontrolnej).
W przypadku analizy czestosci wystepowania alleli zaobserwowano, ze wsréd grupy
badanej jak i kontrolnej allel dziki A wstepowat z najwiekszg czestoscig (odpowiednio

80,0% oraz 73,3%).

Genotyp i allele Grupa Badana Grupa Kontrolna Wartosé p
SNP genu N=40 N=60
RUNX3
AT 16 (40,0%) 26 (43,3%)
AA 16 (40,0%) 18 (30,0%) p=0,5450
Test
TT 8(20,0%) 16 (27,0%)
Allel A obecny 32 (80,0%) 44 (73,3%) p=0,5991
2
Allel A nieobecny 8 (20%) 16 (26,7%) Test 2 popr. Yatesa
Allel T obecny 24 (60,0%) 42(70,0%) p=0,4130
2
Allel T nieobecny 16(40,0%) 18 (30,0%) Test " z popr. Yatesa
HWE p=0,2918 p=0,7646
(Test XZ) (Test xz)

Tabela 21. Poréwnanie czestosci wystepowania genotypdw oraz alleli wsrdd grupy badanej w

poréwnaniu do grupy kontrolnej dla polimorfizmu rs6672420 genu RUNX3.

12.3 Wyniki genotypowania polimorfizmu rs2268277 genu RUNX1 oraz polimorfizmu
rs6672420 genu RUNX3, a dane demograficzne oraz kliniczno—patologiczne
pacjentow z AML

W kolejnym etapie analizy statystycznej pordwnano uzyskane czestosci
wystepowania poszczegdlnych genotypow i alleli dla polimorfizméw genéw RUNX1
oraz RUNX3 z danymi demograficznymi oraz kliniczno-patologicznymi pacjentow.

W pierwszej kolejnosci grupe badang podzielono na podstawie ptci pacjentow.
Wystepowanie poszczegdlnych genotypdw i alleli dla obu polimorfizméw oceniono
w grupie 21 kobiet oraz wsréd 19 mezczyzn.

W  przypadku polimorfizmu rs2268277 genu RUNX1 zaobserwowano, ze
homozygota CC wystepowata czesciej w podgrupie kobiet niz w podgrupie mezczyzn

(odpowiednio: 12,5%; 2,5%). Jakkolwiek nie byta to réznica istotna statystycznie (p=
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0,2602). Podgrupy kobiety i mezczyzn nie réznity sie istotnie statystycznie rowniez po
wzgledem czestosci wystepowania allela C (p=0,8063), cho¢ wystepowat on czesciej
w podgrupie kobiet (66,7%) niz w podgrupie mezczyzn (57,9%) (Tabela 22).

W przypadku polimorfizmu rs6672420 genu RUNX3 homozygota TT oraz allel T
wystepowaty czesciej w podgrupie mezczyzn niz pod grupie kobiet (genotyp TT
odpowiednio: 12,5%; 7,5%; allel T odpowiednio: 68,4%; 52,4%). Takze w tym przypadku
nie byta to zaleznos$¢ istotna statystycznie (odpowiednio p=0,4957; p=0,4771). Czestosci
wystepowania poszczegdlnych genotypow i alleli dla polimorfizméw SNP dla genéw

RUNX1 oraz RUNX3 w zaleznosci od pfci pacjentéw przedstawia Tabela 22.

Genotypy oraz allele Grupa Badana Wartosc p
Kobiety Meiczyini
N=21 N=19
SNP GC 9(22,5%) 10 (25,0%) p=0,2602
2
rs2268277 cc 5 (12,5%) 1(2,5%) (Test x°)
RUNX1
GG 7 (17,5%) 8 (20,0%)
allel G obecny 16(76,2%) 18(94,7%) p=0,2313
2
allel G nieobecny 5(23,8%) 1(5,3%) ngi:fw;
Yatesa)
allel C obecny 14 (66,7%) 11(57,9%) p=0,8063
. (Test v’z
allel C nieobecny 7 (33,3%) 8(42,1%) popra\)/(vkq
Yatesa)
SNP AT 8 (20,0%) 8(20,0%) p=0,4957
2
rs6672420 AA 10 (25,0%) 6 (15,0%) (Test ')
RUNX3
TT 3(7,5%) 5(12,5%)
allel A obecny 18 (85,7%) 14 (73,7%) p=0,4420
llel A nieob 3 (14,3% 5 (26,3% (dokdadny
allel A nieobecny (14,3%) (26,3%) test Fishera)
allel T obecny 11 (52,4%) 13 (68,4%) p=0,4771
. (Test Xzz
allel T nieobecny 10 (47,6%) 6(31,6%) poprawka
Yatesa)

Tabela 22. Czestosci wystepowania poszczegdlnych genotypdw i alleli dla genu RUNX1 oraz genu RUNX3
odpowiednio u kobiet i mezczyzn.
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Nastepnie przeprowadzono analize statystyczng, ktéra miata na celu ocene
zwigzku pomiedzy wystepowaniem poszczegdlnych genotypow i alleli polimorfizmoéw
wybranych gendw, a wiekiem pacjentdw w momencie rozpoznania choroby.
Szczegdtowe dane dotyczgce wieku rozpoznania choroby u pacjentéw z AML,
w poréwnaniu z poszczegdlnymi genotypami polimorfizmu rs2268277 genu RUNX1

oraz rs6672420 genu RUNX3 przedstawia Tabela 23.

Genotyp Wiek rozpoznania AML w latach
polimorfizmu N Srednia |Mediana | Minimim | Maximum ..
genu RUNX1 Wartosé
oraz p
RUNX3
SNP GC 19 64,0 67,0 17,0 80,0
rs2268277 cc 6 | 460 | 440 | 270 | 640 |P=00071
RUNX1 (Test
GG 15 55,5 56,0 39,0 76,0 Kruskala-
Wallisa)
SNP AT 16 62,2 65,5 27,0 80,0 p=0,2269
rs6672420 (Test
RUNX3 AA 16 53,9 50,0 17,0 79,0 Kruskala-
T 8 58,4 | 56,5 | 44,0 73,0 | Wallisa)

Tabela 23. Szczegdtowe dane wieku rozpoznania choroby w poréwnaniu do poszczegdlnych genotypdw

polimorfizmu rs2268277 genu RUNX1 oraz rs6672420 genu RUNX3.

Analiza statystyczna nie wykazata istotnego zwigzku pomiedzy wiekiem
pacjentébw w momencie rozpoznania choroby, a poszczegélnymi genotypami
polimorfizmu rs6672420 genu RUNX3. Zaobserwowano jednak, ze genotyp
homozygoty dzikiej AA wystepowat cze$ciej u mtodszych pacjentéw (Tabela 23).

W przypadku polimorfizmu rs2268277 genu RUNX1 zaobserwowano istotng
statystycznie rdznice pomiedzy genotypami, a wiekiem pacjentdw w momencie
rozpoznania choroby. Analiza statystyczna przeprowadzona przy pomocy testu
Kruskala-Wallisa wykazata, ze heterozygota GC oraz homozygota zmutowana CC majg
istotny zwigzek z wiekiem rozpoznania choroby u pacjentéw z AML (p=0,0071, p<0,05)
(Tabela 23). Test Kruskala-Wallisa informuje nas o wystgpieniu istotnie statystycznej
réznicy pomiedzy podgrupami natomiast nie wskazuje na kierunek zmian. Dopiero
analiza post-hoc wskazuje na doktadng réznice w poszczegdlnych podgrupach. W tym

celu wykonano test Dunn'a z poprawka Benjamini-Hochberg, ktéry miat na celu
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okreslenie, ktore podgrupy genotypdw réznig sie miedzy sobg pod katem wieku
rozpoznania choroby u pacjentéw (Tabela 24 oraz Wykres 1). Analiza statystyczna
przeprowadzona przy pomocy testu Dunn'a z poprawkag Benjamini-Hochberg wykazata,
ze u heterozygot GC wiek pacjentéw w momencie rozpoznania choroby byt istotnie
statystycznie wyzszy niz u pacjentéw z genotypem homozygoty dzikiej GG (p=0,0446,
p<0,05) oraz z genotypem homozygoty zmutowanej CC (p=0,0127, p<0,05).
Prawdopodobnie pacjenci bedacy homozygotami CC mogli charakteryzowaé sie
wczesniejszym pojawieniem objawdw klinicznych oraz by¢ moze ciezszym przebiegiem
choroby. Moze sie to wigzac z nizszym wiekiem rozpoznania choroby u tych pacjentéow
(Srednia wieku wynosita 46,0 lat) w przeciwienstwie do pacjentéw bedacych
heterozygotami GC ($rednia wynosita 64,0 lata). Warto nadmienié, ze srednia wieku

rozpoznania choroby w catej badanej grupie pacjentéw wynosita 58 lat.

SNP rs2268277 CcC GC
RUNX1
GC p=0,0127 X
GG p=0,2234 p=0,0446

Tabela 24. Wyniki analizy Post-hoc. Test Dunn'a z poprawka Benjamini-Hochberg.
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Wykres 1. Wykres przedstawiajgcy zaleznos¢ pomiedzy wystepowaniem poszczegdlnych genotypdw

polimorfizmu genu RUNX1, a wiekiem pacjentéw w momencie rozpoznania choroby.

W nastepnej kolejnosci przeprowadzono analize dla alleli badanych
polimorfizméw gendw RUNX1 oraz RUNX3. Analiza czestosci wystepowania
poszczegdlnych alleli dla polimorfizmu rs2268277 genu RUNX1 wykazata, ze istnieje
statystycznie istotna zalezno$¢ pomiedzy wstepowaniem allela G, a wiekiem pacjentéw
W momencie rozpoznania choroby. Pacjenci u ktérych allel G byt obecny
charakteryzowali sie istotnie statystycznie wyzszy wiekiem rozpoznania choroby niz
pacjenci u ktérych obecnosci allela G nie stwierdzono (p=0,0242, p<0,05) (Tabela 25
oraz Wykres 2).

Strona 108 z 215



Allele SNP rs2268277 genu N Wartos¢ p
RUNX1
Allel G obecny 34 p=0,0242
Allel G nieobecny 6 Test )
U Manna-Whiteya
Allel C obecny 25 p=0,1939
Allel C nieobecny 15 Test .
U Manna-Whiteya
Allel A obecny 32 p=0,9569
Allel A nieobecny 8 Test
T-Studenta
Allel T obecny 24 p=0,1280
Allel T nieobecny 16 Test
T-Studenta

Tabela 25. Wyniki analizy statystycznej zwigzku poszczegdlnych alleli polimorfizmu rs2268277 genu
RUNX1 oraz rs6672420 genu RUNX3, a wiekem pacjentéw w momencie rozpoznania choroby

przeprowadzonej przy pomocy testu U Manna-Whitneya.
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Wykres 2. Wykres przedstawiajgcy zaleznos¢ pomiedzy wystepowaniem allela G polimorfizmu rs2268277

genu RUNX1, a wiekiem pacjentéw w momencie rozpoznania choroby.
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Natomiast analiza czestosci wystepowania poszczegdlnych alleli polimorfizmu
rs6672420 genu RUNX3 nie wykazata istotnej statystycznie zaleznosci pomiedzy
wstepowaniem poszczegdlnych alleli, a wiekiem pacjentéw w momencie rozpoznania
choroby (allel A; p=0,9569, allel T; p=0,1280).

Kolejnym etapem analizy byla ocena zwigzku pomiedzy czestoscig
wystepowania poszczegdlnych genotypdw polimorfizmu rs2268277 genu RUNX1 oraz
polimorfizmu rs6672420 genu RUNX3, a okreslonym rozpoznaniem. Pacjentéw
sklasyfikowano takze pod wzgledem typu ostrej biataczki szpikowej okreslonej na

podstawie klasyfikacji FAB. Dane zostaty przedstawione w Tabeli 26.

Genotyp Grupa badana
AMLO | AML1 | AML2 | AML3 | AML4 | AMLS | AML6 AML o
nieokreslonym typie
GC 0 1 5 0 2 1 1 9
(0,0%) | (2,5%) |(12,5%) |(0,0%) | (5,0%) |(2,5%) |(2,5%) (22,5%)
SNP CC 0 1 1 1 1 1 0 1
($22682 (0,0%) | (2,5%) | (2,5%) |(2,5%)| (2,5%) |(2,5%) |(0,0%) (2,5%)
77 GG 0 2 2 0 3 1 0 7
RUNX1 (0,0%) | (5,0%) | (5,0%) |(0,0%)| (7,5%) |(2,5%) |(0,0%) (17,5%)
Suma| O 4 8 1 6 3 1 17
(0,0%) | (10,0%) | (20,0%) | (2,5%) | (15,0%) | (7,5%) | (2,5%) (42,5%)
AT 0 2 1 1 3 0 0 9
(0,0%) | (5,0%) | (2,5%) |(2,5%)| (7,5%) |(0,0%) |(0,0%) (22,5%)
SNP AA 0 2 3 0 1 2 0 8
(66724 (0,0%) | (5,0%) | (7,5%) |(0,0%)| (2,5%) |(5,0%) |(0,0%) (20,0%)
20 TT 0 0 4 0 2 1 1 0
RUNX3 (0,0%) | (0,0%) | (10,0%) |(0,0%) | (5,0%) |(2,5%) |(2,5%) (0,0%)
Suma| O 4 8 1 6 3 1 17
(0,0%) | (10,0%) | (20,0%) | (2,5%) | (15,0%) | (7,5%) | (2,5%) (42,5%)

Tabela 26. Czestos¢ wystepowania poszczegdlnych genotypow polimorfizmu rs2268277 genu RUNX1
oraz polimorfizmu rs6672420 genu RUNX3 a typem AML wedtug klasyfikacji FAB.

Na podstawie czestosci wystepowania poszczegdlnych genotypdw polimorfizmu
rs2268277 genu RUNX1 mozna stwierdzié¢, ze genotyp heterozygoty GC najczesciej
wystepowat u pacjentdw ze stwierdzonym podtypem ostrej biataczki szpikowej AML2.
Genotyp homozygoty zmutowanej CC wystepowat w rownych czestosciach u pacjentéw

ze stwierdzonym AML1, AML2, AML3, AML4 oraz AML5. Genotyp homozygoty dzikiej
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GG najczesciej wystepowat u pacjentéow z AMLA.

W przypadku polimorfizmu rs6672420 genu RUNX3 mozna zaobserwowano, ze
pacjenci u ktdrych stwierdzono AML4 byli najczesciej heterozygotami AT. Genotyp
homozygoty dzikiej AA wystepowat najczesciej u pacjentow z AML2. U pacjentéw
bedacych homozygotg zmutowang TT najczesciej rozpoznawano podtyp biataczki AML2
(Tabela 26). Ze wzgledu na zbyt matg liczbe przypadkéw w poszczegdlnych podgrupach
rozpoznania pacjentéw z AML analiza statystyczna nie zostata wykonana.

Nastepnie oceniono zwigzek pomiedzy wystepowaniem poszczegdlnych
genotypow obu polimorfizméw, a przezywalnoscia pacjentéw w czasie trwania
trzyletniej obserwacji. Stwierdzenie zgonu pacjenta przed uptywem konica czasu
trwania obserwacji mogto wskazywaé na gorszy przebieg choroby oraz rokowanie
pacjentéw. Z przeprowadzonej analizy wynika, ze w badanej grupie pacjentéw z AML
mniej niz trzyletnie przezycie stwierdzono u 42,5% pacjentéw. W przypadku
polimorfizmu rs2268277 genu RUNX1 najwiekszg ilos¢ zgondw stwierdzono
u pacjentéw bedgcych heterozygotami GC (22,5%), a najmniejszg u homozygot
zmutowanych CC. Analizujgc wyniki dla polimorfizmu rs6672420 genu RUNX3
zaobserwowano, ze heterozygoty AT charakteryzowaty sie najnizszg przezywalnoscig
(20,0%), a pacjenci bedacy homozygotami zmutowanymi TT najmniejszym odsetkiem
zgonow (5,0%).

Szczegbétowe dane dotyczace zwigzku pomiedzy przezywalnoscig pacjentdw,
a poszczegélnymi genotypami polimorfizméw gendw z rodziny RUNX przedstawia

Tabela 27.
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Genotypy oraz allele SNP Grupa badana Wartos¢ p
dla genu RUNX1 )
Brak zgonu Zgon pacjenta
pacjenta N=17
N=23
SNP GC 10 (25,0%) 9 (22,5%) p=0,3811
Test x° P
’S:Z‘jvs;ln cc 5 (12,5%) 1(2,5%) (Test . Pearsona)
GG 8 (20,0%) 7 (17,5%)
allel G obecny 18(78,3%) 16 (94,1%) p=0,3469
Test y° ka Y;
allel G 5 (21,7%) 1(5,0%) | Testxzpoprawka Yatesa)
nieobecny
allel C obecny 15(83,3%) 10(58,8%) p=0,6835
Test y° ka Y
allel C 8 (16,7%) 7(41,%) | Test 2 poprawka Yatesa)
nieobecny
SNP AT 8 (20,0%) 8 (20,0%) p=0,5013
2
’ng;\lz)go AA 9(22,5%) 7 (17,5%) (Test " Pearsona)
TT 6 (15,0%) 2 (5,0%)
allel A obecny 17 (73,9%) 15 (88,2%) p=0,4717
2
allel A 6 (26,1%) 2 (11,8%) (Test  popravia
nieobecny
allel T obecny 14 (60,9%) 10 (58,8%) p=0,8974
2
allel T|  9(39,1%) 7(41,2%) (Test L * popravia
nieobecny

Tabela 27. Czestosci wystepowania poszczegdlnych genotypdw dla polimorfizmu rs2268277 genu RUNX1

oraz polimorfizmu rs6672420 genu RUNX3 a przezywalnos¢ pacjentéw.

Jakkolwiek zaleznosci te dla obu polimorfizméw badanych gendéw nie byty
istotne statystycznie (wartosci p znajdujg sie w Tabeli 27). Zatem prawdopodobnie
zaréwno genotypy jak i poszczegdlne allele polimorfizmu rs2268277 genu RUNX1 oraz
rs6672420 genu RUNX3 nie sg zwigzane ze zwiekszong Smiertelnoscig w czasie trwania
3-letniej obserwacji wsrdéd pacjentéw ze stwierdzong ostrg biataczkg szpikowa. Ze
wzgledu na matg liczebnos¢ grupy badanej wszystkie wyniki analiz dla polimorfizméw
rs2268277 genu RUNX1 oraz rs6672420 genu RUNX3 powinny zosta¢ potwierdzone na

wiekszej grupie pacjentdw.
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Ostatnim etapem analizy statystycznej byta ocena czasu przezycia pacjentéw
w zaleznos$ci od wystepowania poszczegdlnych genotypdéw polimorfizmu rs2268277
genu RUNX1 oraz rs6672420 genu RUNX3. W celu przeprowadzenia analizy czasu
przezycia w trakcie trwania 3-letniej obserwacji dla kazdego z pacjentéw wykonano

krzywe Kaplana-Meiera (Wykresy 3 i 4).

06

05t

04}

Prawdopodobienstwo przezycia

03¢t

02+t

01t

0,0 T S
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36
Czas przezycia (miesiace) e GC

Wykres 3. Wykres przedstawiajgca krzywe przezycia pacjentéw z AML w zaleznosci od wystepowania
poszczegdlnych genotypdéw polimorfizmu rs2268277 genu RUNX1. Odpowiednio GG-homozygota dzika,

CC-homozygota zmutowana, GC-heterozygota.
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Wykres 4. Wykres przedstawiajgca krzywe przezycia pacjentéw z AML w zaleznosci od wystepowania
poszczegdlnych genotypdéw polimorfizmu rs6672420 genu RUNX3. Odpowiednio: AA-homozygota dzika,

AT-heterozygota, TT-homozygota zmutowana.

Analiza powyzszych wykresdw pozwolita stwierdzi¢, ze w przypadku
polimorfizmu rs2268277 genu RUNX1 homozygoty zmutowane CC charakteryzowaty sie
najwyzszym prawdopodobienstwem przezycia w trakcie trwania 3-letniej obserwacji.
Najmniejsze prawdopodobiedstwo przezycia wystepowato u heterozygot GC oraz
homozygot dzikich GG. Warto nadmieni¢, ze w przypadku heterozygot GC
zaobserwowano najwiekszg liczbe zgondw w pierwszym roku obserwacji pacjentéw.
Analizujgc wyniki dla polimorfizmu rs6672420 genu RUNX3 zaobserwowano, ze dla
homozygot zmutowanych TT prawdopodobiefAstwo przezycia w trakcie trwania 3-
letniej obserwacji pacjentéw byto najwyzsze, a najnizsze dla heterozygot AT. Ponadto
w przypadku heterozygot AT zaobserwowano najwiekszg smiertelnos¢ w pierwszym

roku obserwacji pacjentéw.
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Jednak przeprowadzona za pomocay testu log-rank analiza statystyczna nie
wykazata istotnych statystycznie rdéznic pomiedzy czasem przezycia pacjentéw ze
stwierdzong ostrg biataczkg szpikowg a wystepowaniem poszczegdlnych genotypow
polimorfizmu rs2268277 genu RUNX1 (p=0,3265) oraz rs6672420 genu RUNX3
(p=0,4882).

12.4 Ocena poziomoéw ekspresji wybranych czynnikéw transkrypcyjnych

Przed przystgpieniem do analizy ilosciowej wzglednego poziomu ekspresji
gendw RUNXI1, RUNX3, CEBPA oraz c-MYC przeprowadzono analize jakosciowa
obecnosci ekspresji wybranych czynnikdw transkrypcyjnych. Analize jakosciowa
badanych gendéw przeprowadzono we wszystkich 46 prébach stanowigcych grupe
badanga. Przyktadowe rozdziaty elektroforetyczne dla wybranych gendéw przedstawiaja

odpowiednio Ryciny 24,25,26,27.

96 pz

10 9 8 7 6 5 4 3 2 1

Rycina 24. Wynik elektroforezy produktéw PCR dla genu badanego RUNX1. Studzienka nr 1-
wzorzec masy molekularnej 100-500 pz; studzienki od 2 do 5 oraz od 8 do 9- préby badane zawierajgce

produkt o wielkosci 96 pz. studzienka nr10- kontrola ujemna

120 pz

8 7 6 5 4 3 2 1
Rycina 25. Wynik elektroforezy produktéw PCR dla genu badanego RUNX3. Studzienka nr 1- wzorzec

masy molekularnej 100-500 pz; studzienki od 2 do 7- préby badane zawierajgce produkt o wielkosci 120

pz, studzienka nr 8-kontrola ujemna.
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199 pz

12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1

Rycina 26. Wynik elektroforezy produktéw PCR dla genu badanego CEBPA. Studzienka nr 1- wzorzec
masy molekularnej 100-500 pz; studzienki od 2 do 11- préby badane (produkt o wielkosci 199 pz),

studzienka nr 12 to kontrola ujemna reakcji PCR.

105 pz

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Rycina 27. Wynik elektroforezy produktéw PCR dla genu badanego c-MYC. Studzienka nr 1- wzorzec masy
molekularnej 100-500 pz; studzienki od 2 do 11- préby badane (produkt o wielkosci 105 pz), studzienka

nr 12 to kontrola ujemna reakcji PCR.

Obecnosc¢ ekspresji gendw RUNX1 i RUNX3 stwierdzona zostata w 43 prébach
co stanowito 93,5% wszystkich prob cDNA, a ekspresji genu c-MYC zostata okreslona
u 44 pacjentéw, co stanowito 95,6% wszystkich prob natomiast obecnos¢ ekspres;ji
genu CEBPA zostata stwierdzona w 45 prébach, co stanowito 97,8% wszystkich préb
cDNA stanowigcych grupe badana.

Kolejnym etapem badan byta iloSciowa ocena poziomoéw ekspresji gendw
RUNX1, RUNX3. CEBPA oraz c-MYC z zastosowaniem metody Real-Time PCR. Jako gen
referencyjny wzgledem ktérego oceniono poziom ekspresji wszystkich badanych genéw
wykorzystano, gen metabolizmu podstawowego, GAPDH. lloSciowg ocene wzglednego
poziomu ekspresji badanych genéw oceniono tylko w tych prébach w ktérych
potwierdzono jakosciowo ekspresje badanych gendw. Przyktadowe krzywe amplifikacji

dla genu RUNX1, RUNX3, CEBPA oraz c-MYC przedstawiajg kolejno Ryciny 28,29,30,31.
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Rycina 28. Przyktadowa krzywa amplifikacji genu badanego RUNX1.

0Os$ X przedstawia kolejne cykle natomiast 0$ Y przedstawia poziom znormalizowanej fluorescenciji.

Threshold

Y Y

Y
10 15 20
Cycle

Rycina 29. Przyktadowa krzywa amplifikacji genu badanego RUNX3.

0s$ X przedstawia kolejne cykle natomiast oS Y przedstawia poziom znormalizowanej fluorescencji.
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Rycina 30. Przyktadowa krzywa amplifikacji genu badanego CEBPA.

0O$ X przedstawia kolejne cykle natomiast o$ Y przedstawia poziom znormalizowanej fluorescencji.

bed
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Fluorescence (dRn)
©
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Cycles
Rycina 31. Przyktadowa krzywa amplifikacji genu c-MYC.

L]
'S
W +- -
o

0s$ X przedstawia kolejne cykle natomiast o$ Y przedstawia poziom znormalizowanej fluorescenciji.
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Dla kazdego z genéw badanych oraz dla genu referencyjnego przeprowadzono
réwniez analize krzywych topnienia produktow reakcji, ktéra miata na celu
potwierdzenia specyficznosci otrzymanego produktu reakcji Real-Time PCR.
Przyktadowe krzywe topnienia dla analizowanych czynnikéw transkrypcyjnych

przedstawiajg kolejno Ryciny 32,33,34,35.

Fluorescence (-R'(T))

Temparaturs (*C)

Rycina 32. Krzywa topnienia produktu reakcji dla genu badanego RUNX1.

73 74 75 76 7 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88 89 90 a1 92 93

Rycina 33. Krzywa topnienia produktu reakcji dla genu badanego RUNX3.
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Rycina 34. Krzywa topnienia produktu reakcji dla genu badanego CEBPA.

foo0d- o TP ST o R R T P AP AP e L P P [PEP I P .

Fluorescence (-R'(T))

& 58 ] 62 64 [} 68 710 Tz T4 TE T8 80 82 24 8 8B 0 E-E.-
Temparaturs {*C)

Rycina 35. Przyktadowa krzywa topnienia produktu genu badanego c-MYC.
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Uzyskane wyniki wzglednego poziomu ekspresji gendw RUNX1, RUNX3, CEBPA
oraz c-MYC przedstawiono w Tabeli 28.

Wzgledny | Liczebnos¢ | Mediana Min. Max. Dolny Gorny Kwartyl.
poziom | populacji kwartyl kwartyl Roztep
ekspresji | badanej
genéw: N
RUNX1 43 0,7285 | 0,1282 | 18,3741 0,3823 1,4739 1,0915
RUNX3 43 1,2760 | 0,0379 | 8,5445 0,5529 2,1214 1,5685
CEBPA 44 1,5748 | 0,0107 | 3,9384 0,5688 2,5124 1,9435
c-MYC 43 0,4937 | 0,0532 | 2,0657 0,2253 1,0163 0,7910

Tabela. 28. Szczegétowe dane dotyczace wzglednego poziomu ekspresji gendw RUNX1, RUNX3, CEBPA

oraz c-MYC w grupie badane;j.

Z analizy median wzglednych poziomoéw ekspresji wybranych genéw wynika, ze

w obrebie badanej grupy pacjentéw z AML najwyzszg ekspresje wykazywat gen CEBPA

(1,5748), a gen c-MYC najnizszg (0,4937). Zaobserwowano, réwniez ze ekspresja

kazdego z badanych gendéw byta zréznicowana. Aby lepiej zobrazowaé zebrane wyniki,

dane przedstawiono rowniez na wykresie jako log10 z wartosci R (okreslajgcej wzgledny

pozom ekspresji badanych genow (Wykresy 5,6,7,8).

Log10 wzglednego poziomu ekspresji genu RUNX1

1,5000

1,0000

0,5000

0,0000 -

-0,5000

-1,0000

1 3

5

7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43

Grupa badana

Wykres 5. Log10 wzglednego poziomu ekspresji genu badanego RUNX1.
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Logl10 wzglednego poziomu ekspresji genu RUNX3
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Wykres 6. Log10 wzglednego poziomu ekspresji genu badanego RUNX3.

Logl0 wzglednego poziomu ekspresji genu CEBPA
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Wykres 7. Log10 wzglednego poziomu ekspresji genu badanego CEBPA.
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Wykres 8. Log10 wzglednego poziomu ekspresji genu badanego c-MYC

12.5 Wazgledny poziom ekspresji gendw RUNX1, RUNX3, CEBPA oraz c-MYC
w porownaniu do cech demograficznych oraz kliniczno-patologicznych pacjentéw
z AML

W kolejnym etapie analizy wyniki wzglednego poziomu ekspresji kazdego
z badanych gendéw skorelowano z uzyskanymi od pacjentéw danymi demograficznymi:
picia oraz wiekiem w momencie rozpoznania choroby oraz cechami kliniczno-
patologicznymi jak: rozpoznaniem ostrej biataczki szpikowej wg klasyfikacji FAB,
stwierdzenie mniej niz trzyletniego przezycia pacjentdw od czasu rozpoznania choroby.

Pierwszym etapem analizy statystycznej byto poszukiwanie zaleznosci pomiedzy
wzglednym poziomem ekspresji gendw RUNX1, RUNX3, CEBPA oraz c-MYC, a ptcia
pacjentéw ze stwierdzong ostra biataczkg szpikowg. W tym celu pacjentéw z grupy
badanej podzielono na dwie podgrupy wzgledem pifci. Wediug danych
epidemiologicznych mezczyzni chorujg na ostrg biataczke szpikowa nieco czesciej niz
kobiety [Szczeklik, 2018]. Istotna wydaje sie ocena roli ekspresji wybranych czynnikow
transkrypcyjnych oraz jej potencjalnego zwigzku z wystgpieniem oraz przebiegiem
ostrej biataczki szpikowej w zaleznosci od ptci pacjentéw. Szczegdtowe dane dotyczace
analizy wzglednych poziomdéw ekspresji wybranych gendéw, a picig pacjentéw
przedstawia Tabela 29.
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Wzgledny | Pte¢ | N | Sr. | Med. | Min. | Max. | Dolny | Gorny |Kwarty | Odch | Wartos$¢
poziom kwarty | kwarty . . p
ekspresiji | | Roztep | Stan
genéw dard.
K 120 - |0,998 |0,128 | 18,37 | 0,625 | 1,683 | 1,058 - p=0,0445
6 2 41 1 8 7 Test
RUNX1 U Manna—
Whitneya
M |23| - |0547 0,141 | 3,696 | 0,252 | 0,972 | 0,719 -
0 2 8 8 4 5
K |122| - |1,616 |0,179 | 8,544 | 0,680 | 2,522 | 1,842 - p=0,1416
4 2 5 6 7 1 Test
RUNX3 U Manna-
Whitneya
M |21| - |1,003 0,037 7,490 |0,552 | 1,660 | 1,107 -
5 9 2 9 5 7
K 121]1,6 - 0,015 | 3,938 - - - 1,24 | p=0,8325
011 5 3 02 Test
CEBPA T-studenta
M |23]1,6 - 0,010 | 3,786 - - - 1,16
782 7 7 54
K |121| - |0,683 0,100 | 2,065 | 0,239 | 1,047 | 0,807 - p=0,1698
0 7 7 8 3 5 Test U
c-MYC Manna-
M |22| - |0,349 | 0,053 1,148 | 0,225 | 0,882 | 0,657 - Whitneya
9 2 7 3 7 4

Tabela 29. Szczegdtowe dane dotyczgce wzglednego poziomu ekspresji wybranych gendw w poréwnaniu

do ptci pacjentow.

Przeprowadzona analiza statystyczna wykazata istotng statystycznie réznice

pomiedzy wzglednym poziomem ekspresji genu RUNX1, a pfcig pacjentéow (p=0,0445,

p<0,05). Wzgledny poziom ekspresji genu RUNX1 byt wyiszy w podgrupie kobiet

w poréwnaniu do podgrupy mezczyzn (odpowiednio: 0.9986 oraz 0.5470) (Wykres 9

i Tabela 29). Réznice w poziomie ekspresji genu RUNX1 w obrebie obu ptci moga

potencjalnie wptywac na odmienny przebieg ostrej biataczki szpikowej u obu ptci.
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Wykres 9. Wykres zaleznosci wzglednego poziomu ekspresji genu RUNX1 od pfci pacjentéw.

p=0,0445, p<0,05.

Dla gendéw RUNX3 oraz c-MYC zaobserwowano tendencje do wystepowania
wyzszych wzglednych pozioméw ekspresji u kobiet w poréwnaniu do mezczyzn
(odpowiednio dla RUNX3: 1,6164 oraz 1,0035; odpowiednio dla c-MYC: 0,6830 oraz
0,3499) (Wykresy 10 i 12 oraz Tabela 29). Jakkolwiek zaleznosci te nie byty istotne
statystycznie (odpowiednio p=0,1416; p=0,1698). Natomiast w przypadku genu CEBPA
nieco wyzsze poziomy ekspresji wystepowaty w podgrupie mezczyzn (Wykres 11).

Uzyskane wyniki nie byty jednak statystycznie istotne (p=0,8325) (Tabela 29).

Strona 125z 215



Wzgledny poziom ekspresji genu RUNX3

L 1

-1 : . ®m Mediana

K M [ 25%-75%
Pleé T Min-Maks

Wykres 10. Wykres zaleznosci wzglednego poziomu ekspresji genu RUNX3 w zaleznosci od ptci

Wzgledny poziom ekspresji genu CEBPA

pacjentow.

p=0,1416, p>0,05.

-2 : : m Srednia
K M [ srednia+Odch.std
Pleé¢ T Sredniat+1,96*Odch.std

Wykres 11. Wykres zaleznosci wzglednego poziomu ekspresji genu CEBPA od ptci pacjentow.
p=0,8325, p>0,05.
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Wykres. 12. Wzgledny poziom ekspresji genu c-MYC w zaleznosci od ptci pacjentéw.

p=0,1698, p>0,05.

W kolejnym etapie analizy oceniono zalezno$¢ pomiedzy wzglednym poziomem
ekspresji wybranych czynnikéw transkrypcyjnych, a wiekiem pacjentéw w momencie
rozpoznania choroby. Sredni wiek pacjentéw w momencie rozpoznania choroby
u ktérych oceniono poziom ekspresji: genu RUNX1 wynosit 57,9 lat; dla genu RUNX3
byto to 58,6 lat, w przypadku genu CEBPA byto to 58,3 lat a dla genu c-MYC sredni wiek
rozpoznania choroby wynosit 58,0 lat.

Przeprowadzona analiza statystyczna nie wykazata istotnej zaleznosci pomiedzy
wzglednym poziomem ekspresji badanych gendw, a wiekiem pacjentéw w momencie
rozpoznania choroby (Wykresy 13, 14, 15, 16). Prawdopodobnie wiek pacjentéow
W momencie rozpoznania choroby nie jest zwigzany ze wzglednymi poziomami

ekspresji badanych gendw.
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Wykres 13. Wykres korelacji r Pearsona pomiedzy wzglednym poziomem ekspresji genu RUNX1 a

wiekiem pacjentéw w momencie rozpoznania choroby; p=0,9698, p>0,05.

Wzgledny poziom ekspresji genu RUNX3
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Wykres 14. Wykres korelacji r Pearsona pomiedzy wzglednym poziomem ekspresji mRNA genu RUNX3 a

wiekiem pacjentéw w momencie rozpoznania choroby; p=0,4684, p>0,05.
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Wykres 15. Wykres korelacji r Pearsona pomiedzy wzglednym poziomem ekspresji genu CEBPA a wiekiem

pacjentéw w momencie rozpoznania choroby; p=0,4679, p>0,05.
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Wykres 16. Wykres korelacji r Pearsona pomiedzy wzglednym poziomem ekspresji genu c-MYC a wiekiem

pacjentéw w momencie rozpoznania choroby; p=0,6344, p>0,05.
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Nastepnie pacjentéw ze stwierdzong ostrg biataczkg szpikowg podzielono na
podgrupy w zaleznosci od podtypu diagnozowanej ostrej biataczki szpikowej (wedtug
klasyfikacji FAB). Po podziale otrzymano nastepujgce podgrupy pacjentéw: AML 0 (tzw.
AML o niskim stopniu zréznicowania), AML1 (podtyp ostrej biataczki mieloblastycznej
bez cech réznicowania), AML2 (podtyp ostrej biataczki mieloblastycznej o cechach
dojrzewania), AML3 (podtyp ostrej biataczki promielocytowej), AML4 (podtyp ostrej
biataczki mielomonocytowej), podtyp AML5 oraz podtyp ostrej biataczke
erytroblastyczna AML6. U pacjentdw u ktdrych nie udato sie rozpoznaé typu ostrej
biataczki szpikowej zakwalifikowano do grupy AML o nieokreslonym typie. Szczegétowe
dane dotyczgce wzglednego poziomu ekspresji badanych genéw w odpowiednich

podgrupach rozpoznania AML przedstawia Tabela 30.
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Rozpoznanie N Sr. Min. Max. Odch.
AML wg. FAB Standard
owe
AMLO 1 - - - -
AML 1 3 0,6588 0,1771 1,4171 0,6646
Wzgledny | AmL2 8 3,0872 0,1282 | 183741 | 6,2660
poziom
ekspresji
AML 3 2 1,3463 0,1412 2,5514 1,7042
genu
RUNX1
AML 4 6 0,8113 0,1968 2,3613 0,8057
AMLS5 3 0,6421 0,2528 |0,8407 0,3372
AML 6 1 - - - -
AMLo 19 1,4373 0,2528 4,5042 1,2312
nieokreslonym
typie
Rozpoznanie N Sr. Min. Max. Odch.
AML wg. FAB Standard
owe
AMLO 1 - - - -
Wzgledny AML 1 3 1,2050 0,5750 2,3592 1,0010
poziom
ekspresji AML 2 8 1,9422 | 0,3372 7,4902 | 2,3412
genu
RUNX3
AML 3 2 4,3057 0,0670 8,5445 5,9945
AML4 4 0,6064 0,0588 1,6605 0,7163
AMLS 3 1,2760 0,6806 2,1435 0,7685
AML 6 1 - - - -
AML 21 1,6321 0,0379 4,0699 1,2115
nieokreslonym
typie
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Rozpoznan N Sr. Min. Max. Odch.
ie AML Standardo
wg. FAB we
AMLO 1 - - - -
AML 1 4 0,9609 0,0978 1,8078 0,6983
AML 2 7 1,8320 0,0155 3,6873 1,2638
Wzgledny
poziom AML 3 2 2,6764 1,9242 3,4285 1,0637
ekspresji AML 4 5 0,9913 0,4376 2,0129 0,6410
gen AMLS 3 2,051 | 1,6985 | 3,1695 | 0,7372
CEBPA
AML 6 1 - - - -
AML 21 1,7125 0,0107 3,9383 1,3342
nieokreslo
nym typie
Rozpoznan N Sr. Min. Max. Odch.
ie AML Standardo
wg. FAB we
AMLO 1 - - - -
AML1 3 0,3896 0,1462 0,6958 0,2801
Wzgledny AML 2 8 0,5001 0,0532 0,9885 0,3992
poziom
ekspresii AML 3 2 0,3585 0,1860 0,5309 0,2439
genu c- AML4 5 0,4715 0,1886 0,7337 0,2394
myc AMLS 3 0,9315 0,3479 1,9941 0,9217
AML 6 1 - - - -
AML 20 0,7496 0,1397 2,0657 0,5821
nieokresl.

Tabela 30. Szczegétowe dane dotyczgce wzglednego poziomu ekspresji wybranych genéw w

poszczegdlnych podtypach AML wedtug klasyfikacji FAB.

Na podstawie analizy Srednich wartosci wzglednych pozioméw ekspresji genéw
uzyskanych w odpowiednich podgrupach ostrych biataczek szpikowych wedtug
klasyfikacji FAB mozna stwierdzi¢, ze najwyiszy poziom ekspresji genu RUNX1
zaobserwowano wsrdd pacjentéw ze stwierdzonym AML2 (3,0872). Najnizsze poziomy
ekspresji tego genu wystepowaly w podgrupie pacjentéw ze stwierdzonym AML5
(0,6421). W przypadku genu RUNX3 najwyzszy wzgledy poziom ekspresji

zaobserwowano wsrdd pacjentdw z rozpoznanym AML3 (4,3057), a najnizszy wsrod
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pacjentéw z podtypem AML1. Najwyzsze poziomy mRNA genu CEBPA zaobserwowano
w podtypie biataczki AML2 (2,6764), najnizsze podobnie jak w przypadku genu RUNX3
w typie AML1. Zaobserwowano rdéwniez, ze ekspresja genu c-MYC byta najwyzisza
u pacjentéw z podtypem biataczki AML5, a najnizsza u pacjentéw z podtypem biataczki
AML3. Ze wzgledu na mate licznosci pacjentéw w poszczegdlnych podgrupach analiza
statystyczna nie zostata przeprowadzona. Wykresy 17, 18, 19, 20 przestawiajg analize
wzglednego poziomu ekspresji wybranych czynnikéw transkrypcyjnych w zaleznosci od

podtypu biataczki wedtug klasyfikacji FAB.

20
15}

10 |

o-'@é@@-@

Wzgledny poziom ekspresji genu RUNX1

5t
_10 L
-15 m Srednia
AMLO AML2 AML4 AML6 O Srednia+Odch.std
AML1 AML3 AML5 AMLnieokres$| T Srednia+1,96*Odch.std
Rozpoznanie o Dane surowe

Wykres 17. Wykres przedstawia wzgledny poziom ekspresji genu RUNX1 w poszczegdlnych podtypach

ostrej biataczki szpikowe;j.
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Wzgledny poziom ekspresji genu RUNX3

Wzgledny poziom ekspresji genu CEBPA
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Rozpoznanie o Dane surowe

Wykres 18. Wykres przedstawia wzgledny poziom ekspresji genu RUNX3 w poszczegdlnych podtypach
ostrej biataczki szpikowe;j.
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Wykres 19. Wykres przedstawia wzgledny poziom ekspresji genu CEBPA w poszczegdlnych podtypach
ostrej biataczki szpikowe;j.
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Wykres 20. Wykres przedstawia wzgledny poziom ekspresji genu c-MYC w poszczegdlnych podtypach

ostrej biataczki szpikowe;j.

W kolejnym etapie analizy, grupe pacjentéw ze stwierdzong ostrg biataczka
szpikowg, podzielono pod katem wystgpienia zgonu do konca czasu trwania 3-letniej
obserwacji. Stwierdzenie krotszego czasu przezycia pacjentéow z AML sSwiadczyto
o gorszym rokowaniu oraz bardziej agresywnym przebiegu choroby. Szczegétowe dane
dotyczace wzglednego poziomu ekspresji badanych gendw, a czasem przezycia

pacjentéw przedstawiono w Tabeli 31.
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Wzgledny | Zgon | N | Mediana Min. Max. Dolny Gorny Kwartyl. Wartos¢
poziom kwartyl kwartyl Roztep p

ekspresiji
genow

T 19 | 0,7285 | 0,1771 | 18,3741 0,4282 2,3613 1,9331 | p=0,4411
Test

RUNX1 U Manna-
Whitneya
N 24 | 0,7234 | 0,1282 4,5042 0,3549 1,1846 0,8296

T 20 | 1,9211 | 0,0379 8,5445 0,7691 2,6385 1,8694 | p=0,0373
Test

RUNX3 U Manna-
Whitneya
N 23| 0,7810 | 0,0588 7,4902 0,5230 1,5655 1,0425

T 19 | 1,6293 | 0,0107 3,7867 0,9445 2,7149 1,7705 p=0,5858
Test

CEBPA U Manna-
N |25 1,5202 | 0,0155 | 3,9383 | 0,4376 2,3472 1,9010 | Whitneya

T 19 | 0,4698 | 0,0532 2,0658 0,3208 0,6830 0,3622 p=0,8437
Test U

c-MYC Manna-
N 24 | 0,7147 | 0,1007 1,9940 0,2096 1,0830 0,8734 Whitneya

Tabela 31. Szczegdtowe dane dotyczgce wzglednego poziomu ekspresji wybranych genéw w podgrupie
pacjentéw u ktérych stwierdzono zgon oraz w grupie pacjentéw u ktérych nie stwierdzono zgonu.

Kolejnym etapem tej czesci analizy byfa ocena zaleznosci pomiedzy wzglednym
poziomem ekspresji gendw RUNX1, RUNX3, CEBPA oraz ¢ -MYC, a czasem przezycia
w trakcie trwania trzyletniej obserwacji. W tym celu grupe badana podzielono na dwie
podgrupy: pacjentow u ktérych nie stwierdzono zgonu w trakcie trwania 3-letniej
obserwacji oraz podgrupe pacjentéw u ktérych w trakcie obserwacji stwierdzono zgon,
a nastepnie przeprowadzono analize dla kazdego z badanych gendw. Analiza wykazata
istotng statystycznie rdéznice we wzglednym poziomie transkryptu genu RUNX3
pomiedzy tymi podgrupami pacjentéw (p=0,0373) (Wykres 21). Wykazano, ze wzgledny
poziom ekspresji genu RUNX3 byt statystycznie istotnie wyzszy u pacjentdéw, u ktérych
do konca trwania czasu obserwacji trwajgcej trzy lata stwierdzono krétszy czas

przezycia w porédwnaniu do pacjentdw, u ktérych czas przezycia byt dtuzszy.

Strona 136z 215




Prawdopodobnie zwiekszony poziom ekspresji genu RUNX3 moze by¢ zwigzany
z gorszym rokowaniem dla pacjentéow oraz zwiekszonym wskaznikiem smiertelnosci
wsrdad grupy badanej. Podwyzszony poziom ekspresji tego genu moze byé zatem ztym

czynnikiem prognostycznym u pacjentow z AML.

Wzgledny poziom ekspresji genu RUNX3
I

| 1

-1 : : m Mediana
N T 0 25%-75%
Zgon T Min-Maks
Wykres 21. Wzgledny poziom ekspresji genu RUNX3 w grupie pacjentow u ktorych wystgpit zgon oraz w
grupie pacjentéw u ktorych nie stwierdzono zgonu.
p= 0,0373, p<0,05.
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Wzgledny poziom ekspresji genu CEBPA

Natomiast nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic pomiedzy wzglednym
poziomem ekspresji pozostatych gendéw, a wystgpieniem zgonu w czasie trzyletniej
obserwacji. Zaobserwowano jednak sktonnos¢ do wystepowania wyzszych poziomdw
ekspresji genu CEBPA u pacjentéw u ktérych stwierdzono zgon w pordéwnaniu do
pacjentéw u ktérych zgon nie wystgpit (p=0,5858) (Wykres 22). Odwrotna zalezno$é
zostata zaobserwowana w przypadku genu c-MYC. Zaobserwowano wyzisze poziomy
wzglednej ekspresji genu c-MYC u pacjentéw z lepszym rokowaniem (p=0,8437)
(Wykres 23). Wzgledne poziomy ekspresji genu RUNX1 w obydwu grupach byty
podobne (p=0,4411)(Wykres 24).
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Wykres 22. Wzgledny poziom ekspresji genu CEBPA w grupie pacjentéw u ktérych wystgpit zgon oraz w
grupie pacjentow u ktorych nie stwierdzono zgonu.
p= 0,5858, p>0,05.
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Wykres 23. Wzgledny poziom ekspresji genu c-MYC w grupie pacjentéw u ktérych wystgpit zgon oraz w
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grupie pacjentow u ktorych nie stwierdzono zgonu.
p=0,8437, p>0,05.
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Wykres 24. Wzgledny poziom ekspresji genu RUNX1 w grupie pacjentéw u ktérych wystgpit zgon oraz w

grupie pacjentow u ktorych nie stwierdzono zgonu.
p=0,4411, p>0,05.
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Ostatnim etapem tej czesci analizy statystycznej byta ocena czasu przezycia
pacjentéw w zaleznosci od wartosci wzglednego poziomu ekspresji gendow RUNX1,
RUNX3, CEBPA oraz c-MYC. Analize czasu przezycia przeprowadzono dwdch
podgrupach. Kryterium podziatu byty mediany wzglednych pozioméw ekspresji
badanych gendéw. Wyodrebniono nastepujace podgrupy: H (wyze poziomy ekspresji-
powyzej mediany) oraz L (nizsze poziomy ekspresji-ponizej mediany).

Mediany wzglednych pozioméw ekspresji gendéw dla wybranych czynnikéw
transkrypcyjnych byty nastepujace: 0,7285 (gen RUNX1), 1,2760 (gen RUNX3), 1,5748
(gen CEBPA) oraz 0,4937 (gen c-MYC). W celu przeprowadzenia analizy czasu przezycia
kazdego z pacjentow w trakcie trwania 3-letniej obserwacji w zaleznos$ci od poziomu
ekspresji kazdego z badanych gendéw wykonano krzywe Kaplana-Meiera (Wykresy

25,26,27,28).
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Wykres 25. Wykres przedstawia krzywe przezycia pacjentow z AML w zaleznosci od wzglednego poziomu
ekspresji genu RUNX1. H-wyzszy wzgledny poziom ekspresji (powyzej mediany), L- nizszy poziom
ekspresji (ponizej mediany).
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Wykres 26. Wykres przedstawia krzywe przezycia pacjentdw z AML w zaleznosci od wzglednego poziomu
ekspresji genu RUNX3. H-wyzszy wzgledny poziom ekspresji (powyzej mediany), L- nizszy poziom

ekspresji (ponizej mediany).
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Wykres 27 Wykres przedstawia krzywe przezycia pacjentéw z AML w zaleznosci od wzglednego poziomu
ekspresji genu CEBPA. H-wyzszy wzgledny poziom ekspresji (powyzej mediany), L- nizszy poziom ekspresji
(ponizej mediany).
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Wykres 28. Wykres przedstawia krzywe przezycia pacjentéw z AML w zaleznosci od wzglednego poziomu
ekspresji genu c-MYC. H-wyzszy wzgledny poziom ekspresji (powyzej mediany), L- nizszy poziom ekspresji
(ponizej mediany).

Ocena powyzszych wykresdw pozwolita stwierdzi¢, ze w przypadku genéw
RUNX1 oraz CEBPA nie zaobserwowano réznic w prawdopodobienstwie przezycia
w obu podgrupach. Analiza statystyczna przeprowadzona za pomocgy testu log-rank
réwniez nie wykazata istotnych statystycznie réznic we wzglednym poziomie ekspresji
a prawdopodobienstwem przezycia pomiedzy podgrupami (p=0,8316 dla genu RUNX1
oraz p=0,2683 dla genu CEBPA). Wzgledy poziom ekspresji tych gendw nie ma zwigzku
z przezyciem pacjentdow z ostrg biataczky szpikowa.

W przypadku genu RUNX3 zaobserwowano, ze w podgrupie pacjentéw
charakteryzujacych sie wyzszymi wzglednymi poziomami ekspresji tego genu
prawdopodobieistwo przezycia byto nizsze. Ponadto w tej grupie pacjentow
zaobserwowano rowniez wiekszg liczbe zgondw w trakcie trwania 3-letniej obserwacji.
Przeprowadzona za pomocg testu log-rank analiza statystyczna nie wykazata jednak

istotnych statystycznie réznic pomiedzy prawdopodobienstwem przezycia pacjentéw ze
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stwierdzong ostrg biataczkg szpikowa a wzglednym poziomem ekspresji genu RUNX3
w obu podgrupach (p=0,0612). Warto nadmienié, ze uzyskana warto$¢ p byta na
granicy istotnosci statystycznej. Uzyskane wyniki mogg potwierdza¢ hipoteze, ze
zwiekszony poziom ekspresji genu RUNX3 moze byé zwigzany z gorszym rokowaniem
dla pacjentéw oraz zwiekszonym wskaznikiem $miertelnosci.

Analiza statystyczna przeprowadzona przy pomocy testu log-rank nie wykazata
istotnych statystycznie réznic pomiedzy prawdopodobienstwem przezycia pacjentéw ze
stwierdzong ostrg biataczkg szpikowg a wzglednym poziomem ekspresji genu c-MYC
w podgrupach o wyzszym oraz o nizszym wzgledem mediany poziomem ekspresji
(p=0,2683). Zaobserwowano jednak nieco nizsze prawdopodobieistwo przezycia

pacjentéw w podgrupie o nizszym poziomie ekspresji transkryptu genu c-MYC.

12.6 Ocena obecnosci ekspresji genu fuzyjnego RUNX1/RUNX1T1 u pacjentéw ze
stwierdzong ostrg biataczka szpikowa

W badanej grupie 46 pacjentéw ze stwierdzong ostrg biataczkg szpikowa
przeprowadzono rdowniez ocene obecnosci genu fuzyjnego RUNX1/RUNXI1TI
z zastosowaniem metody Real-Time z uzyciem odpowiedniej sondy TagMan. Do kazdej
serii oznaczen dofgczono kontrole pozytywng, ktorg stanowito cDNA uzyskane od
pacjenta ze stwierdzong ostrg biataczkg szpikowg u ktérego z zastosowaniem metody
FISH potwierdzono obecnos¢ genu fuzyjnego RUNX1/RUNXI1T1. Przeprowadzenie analiz
wraz z kontrolg dodatnig pozwolito stwierdzi¢, ze uzyskane wyniki sg prawdziwie
dodatnie lub prawdziwie ujemne. Wedtug pismiennictwa w przypadku pacjentéw
dorostych, u ktérych stwierdzono ostrg biataczke szpikowg obecnos¢ genu fuzyjnego
RUNX1/RUNX1T1 wystepuje w okoto 7% przypadkdw i najczesciej jest diagnozowana
u pacjentéw u ktérych stwierdzono podtyp AML2 czyli biataczke mieloblastyczng
o cechach dojrzewania. Ponadto obecnos¢ niezmutowanej formy tego genu jest
korzystnym czynnikiem rokowniczym. Z kolei wystepowanie zmutowanej formy genu
fuzyjnego rokuje niekorzystnie [Krauth i wsp., 2014; Szczeklik, 2018; Sood
iwsp., 2017; Tokumasu i wsp., 2015].

Sposréd 46 pacjentdw ze stwierdzong ostrg biataczka szpikowa, stanowigcych
grupe badang obecnos$¢ genu fuzyjnego RUNX1/RUNXI1T1 stwierdzono w dwdch
przypadkach co stanowito 4,34% wszystkich badanych. Byta to 73 letnia kobieta

u, ktérej zdiagnozowano podtyp biataczki AML2 oraz 41 letni mezczyzna u ktérego nie
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okreslono podtypu ostrej biataczki szpikowej wedtug klasyfikacji FAB. Warto nadmienic,
ze u tych pacjentéw w trakcie trzyletniej obserwacji nie stwierdzono zgonu. Moze
prawdopodobnie $wiadczy¢ o tym iz obecnos$é genu fuzyjnego RUNX1/RUNX1T1 jest

korzystnym czynnikiem rokowniczym u tych pacjentéw. Przyktadowa krzywa

amplifikacji genu fuzyjnego RUNX1/RUNX1T1 przedstawia Rycina 36.

R R EEEEEEE R

!
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aaaaaaaaaa 14

Rycina 36. Przyktadowy wynik obecnosci genu fuzyjnego RUNX1/RUNX1T1. Strzatka
zaznacza krzywg amplifikacji dla kontroli pozytywne;j.
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12.7 Ocena zwigzku pomiedzy wystepowaniem poszczegolnych genotypow oraz alleli
polimorfizméw rs2268277 genu RUNX1 oraz rs6672420 genu RUNX3
a wzglednym poziomem ekspresji tych genow

W kolejnym etapie analizy statystycznej oceniono zwigzek pomiedzy

wystepowaniem poszczegdlnych genotypow i alleli polimorfizméw rs2268277 genu

RUNX1 oraz rs6672420 genu RUNX3, a wzglednym poziomem ekspresji tych gendw.

Polimorfizm | Genotypy Min. | Max. | Dolny | Goérny Wartosc p
iallele |[Mediana Kwartyl | Kwartyl
GC 0,5470 |0,1282| 4,5042 | 0,2528 | 0,9724 p=1
(Test Kruskala-
Wallisa)
cC 1,2142 |0,2952| 2,5514 | 0,8329 | 1,4739
GG 0,9133 |0,1771(18,3741| 0,5729 | 2,3613
rs2268277
genu allel G 0,6626 |0,1282(18,3741| 0,3275 | 1,5489 p=0,3329
RUNX1 obecny (Test U Manna-
Whiteya)
allel G 1,2142 |0,2952| 2,5514 | 0,8329 | 1,4739
nieobecny
allel C 0,7285 |0,1281| 4,5042 | 0,2952 | 1,4171 p=0,3395
obecny (Test U Manna-
Whiteya)
allel C 0,9133 |0,1771|18,3741| 0,5729 | 2,3613
nieobecny
AT 1,5916 (0,3483| 8,5445 | 0,6958 | 3,6595 p=0,2991
(Test Kruskala-
Wallisa)
AA 1,0132 (0,1792| 4,0511 | 0,6278 | 2,1287
rs6672420 T 1,0034 (0,0588| 1,9566 | 0,4258 | 1,5655
genu
RUNX3 allelA | 1,2805 |0,1792| 8,5445 | 0,6806 | 2,3592 | p=0,3621
obecny (Test U Manna-
Whiteya)
allel A 1,0035 (0,0588| 1,9566 | 0,4258 | 1,5655
nieobecny
allel T 1,5227 |0,0588| 8,5445 | 0,6958 | 2,3592 p=0,4712
obecny (Test U Manna-
Whiteya)
allel T 1,0132 (0,1792| 4,0511 | 0,6278 | 2,1287
nieobecny

Tabela 32. Tabela przedstawia ocene zaleznosci pomiedzy wzglednym poziomem ekspresji genu RUNX1 oraz RUNX3,

a odpowiednimi genotypami oraz allelami polimorfizmu rs2268277 genu RUNX1 oraz rs6672420 genu RUNX3.
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Dla polimorfizmu rs2268277 genu RUNX1 zaobserwowano nieco wyzszy poziom
ekspresji genu RUNX1 zwigzany z genotypem homozygoty zmutowanej CC (1,2142),
a najnizszy wzgledny poziom ekspresji byt zwigzany z genotypem heterozygoty GC
(0,5470). Jednak zaleznos¢ ta nie byta istotna statystycznie (p=1,0). Nie wykazano takze
zwigzku pomiedzy wystepowaniem alleli tego polimorfizmu, a poziomem ekspresji
mMRNA genu RUNX1 (p=0,3329 dla allela G oraz p=0,3395 dla allela C). Poszczegdlne
genotypy oraz allele polimorfizmu genu RUNX1 prawdopodobnie nie wptywajg na

wzgledny poziom ekspresji genu RUNX1 (Tabela 32 oraz Wykres 29).

Wzgledny poziom ekspresji genu RUNX1

T ==

‘ ' ' o Mediana
GG cc ce [ 25%-75%
Genotypy polimorfizmu rs2268277 genu RUNX1 T Min-Maks

Wykres 29. Wykres przedstawiajacy zalezno$¢ pomiedzy wystepowaniem poszczegdlnych genotypow

polimorfizmu rs2268277 genu RUNX1 a wzglednym poziomem ekspresji tego genu.

W przypadku genu RUNX3 najwyisze poziomy ekspresji byly zwigzane
z genotypem heterozygoty AT (1,5916). W przypadku homozygoty dzikiej i zmutowane;j
wzgledne poziomy ekspresji byty na podobnych poziomach (odpowiednio 1,0132
i 1,0034). Analiza nie wykazata jednak istotnej statystycznie zalezno$ci pomiedzy

czestoscia wystepowania poszczegdlnych genotypéw oraz alleli polimorfizmu
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rs6672420 genu RUNX3, a wzglednym poziomem ekspresji tego genu (odpowiednio
p=0,2991; p=0,3621 dla allela A oraz p=0,4712 dla allela T). Poszczegdlne genotypy oraz
allele polimorfizmu genu RUNX3 prawdopodobnie nie wptywajg na poziom wzglednej

ekspresji genu RUNX3 (Tabela 32 oraz Wykres 30).

Wzgledny poziom ekspresji genu RUNX3
N

3 L

2| T

_‘]_ L [ [
i L T

0 L

-1 . = Mediana
AA AT T 0 25%-75%

Polimorfizm rs6672420 genu RUNX3 I Min-Maks

Wykres 30. Wykres przedstawiajacy zalezno$¢ pomiedzy wystepowaniem poszczegdlnych genotypow
polimorfizmu oraz rs6672420 genu RUNX3 a wzglednym poziomem ekspresji tego genu.

12.8 Analiza oceny jakosciowej biatek RUNX3 oraz CEBPA z zastosowaniem techniki
Western Blot

Analize oceny jakosciowej biatek RUNX3 oraz CEBPA przeprowadzono na 18
prébach surowicy krwi uzyskanych od pacjentéw ze stwierdzong ostrg biataczka
szpikowa. Préby te stanowity odrebng grupe pacjentéw i nie wchodzity w sktad
badanej populacji 46 préb dla ktérych przeprowadzono analize polimorfizméw oraz
ekspresji wybranych czynnikdw transkrypcyjnych.

Ze wzgledu na fakt, iz materiat do badan stanowit materiat resztkowy po
przeprowadzeniu badan laboratoryjnych jego ilos¢ byta nie wystarczajgca do uzyskania

odpowiednich ilosci surowic dlatego niezbedne byto zebranie dodatkowych 18 prdb.
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Dla 18 osobowej grupy pacjentow od ktérych uzyskano surowice nie otrzymano
zadnych danych demograficznych ani kliniczno-patologicznych dlatego analiza polegata
tylko na ocenie jakosciowej obecnosci biatek w badanym materiale biologicznym.
Jakosciowa analiza produktéw biatkowych wybranych czynnikéw transkrypcyjnych
miata na celu ocene obecnosci biatka RUNX3 oraz biatka CEBPA w 18 prdbach surowicy
krwi. W przypadku biatka RUNX3 jego jakosciowg obecnos¢ zaobserwowano jedynie
w 3 prébach surowicy krwi. Otrzymane produkty biatkowe charakteryzowaty sie
niezwykle stabg jakosciowg ekspresjg (Rycina 37). Dostepne w pismiennictwie dane
réwniez wskazujg na obnizong ekspresje tego biatka w surowicy krwi pacjentow. Moze
to by¢ spowodowane faktem iz gen RUNX3 kodujgcy biatko RUNX3 ulega procesowi
metylacji, a to z kolei moze mie¢ wplyw na ekspresje kodowanego genu oraz biatka
Wiang i wsp., 2008]. Ponadto na ostateczne formowanie sie produktu biatkowego moga
mie¢ wptyw liczne procesy potranslacyjne, ktérym moze podlega¢ gen RUNX3 (Rycina

37).

9 8 7 6 5 4 3 2 1
Rycina 37. Analiza technikg Western blot biatka RUNX3 w surowicach pacjentéw z AML — studzienki 2 — 9.
Staba, immunopozytywna reakcja odpowiadajgca masie molekularnej 48 kDa — studzienki 5i 7. Wzorzec
masy molekularnej (EURx —PerfectTM Tricolor Protein Ladder, 245-11kDA ) - studzienka 1.

Natomiast jakosciowa analiza biatek z zastosowaniem techniki Western Blot
wykazata obecnos$¢ produktu biatkowego CEBPA we wszystkich 18 surowicach krwi
pobranych od pacjentéw ze stwierdzong ostrg biataczkg szpikowg. Jakkolwiek
otrzymane produkty biatkowe réwniez charakteryzowaty sie niskg ekspresjg (Rycina

38).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9
Rycina 38. Analiza technikg Western Blot biatka CEBPA w surowicach pacjentéw z AML.
Immunopozytywna reakcja odpowiadajgca masie molekularnej 31 kDa — studzienki 2 — 9. Wzorzec masy
molekularnej (EURx —PerfectTM Tricolor Protein Ladder, 245-11kDA) - studzienka 1.

Ze wzgledu na fakt iz badana grupa stanowita osobng populacje pacjentéw
uzyskane wyniki analizy jakoSciowej biatek nie zostaty pordwnane z obecnoscig
polimorfizméw oraz ekspresjg badanych czynnikdéw transkrypcyjnych.

W niniejszej rozprawie doktorskiej analiza biatek RUNX3 oraz CEBPA technika
Western Blot miata na celu jedynie potwierdzenie obecnosci/braku analizowanych
biatek w surowicach pacjentéw. Ze wzgledu na brak mozliwosci odniesienia wynikow
do badan molekularnych wyniki Western Blot nie zostaty poddane analizie

densytometrycznej.
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Rozdziat IV



Dyskusja

Ostra biataczka szpikowa jest jedng z najczestszych choréb nowotworowych
uktadu biatokrwinkowego wstepujacg wsrdéd oséb dorostych. Charakteryzuje sie
klonalng proliferacja oraz rozrostem w szpiku kostnym lub/i we krwi komodrek
blastycznych transformowanych nowotworowo. Komorki te naciekajgc krew, szpik
kostny oraz sgsiadujgce tkanki prowadzg do nieprawidtowej hematopoezy [Szczeklik,
2018; De Kouchkovsky i wsp., 2016, Wierzbowska, 2013]. Ostra biataczka szpikowa jest
chorobg, ktdrej etiopatogeneza nie zostata jeszcze doktadnie poznana. Istnieje wiele
czynnikéw, ktére prowadza do jej rozwoju [Déhner i wsp., 2017; Szczeklik, 2018; De
Kouchkovsky i wsp., 2016]. Wsréd nich istotng role odgrywajg liczne zmiany genetyczne
oraz molekularne czynniki transformacji nowotworowej predysponujgce do powstania
samoodtwarzajgcego sie klonu komédrek biataczkowych. Mozemy zaliczy¢ do nich:
mutacje, fuzje jak rowniez liczne rearanzacje i amplifikacje w genach odpowiedzialnych
za regulacje i przebieg prawidtowej hematopoezy [Saultz i wsp., 2016; Sczeklik, 2018].
Wsréd nich istotng role odgrywajg geny supresorowe (np. gen TP53), mieloidalne
czynniki transkrypcyjne (np. gen RUNX1 czy gen CEBPA), zaktywowane szlaki
sygnatowe proliferacji (np. gen FLT3, gen KIT czy gen KRAS) czy modyfikacje
chromatyny (np. fuzje KMT2A (MLL), KMT2a-PTD(MLL-PTD) czy NUP95-NSD1).
Udowodniono, ze wspdtistnienie zmian genetycznych prowadzgcych do pobudzenia
niekontrolowanej proliferacji lub blokujgcych dojrzewanie komérek moze prowadzic
do rozwoju ostrej biataczki szpikowej [Sczeklik, 2018].

Warto nadmienié, ze na istotng role czynnikéw genetycznych w rozpoznaniu
oraz przebiegu ostrej biataczce szpikowej wskazuje opracowana w 2008 roku
klasyfikacja wedtug WHO. Dawny podziat morfocytochemiczny zostat zastgpiony
klasyfikacja, ktora opierata sie na powtarzajacych sie cechach cytogenetycznych oraz
molekularnych. Klasyfikacja ta zostata zaktualizowana w 2016 roku i wprowadzono do
niej nowe podtypy ostrych biataczek szpikowych takich jak: AML z genem fuzyjnym
BCR-ABL1 oraz AML ze zmutowanym genem RUNXI1 [Déhner i wsp., 2017; Szczeklik,
2018]. Wedtug najnowszych wytycznych ELN z 2017 roku stwierdzenie wystepowania
poszczegdlnych aberracji genetycznych jest réwniez jednym z najwazniejszych
elementéw diagnostycznych, rokowniczych oraz prognostycznych wsrdd pacjentéw

z ostrg biataczka szpikowa. Ponadto stwierdzenie poszczegdlnych zmian genetycznych
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moze pomdc w wyborze odpowiedniej terapii i schematu leczenia. Udowodniono
miedzy innymi, ze obecnos$¢ niezmutowanego genu fuzyjnego RUNX1-RUNX1T1 czy
mutacji biallelicznej w genie CEBPA jest korzystnym czynnikiem rokowniczym. Z kolei
stwierdzenie mutacji w genie RUNX1 czy genie TP53 jest zwigzane z niekorzystnym
rokowaniem. Ponadto badanie obecnosci gendw fuzyjnych takich jak RUNXI-
RUNX1T1 czy CBFB-MYH11 wykonywane jest gdy niezbedne jest podjecie szybkiej
decyzji o wyborze odpowiedniej terapii [Déhner i wsp., 2017].

Wsréd wymienionych powyzej aberracji genetycznych majacych potencjalny
zwigzek z rozwojem ostrej biataczki szpikowej czy oceng rokowania wsrdd pacjentéw
istotne wydajg sie zmiany w genach kodujgcych tzw. czynniki transkrypcyjne.

Czynnikiem transkrypcyjnym nazywamy biatko majgce zdolnos$¢ do wigzania
DNA w obrebie promotora genu lub sekwencji wzmacniajagcej w miejscu
odpowiedzialnym za regulacje procesu transkrypcji [Lambert i wsp., 2018; Vaquerizas
i wsp., 2009]. Gtéwng funkcjg biatkowych czynnikéw transkrypcyjnych jest regulacja
tworzenia sie kompleksu preinicjacyjnego wigzgcego DNA z promotorem genu,
wskazanie miejsca rozpoczecia procesu transkrypcji czy przyspieszanie lub hamowanie
tego procesu. Czynniki transkrypcyjne mogg by¢ aktywowane lub inaktywowane przez
inne biatka co w konsekwencji prowadzi do regulacji procesu przepisywania DNA na
RNA. Ponadto czynniki transkrypcyjne sprawujg rowniez kontrole nad procesami
réznicowania i ksztattowania sie komodrek oraz regulujg Sciezki odpowiedzi
immunologicznej [Lambert i wsp., 2018; Vaquerizas i wsp., 2009]. W swojej strukturze
posiadajg takze domene wchodzgcg w interakcje z polimerazg RNA Il lub z innymi
czynnikami transkrypcyjnymi prowadzac do zmian we wzglednym poziomie ekspresji
gendéw co w konsekwencji zaburza ilo$¢ powstajgcego produktu biatkowego [Lambert
i wsp., 2018; Vaquerizas i wsp., 2009]. Czynniki transkrypcyjne mozna podzieli¢ pod
katem mechanizmu dziatania, ich funkcji regulacyjnej czy homologii sekwencji w ich
domenach wigzgcych DNA. Biorgc pod uwage, kryterium dziatania wyrdézniamy dwie
gtowne klasy czynnikdw transkrypcyjnych: ogdlne czynniki transkrypcyjne
zaangazowane w tworzenie komplekséw preinicjacyjnych (np. TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE,
TFIIF, TFIIH) oddziatujgce z regionem promotora oraz umozliwiajgce polimerazie RNA
zainicjowanie procesu transkrypcji oraz specyficzne czynniki transkrypcyjne wigzace

z wiodacg nicig DNA przed miejscem inicjacji. Nalezg do nich miedzy innymi: SP-1, AP-
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1,C/CEBPA, c-MYC czy NF-1 i ich gtéwng rolg jest regulacja procesu transkrypciji.
Czynniki transkrypcyjne mogg by¢ takie zaangazowane w regulacje podziatéw
komédrkowych, inicjowanie procesu apoptozy czy regulacje réznicowania sie komadrek
podczas rozwoju embrionalnego [Lambert i wsp., 2018, Vaquerizas i wsp., 2009].

Udowodniono, Ze mutacje wystepujagce w genach kodujgcych czynniki
transkrypcyjne oraz zmiany w poziomie ekspres;ji czy ilosci produktéw biatkowych tych
gendw mogg by¢ zwigzane z zaburzeniami w aktywacji i przebiegu szlakdéw
biochemicznych, a takze z rozwojem wielu choréb [Lee i wsp., 2013; Lambert i wsp.,
2018; Vaquerizas i wsp., 2009]. Naukowcy potwierdzili réwniez role czynnikéw
transkrypcyjnych w prawidtowym przebiegu hematopoezy oraz rdznicowaniu sie
komérek krwiotwdrczych. Udowodniono, ze czynniki transkrypcyjne (np. TIF1-y, PU.1
czy C / EBPa) kontrolujg prawidtowy rozwdj komérek erytroidalnych oraz regulujg inne
geny odpowiedzialne za prawidtowy rozwdj uktadu krwiotwoérczego [Kehrl, 1995;
Willson i wsp., 2011; Zhu i wsp., 2002]. Mutacje, aberracje chromosomalne czy zmiany
w ekspresji czynnikow transkrypcyjnych mogg prowadzi¢ do rozwoju nowotworow
w tym ostrej biataczki szpikowej [Rosenbauer i wsp., 2005; Takei i wsp., 2019; Thoms i
wsp., 2019].

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej byta ocena polimorfizmoéw, ekspresji oraz
stwierdzenie obecnosci produktéw biatkowych wybranych czynnikow transkrypcyjnych
takich jak gen RUNX1, RUNX3, CEBPA oraz c-MYC u pacjentéw ze stwierdzong ostrg
biataczka szpikowa.

Pierwszym analizowanym czynnikiem transkrypcyjnym byt gen RUNXI.
Udowodniono, ze odgrywa on kluczowg role w prawidtowym procesie hematopoeazy
juz na wczesnym etapie rozwoju zarodkowego [Krygier i wsp., 2018; Tracey i wsp.,
2000]. Warto nadmieni¢, ze bierze réwniez udziat w tworzeniu oraz réznicowaniu sie
komodrek macierzystych szpiku kostnego [Krygier i wsp., 2018; Okuda i wsp., 2001;
Tracey i wsp., 2000]. Odkryto, ze obecnos$¢ mutacji w genie RUNX1 prowadzi do
rozwoju ostrej biataczki szpikowej oraz moze by¢ ztym czynnikiem prognostycznym
u pacjentéow z AML [Schnittger i wsp., 2011; Sczeklik, 2018]. W niniejszej rozprawie
doktorskiej przeprowadzono analize genu RUNX1 na dwdch poziomach molekularnych:
DNA oraz RNA. Pierwszym etapem analizy byta ocena polimorfizméw pojedynczych

nukleotyddéw w genie RUNX1. Badacze wskazujg, ze SNP genu RUNX1 odgrywaja role
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w rozwoju wielu choréb w tym miedzy innymi: raku prostaty, zaawansowanym raku
zotgdka czy ostrej biataczce szpikowej [Javadlar i wsp., 2020; Han i wsp., 2018; Huang
iwsp., 2011; Slattery i wsp., 2011].

W niniejszej rozprawie doktorskiej analizowanym SNP genu RUNX1 byt
polimorfizm rs2268277. Polimorfizm ten prowadzi do zamiany guaniny na cytozyne
(zamiana G>C) w pozycji 34809752 i znajduje sie w egzonie 6. Jest on zaliczany do tzw.
cichych polimorfizmdéw poniewaz nie wptywa na zmiane w kodowanym aminokwasie,
ale moze jednak ostatecznie modyfikowaé powstate podczas procesu transkrypcji
mRNA, co moze w konsekwencji prowadzi do zmiany ilosci powstajgcego produktu
biatkowego tego genu [Shastry, 2009]. Analiza czestosci rozktadu poszczegdinych
genotypow tego SNP w grupie kontrolnej oséb zdrowych w populacjach europejskich
wykazata, ze dominujgcym genotypem byt genotyp GC (odpowiednio 47,5%
w populacji dunskiej oraz 50,0% w populacji hiszpanskiej). Wykazano réwniez, ze
najrzadszym genotypem w tych populacjach byt genotyp CC (odpowiednio 12,5%
i 14,9% dla populacji dunskiej i hiszpanskiej). Genotyp GG wstepowat odpowiednio
z czestoscig 40% oraz 35,1% [Orozco i wsp., 2006 Wesoly i wsp., 2005]. W niniejszej
rozprawie doktorskiej uzyskano podobne czestosci rozktadu poszczegdinych
genotypow dla polimorfizmu rs2268277 genu RUNX1. Odpowiednio: heterozygota GC-
43,0%, homozygota zmutowana CC-17,0%, homozygota dzika GG-40,0%. Badania
przeprowadzone na populacji oséb zdrowych przez Wesoly i wsp. wykazaty, ze
dominujacym allelem polimorfizmu rs2268277 genu RUNX1 wsréd populacji duniskiej
byt allel G, ktéry wystepowat z czestosciag 64,0%, a allel C stwierdzono u 36,0%
badanych [Wesoly i wsp., 2005]. Uzyskane czestosci wystepowania poszczegdlnych
alleli u oséb zdrowych s3 podobne do wynikéw uzyskanych przez Orozco i wsp.
w populacji hiszpanskiej. Allel G pojawiat sie z czestoscig 60,1%, a allel C z czestoscia
39,9% [Orozco i wsp., 2006]. Dane uzyskane z miedzynarodowej bazy National Library
of Medicine réwniez potwierdzaja, ze w populacji europejskiej dominujgcym allelem
polimorfizmu rs2268277 genu RUNX1 jest allel G (62,9%) w porédwnaniu do allela C
(37,1%) [ncbi.nlm.nih.gov/rs2268277]. W niniejszej rozprawie doktorskiej rozktady
czestosci wystepowania poszczegdlnych alleli dla wybranego polimorfizmu dla grupy
kontrolnej sg poréwnywalne z obserwowanymi w populacjach europejskich i wynoszg

odpowiednio: allel G-62,0%, allel C-38,0%. Swiadczy to o prawidfowym dobrze grupy
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badanej oraz umozliwia odniesienie i poréwnanie otrzymanych wynikdw do tych
uzyskanych w innych populacjach kauskaskich.

Wedtug obecnego stanu wiedzy nie znaleziono jak dotgd badan opisujgcych
znaczenie badanego polimorfizmu w rozwoju nowotworéw uktadu biatokrwinkowego
dlatego uzyskane czestosci genotypow i alleli zostang poréwnane z innymi jednostkami
chorobowymi. Polimorfizm rs2268277 genu RUNX1 zostat badany miedzy innymi
w chorobach o podtozu autoimmunologicznym: toczniem rumieniowatym ukfadowym
oraz reumatoidalnym zapaleniem stawéw [Orozco i wsp., 2006; Tokuhiro
i wsp., 2003; Wesoly i wsp., 2005]. W niniejszej rozprawie doktorskiej czestosci rozktadu
poszczegdlnych genotypow i alllei polimorfizmu rs2268277 genu RUNX1 nie rdznig sie
miedzy grupg badang, a kontrolng (p= 0,9173 w przypadku genotypdw oraz p=0,9556
dla allela G, p=0,9666 dla allela C). Prawdopodobnie polimorfizm ten nie jest zwigzany
ze zwiekszong zapadalnoscig na ostrg biataczke szpikowa. Podobne wyniki uzyskali
Wesoly i wsp., ktérzy przeprowadzili ocene polimorfizmu rs2268277 genu RUNXI na
populacji dunskiej. Badania nie wykazaty réznicy pomiedzy czestoscig wystepowania
poszczegdlnych genotypow i alleli pomiedzy grupg pacjentow ze stwierdzonym
reumatoidalnym zapaleniem stawdéw, a grupg kontrolng (odpowiednio p=0,45
w przypadku genotypow oraz p=0,43 dla allela G oraz p=0,11 dla allela C) [Wesoly
i wsp., 2005]. Badania przeprowadzone w populacji hiszpanskiej przez Orozco i wsp.
w grupie pacjentéw cierpigcych z powodu tocznia rumieniowatego uktfadowego
réwniez nie wykazaty istotnych rdéznic pomiedzy obserwowanymi czesto$ciami
genotypow i alleli pomiedzy grupg badang i kontrolng (odpowiednio p=0,90 dla
genotypow oraz p=0,75 dla allela G oraz allela C) [Orozco i wsp., 2006]. W niniejszej
rozprawie doktorskiej zaobserwowano, ze wsréd heterozygot GC wiek pacjentow
W momencie rozpoznania choroby byt istotnie statystycznie wyzszy w poréwnaniu do
genotypow homozygoty dzikiej GG (p=0,0446) oraz genotypu homozygoty zmutowane;j
CC (p=0,0128). Moze to swiadczyé o pdzniejszym wystepowaniu objawdéw chorobowych
oraz fagodniejszym przebiegiem ostrej biataczki szpikowej u heterozygot GC. Srednia
wieku rozpoznania choroby u heterozygot wynosi 64,0 lata a w przypadku homozygoty
zmutowanej CC byto to 46,0 lat w dla homozygoty dzikiej GG 55,5 lat. Ponadto
wykazano, ze pacjenci, u ktérych stwierdzono obecnos$¢ allela G charakteryzowali sie

istotnie wyzszym wiekiem rozpoznania choroby niz pacjenci, u ktérych obecnosci allela
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G nie stwierdzono (p=0,0242) co zdaje sie potwierdzaé fakt iz obecnos¢ allela G moze
prowadzi¢ do pdzniejszej manifestacji objawdw klinicznych u pacjentéw z AML. Warto
zaznaczyé, ze Tokuhiro i wsp. potwierdzili z kolei istotnie statystyczny zwigzek pomiedzy
wystepowaniem zmutowanego allela C polimorfizmu rs2268277 genu RUNXI,
a czestszym wystepowaniem reumatoidalnego zapalenia stawéw wsrdd populacji
japonskiej (p=0,00035) [Tokuhiro i wsp., 2003]. Prawdopodobnie obecnos¢
zmutowanego allela C moze by¢ zwigzana ze zwiekszong chorobotwdrczoscia
u pacjentéw z RZS w populacji japoniskiej. W niniejszej rozprawie doktorskiej nie
zaobserwowano istotnego zwigzku pomiedzy czestoscig wystepowania poszczegdlnych
genotypow i alleli tego polimorfizmu a pozostatymi cechami demograficznymi oraz
kliniczno-patologicznymi. W niniejszej rozprawie doktorskiej nie zaobserwowano
wpltywu badanego polimorfizmu na wzgledny poziom ekspresji genu RUNX1 (p=1
w przypadku geotypow oraz p=0,3329 dla allela G oraz p=0,3395 dla allela C).
W przeciwienstwie do uzyskanych wynikdbw Tokuhiro i wsp. wskazali na
prawdopodobny wptyw wystepowania zmutowanego allela C na poziom ekspresji genu
RUNX1 [Tokuhiro i wsp., 2003].

Prawdopodobnie w przypadku pacjentéw z ostrg biataczkg szpikowg obecnos¢
polimorfizmu rs2268277 genu RUNX1 nie jest zwigzana z rozwojem ostrej biataczki
szpikowej. Stwierdzenie istotnie statystycznie wyzszego wieku rozpoznania choroby
u heterozygot GC w porédwnaniu do homozygot dzikich GG oraz homozygot
zmutowanych CC moze $wiadczy¢ o pdzniejszej manifestacji objawdw klinicznych oraz
chorobowych co wskazuje na potencjalny charakter ochronny tego wariantu
genetycznego.

Nastepnym etapem analizy genu RUNX1 byta ocena wzglednego poziomu
ekspresji. Dotychczas przeprowadzone badania wskazujg na role genu RUNX1 oraz jego
zréznicowanej ekspresji w rozwoju wielu choréb nowotworowych. Zaobserwowano
nieprawidtowg ekspresje genu RUNX1 w rdéznych nowotworach ztosliwych, w tym
w raku jajnika, raku piersi czy cytogenetycznie prawidtowej ostrej biataczce szpikowej
(CN-AML) [Ferrari i wsp., 2014, Fu i wsp., 2016; Ge i wsp., 2014; Krygier i wsp., 2018;
Lam i wsp., 2012]. Badania przeprowadzone przez Silva i wsp. potwierdzajg role genu
RUNX1 jako supresora nowotworowego [Silva i wsp., 2003]. Osato M. sugeruje, ze

zmniejszona ekspresja tego genu wptywa na réznicowanie sie komorek krwiotwérczych
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oraz prowadzi do rozwoju AML [Osato, 2004], Badania przeprowadzone przez Fu
i wsp. sugeruja, ze prawidtowy poziom ekspresji genu RUNX1 promuje réznicowanie
sie hematopoetycznych komérek progenitorowych, a dezaktywacja tego genu moze
prowadzié¢ do amplifikacji komérek progenitorowych oraz dalszy rozwdj AML [Fu i wsp.,
2016]. Istniejg rowniez badania, ktére wskazujg, ze gen RUNX1 posredniczy
w przezywaniu oraz proliferacji komérek biataczkowych przez co moze dziata¢ jako
onkogen i prowadzi¢ do rozwoju ostrej biataczki szpikowej a poziom ekspresji genu
RUNX1 moze odgrywac role w prognozowaniu przebiegu ostrej biataczki szpikowej
w CN-AML [Fu i wsp., 2016; Goyama i wsp., 2013; Goyama i wsp., 2015].

W niniejszej rozprawie doktorskiej poziomy transkryptu mRNA genu RUNX1
byty zrdinicowane. Zaobserwowano istotng statystycznie rdéznice we wzglednym
poziomie ekspresji tego genu miedzy kobietami i mezczyznami: kobiety wykazywaty
istotnie statystycznie wyzszy i bardziej zmienny poziom ekspresji genu (p= 0,4411) co
moze potencjalnie wptywaé na odmienny przebieg ostre] biataczki szpikowej u obu pfci.
Przeciwne wyniki uzyskali Fu i wsp., ktérzy nie znalezli istotnego zwigzku pomiedzy
wzglednym poziomem ekspresji genu RUNX1 a pfcig pacjentéw (p=0,27) [Fu i wsp.,
2016]. Kolejnym etapem analizy byta ocena zwigzku wzglednego poziomu ekspresji a 3-
letnig przezywalnoscig pacjentow. W przeprowadzonych badaniach nie stwierdzono
réznic pomiedzy wzglednym poziomem ekspresji genu RUNX1 w grupie pacjentow
u ktérych do konca czasu trwania obserwacji trwajgcej 3 lata stwierdzono zgon
w poréwnaniu do grupy pacjentdw u ktérych zgonu nie stwierdzono. Mediany
wzglednego poziomu ekspresji genu RUNX1 w obydwdch podgrupach byty niemal
identyczne (mediany wynosity odpowiednio 0,7285 vs 0,7234, p=0,4411). Wskazuje to
na fakt, ze poziom ekspresji genu RUNX1 nie jest zwigzany z rokowaniem oraz nie
wptywa na przezycie pacjentdw z AML. Uzyskane wyniki dotyczgce zwigzku poziomu
ekspresji genu RUNX1, a rokowaniem pacjentéw réznity sie od tych uzyskanych przez Fu
i wsp. Badania przeprowadzone przez Fu i wsp. udowodnity, ze zwiekszone poziomy
ekspresji genu RUNX1 moga by¢ negatywnym czynnikiem prognostycznym
u pacjentéw biataczkowych [Fu i wsp., 2016]. Odmienne wyniki uzyskali Goyama i wsp.
Stwierdzili bowiem, ze nadekspresja genu RUNX1, poprzez indukowanie rdznicowania
szpiku kostnego, prowadzi do hamowania wzrostu regularnych komodrek krwi

pepowinowe] [Goyama i wsp., 2013]. Wysunieto hipoteze, ze gen RUNX1 moze by¢é
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uznany nowym markerem stratyfikacji ryzyka u pacjentéw z ostrg biataczkg szpikowa
i moze by¢ kandydatem dla terapii przeciwnowotworowej ze wzgledu na modulacje
jego modyfikacji potranslacyjnych [Goyama i wsp., 2015]. Fu i wsp. udowodnili réwniez
ze onkogenna lub supresorowa rola genu RUNX1 zalezy od poziomu jego ekspresji [Fu
i wsp., 2016]. Zaobserwowano, ze wysoki poziom ekspresji mRNA genu RUNX1
u pacjentow z CN-AML byt zwigzany z gorszym rokowaniem, nizszym wskaznikiem
catkowitego przezycia (OS) oraz nizszym wskaznikiem przezycia wolnym od objawow
(EFS) w pordwnaniu do pacjentéw u ktérych poziom ekspresji genu byt nizszy [Fu
i wsp., 2016]. Mediana wskaznikéw OS oraz EFS u pacjentow z wyzszym poziomem
ekspresji genu RUNX1 byta nizsza w pordwnaniu do pacjentéw o obnizonej ekspres;ji
tego genu (p=0,0025) [Fu i wsp., 2016]. Jednak ta hipoteza nie zostata potwierdzona
W niniejszej rozprawie doktorskiej. W pracy stwierdzono réwniez, ze u pacjentdw,
u ktérych stwierdzono podtyp biataczki AML2 poziom ekspresji genu RUNX1 jest
najwyzszy. Jednak ze wzgledu na matg liczebnos$¢ badanej populacji analiza statystyczna
nie zostata przeprowadzona. Podobne wyniki uzyskali Fu i wsp. Sposréd wszystkich
pacjentow z CN-AML u ktdrych stwierdzono podwyzszong ekspresje genu RUNX1
u wiekszosci stwierdzono podtyp biataczki M2 (p=0,001). Ponadto oceniono rowniez, ze
w podgrupie pacjentdw o wyzszym poziomie ekspresji genu RUNXI istotnie
statystycznie czesSciej stwierdzano podtyp biataczki AML1 (p=0,0014). Moze to
sugerowal, ze u pacjentow u ktérych stwierdzono podtyp biataczki o mniejszym
stopniu zrdznicowania poziom ekspresji genu RUNXI jest wyzszy, co moze byc
niekorzystnym czynnikiem prognostycznym.

Kolejnym etapem badan byta ocena genu RUNX3 przeprowadzona na trzech
poziomach molekularnych wiaczajagc w to DNA, RNA oraz biatko. Pierwszym etapem
analizy byta ocena polimorfizmu SNP w genie RUNX3. Badacze potwierdzili istotng role
genu RUNX3 w rozwoju choréb uktadu pokarmowego a w szczegdlnosci w rozwoju
raka zotagdka oraz raka jelita grubego [Bae i wsp., 2004; Carvalho i wsp., 2005, Guo
i wsp., 2005; Krygier i wsp., 2018, Wen i wsp., 2017]. Wykazano takie zwigzek
z rozwojem nowotwordw piersi oraz rakiem szyjki macicy [Gao i wsp., 2020; Jeong
i wsp. 2018; Lau i wsp., 2006; Krygier i wsp., 2018; Robertson i wsp., 2012]. Gen RUNX3
dziata prawdopodobnie jako supresor nowotworowy, a jego obnizona ekspresja lub

inaktywacja w chorobach nowotworowych moze byé zwigzana ze zjawiskiem
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hipermetylacji w regionie promotora genu [Jeong i wsp. 2018]. Istniejg réwniez
badania, ktére wskazujg na role genu RUNX3 jako onkogenu. Badania wykazaty jego
podwyzszong ekspresje w nowotworach jajnika, raku ptaskonabtonkowym gtowy i szyi
czy raku trzustki [Barghout i wsp., 2015;. Tsunematsu i wsp., 2009; Whittle i wsp.,
2015]. Wykazano réwniez, ze gen RUNX3 ulega ekspresji w uktadzie krwiotwdrczym
(szczegdlnie we wszystkich hematopoetycznych komérkach macierzystych) co moze
wskazywaé na jego potencjalng role w rdznicowaniu sie tych komérek w szpiku
kostnym [Krygier i wsp., 2018; Haider i wsp., 2016; Wu i wsp., 2014]. Naukowcy ocenili,
ze polimorfizmy pojedynczych nukleotydéw w genie RUNX3 moga mie¢ zwigzek
z rozwojem wielu chordb nowotworowych oraz zapalnych w tym miedzy innymi raka
zotadka, jelita grubego, pecherza moczowego czy we wrzodziejgcym zapaleniu jelita
grubego [Chen i wsp., 2019; Ju i wsp., 2013; Sudrez-Villanueva i wsp., 2015; Zhang
i wsp., 2008].

Ocenianym w pracy SNP byt polimorfizm rs6672420 genu RUNX3. W wyniku
tego polimorfizmu dochodzi do zamiany adeniny na tymine (zamiana A>T) w pozycji
24964519. Obecnos¢ tego polimorfizmu prowadzi do zamiany kodowanego
aminokwasu w pozycji 19 z asparaginy (Asn) na izoleucyne (lle) co w konsekwenciji
moze prowadzi¢ do powstania biatka o zmienionej budowie oraz zaburzonej funkcji
wigzania innych czynnikow transkrypcyjnych [Shastry, 2009]. W niniejszej rozprawie
doktorskiej czestosci uzyskanych genotypéw i alleli dla badanego polimorfizmu
uzyskane dla grupy kontrolnej byly nastepujace: genotyp AT — 43%, AA — 30%, TT —
27%, allel A—=52%, allel T—48% i rdznity sie nieznacznie z zaobserwowanymi w innych
populacjach europejskich (allel A-47,9% oraz allel T-52,1%)
[ncbi.nlm.nih.gov/rs6672420]. Zgodnie z obecnym stanem wiedzy nie opisano
znaczenia roli tego polimorfizmu w rozwoju ostrych biataczek szpikowych czy innych
chorobach hematologicznych. W niniejszej rozprawie doktorskiej nie zaobserwowano
istotnie statystycznej rdznicy pomiedzy czestoscia wystepowania poszczegdlnych
genotypdéw i alleli pomiedzy grupg badang a kontrolng (odpowiednio p=0,5450 dla
genotypdéw, p=0,5991 dla allela A, p=0,4130 dla allela T). Ze wzgledu na fakt, iz rozktady
czestosci wystepowania poszczegdlnych genotypdw i alleli polimorfizmu rs6672420
genu RUNX3 pomiedzy grupag badang a kontrolng sg podobne swiadczy to o tym iz

polimorfizm ten nie jest zwigzany ze zwiekszonym ryzykiem zachorowania na ostrg
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biataczke szpikowg wsréd badanych pacjentéw. Zaobserwowano, jednak ze wsrdd
grupy badanej allel dziki A wystepowat z najwiekszg czestoscig (80,0%). Podobne
czestosci wystepowania alleli zostaty zaobserwowano przez Haider i wsp. W badaniu
przeprowadzonym na 25 pacjentach ze stwierdzonym zespotem Sézary'ego oceniono,
ze allel dziki A wystepowat u 16 z 25 pacjentéw [Haider i wsp., 2016]. W niniejszej
rozprawie doktorskiej nie stwierdzono istotnie statystycznie rdéznicy pomiedzy
wystepowatem poszczegdlnych genotypéw i alleli genu RUNX3 a cechami
demograficznymi i kliniczno-patologicznym. Zaobserwowano jednak, ze najwyzszy
$redni wiek rozpoznania choroby jest zwigzany z genotypem heterozygoty AT. Ponadto
u pacjentow bedgcych homozygotami zmutowanymi TT zaobserwowano najmniejszy
odsetek zgonu. Na podstawie analizy czasu przezycia zaobserwowano rdwniez, ze
u pacjentéow bedgcych homozygotami zmutowanymi TT prawdopodobienistwo
przezycia w trakcie trwania 3-letniej obserwacji pacjentéw byto najwyzsze. Zaleznosci
te nie byly jednak statystycznie istotne (odpowiednio p=0,2269, p=0,5013 oraz
p=0,4882). Na tej podstawie mozna wysnu¢ hipoteze, ze obecnos¢ zmutowanego allela
T moze by¢ prawdopodobnie korzystanym czynnikiem rokowniczym i prognostycznym u
pacjentow z AML. Zaleznos¢ ta powinna by¢ potwierdzona na wiekszej grupie
pacjentow. Podobne wyniki uzyskali Slattery i wsp., ktérzy zaobserwowali, ze to
genotyp homozygoty dzikiej AA oraz obecnos$¢ allela A jest sg istotnie zwigzane
z czestszym wystepowaniem raka jelita grubego w populacji amerykanskiej (p=0,0239)
[Slattery i wsp., 2011]. Obecno$¢ zmutowanego allela T moze by¢ zatem réwniez
korzystnym czynnikiem rokowniczym. Natomiast badania przeprowadzone przez Lim
i wsp. w populacji pacjentéw u ktérych stwierdzono raka zotadka wykazaty, ze obecnosé
allela zmutowanego T polimorfizmu rs6672420 genu RUNX3 jest ztym czynnikiem
rokowniczym i wigze z podwyzszonym ryzykiem rozwoju raka zotgdka (p=0,028) [Lim
i wsp., 2011]. W literaturze dostepne sg rowniez dane dotyczace zwigzku pomiedzy
obecnosci zmutowanego allela T polimorfizmu rs6672420 genu RUNX3, a poziomem
ekspresji tego czynnika transkrypcyjnego [Lim i wsp., 2011, Puig-Kréger i wsp., 2010].
W niniejszej rozprawie doktorskiej nie znaleziono zwigzku pomiedzy poziomem
ekspresji genu RUNX3, a wystepowaniem poszczegdlnych genotypdw i alleli tego SNP

(p=0,5450 dla genotypdéw oraz p=0,5991 dla allela A oraz p=0,4130 dla allela T). W celu
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potwierdzenia uzyskanych w niniejszej rozprawie wynikdw badania powinny byc¢
przeprowadzone na wiekszej grupie pacjentow.

Nastepnym etapem oceny genu RUNX3 byta analiza wzglednego poziomu jego
ekspresji. Dotychczas przeprowadzone badania potwierdzity udziat tego genu
W procesie tymopoezy oraz neurogenezie. Potwierdzono réwniez supresorowg role
tego genu w raku zotagdka [Cheng i wsp., 2008; Inoue i wsp., 2002; Taniuchi i wsp.,
2002; Li i wsp., 2002]. Jiang i wsp. wykazali, ze obnizony poziom ekspresji genu RUNX3
jest zwigzany z rozwojem raka piersi. Prawdopodobng przyczyng tego procesu jest
inaktywacja genu spowodowana hipermetylacjg w regionie promotora [Jiang i wsp.,
2008]. Oceniono roéwniez role ekspresji genu RUNX3 u pacjentéw z ostrg biataczka
szpikowg. Badanie przeprowadzone przez Cheng i wsp. wykazato, ze ekspresja genu
RUNX3 moze by¢ niezaleznym czynnikiem prognostycznym u dzieci z ostrg biataczka
szpikowa. W tym badania zaobserwowano, ze wyiszy poziom ekspresji genu RUNX3
byt zwigzany z krotszym czasem EFS i OS (p=0,038) [Cheng i wsp., 2008]. Podobne
wyniki uzyskano w niniejszej rozprawie doktorskiej. Zaobserwowano istotne
statystyczng rdznice miedzy poziomem ekspresji genu RUNX3 u pacjentow u ktérych
do konca czasu trwania obserwacji trwajgcego 3 lata stwierdzono zgon w porownaniu
do grupy pacjentow u ktdrych zgonu nie stwierdzono. Wyzszy poziom ekspresji genu
RUNX3 byt zwigzany z gorszym rokowaniem pacjentow z AML (p=0,0373). Ponadto
przeprowadzona analiza czasu przezycia pozwolita stwierdzi¢, ze nizsze
prawdopodobieistwo przezycia wystepuje w grupie pacjentéw u ktérych stwierdzono
podwyzszone poziomy ekspresji genu RUNX3. Uzyskane wyniki sg podobne do tych
otrzymanych przez Cheng i wsp. [Cheng i wsp., 2008]. Na tej podstawie mozna
stwierdzi¢, ze poziom ekspresji genu RUNX3 moze by¢ potencjalnym czynnikiem
prognostycznym u pacjentéw z ostrg biataczkg szpikowga. Podobne wyniki uzyskali
Lacayo i wsp. [Lacayo i wsp., 2004]. Jednak badanie to zostato przeprowadzone na
pacjentach nalezgcych do grupy mutantéw FLT3, co mogto mie¢ rowniez wptyw na
wskaznik przezycia wolny od objawoéw EFS (p=0,018) [Lacayo i wsp., 2004]. W niniejszej
rozprawie nie stwierdzono istotnie statystycznego zwigzku miedzy pozostatymi
cechami demograficznymi oraz kliniczno-patologicznymi takimi jak wiek, ptec
pacjentéw czy rozpoznanie ostrej biataczki szpikowej wedtug klasyfikacji FAB,

a wzglednym poziomem ekspresji genu RUNX3. Podobne wyniki uzyskali Cheng i wsp,
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ktorzy rowniez nie stwierdzili statystycznie istotnego zwigzku miedzy tymi cechami
a wzglednym poziomem ekspresji genu RUNX3 [Cheng i wsp., 2008]. Moze to
wskazywac na fakt iz wzgledny poziom ekspresji genu RUNX3 nie jest zwigzany z ptcig
pacjentéw ze stwierdzong ostrg biataczkg szpikowa. Zaobserwowano jednak, ze
u pacjentdw u ktorych poziom ekspresji genu RUNX3 byt nizszy czesciej stwierdzano
podtyp biataczki M2 i M4 [Cheng i wsp., 2008]. W niniejszej rozprawie doktorskiej
rowniez uzyskano najnizsze poziomy ekspresji genu RUN3 wsrdéd pacjentow ze
stwierdzonym AML4 jednak ze wzgledu na matfg liczebnos$¢ podgrupy pacjentéow
analiza statystyczna nie zostata przeprowadzona. Wyniki wzglednego poziomu
ekspresji genu RUNX3 uzyskane w niniejszej rozprawie doktorskiej byty zréznicowane
oraz nieco wyzsze od tych uzyskanych przez Cheng i wsp. (mediany wynosity
odpowiednio: 0,0379- 8,5445 vs 0,006-0,677). Zaobserwowane rdznice mogg wyniki
z odmiennego wieku pacjentéw zrekrutowanych do obu badan. W przypadku niniejsze;j
rozprawy doktorskiej mediana wieku wszystkich pacjentéw zrekrutowanych do
badania wynosita 61,5 lat, a w przypadku badan przeprowadzonych przez Cheng et al.
byto to 8,5 roku [Cheng i wsp., 2008]. Prawdopodobnie moze to swiadczy¢ o tym iz
wzgledy poziom ekspresji genu RUNX3 jest obnizony u dzieci oraz rosnie wraz
z wiekiem pacjentéw. Moze to Swiadczy¢é o odmiennym przebiegu choroby
u pacjentow dorostych w poréwnaniu do populacji pediatryczne;j.

Ostatnim etapem oceny genu RUNX3 byta analiza jakosciowa jego produktu
biatkowego. Jakosciowg obecnos¢ biatka RUNX3 stwierdzono jedynie w 3 prébach
surowicy uzyskanej od pacjentéw z ostrg biataczky szpikowa (16,7%). Dostepne dane
piSmiennictwa wskazujg na obnizone stezenie i aktywnos$¢ tych biatek w surowicy krwi
[RUNX3 genecards.org]. Wykazano, ze aktywno$¢ biatka RUNX3 obserwowana jest
w osoczu, monocytach, limfocytach B oraz limfocytach T posiadajgcych receptory CD4,
CD8 oraz komérkach NK. W innych rodzajach komérek oraz tkankach aktywnos¢ biatka
RUNX3 jest znikoma [RUNX3 genecards.org]. Uzyskane w rozprawie wyniki sg zgodne
z dostepnymi danymi z piSmiennictwa. Ponadto istniejg doniesienia o wystepowaniu
zjawiska hipermetylacji w genie RUNX3. Hipermetylacja ujemnie koreluje z poziomem
ekspresji gendw. Byé moze nasilony proces hipemetylacji w genie RUNX3 moze byc
zwigzany z obnizeniem stezenia i aktywnosci biatka RUNX3 w wielu komérkach

i tkankach [Jeong i wsp. 2018].
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W niniejszej rozprawie doktorskiej, w celu okreslenia rokowania w grupie
badanych pacjentéw ze stwierdzong ostrg biataczkg szpikowa oceniono obecnosé genu
fuzyjnego RUNX1/RUNX1T1. Wedtug najnowszych wytycznych ELN z roku 2017
obecnos¢ genu fuzyjnego RUNX1-RUNX1T1 jest uznawana za korzystny czynnik
rokowniczy wsrdd pacjentéw z AML [Déhner i wsp., 2017; Szczeklik, 2018]. Gen fuzyjny
RUNX1-RUNX1T1 indukuje réwniez samoodnawianie sie komoérek krwiotwérczych,
a takze hamuje ich pdiniejsze rdzinicowanie [Tonks i wsp., 2006]. Stwierdzenie
obecnosci tego genu pozwala réwniez na ocene rokowania oraz dostosowania
odpowiedniego leczenia u pacjentéw z ostrg biataczkg szpikowa. Udowodniono, ze gen
fuzyjny RUNX1-RUNXI1T1 jest zwigzany z dobrym rokowaniem oraz mniejszym
ryzykiem nawrotu choroby. Ponadto pacjenci u ktérych stwierdzono obecnos¢ genu
fuzyjnego charakteryzujg sie wyzszym odsetkiem catkowitej remisji oraz maja
tendencje do pozytywnej odpowiedzi na leczenie cytarabing w duzych dawkach
i antracykling [Déhner i wsp., 2017; Tonks i wsp., 2006; van der Kouwe i wsp., 2019].
Obecnie nie wiadomo, dlaczego pacjenci, u ktérych stwierdzono obecnos¢ genu
fuzyjnego charakteryzujg sie dobrym rokowaniem. Warto jednak nadmieni¢, ze
stwierdzenie obecnosci zmutowanej formy genu fuzyjnego RUNX1-RUNX1T1 jest ztym
czynnikiem rokowniczym i prognostycznym wsrdod pacjentéw z AML [Krauth i wsp.,
2014; Szczeklik, 2018; Sood i wsp., 2017; Tokumasu i wsp., 2015]. Wedtug dostepnych
badan gen fuzyjny RUNX1/RUNX1T1 wystepuje w okoto 7% pacjentéw z ostrg
biataczka szpikowg i najczesciej jest diagnozowany u pacjentéw u ktérych stwierdzono
podtyp AML2 czyli biataczke mieloblastyczng o cechach dojrzewania [Forster i wsp.,
2016; Lam i wsp., 2012; Miiller i wsp., 2008; van der Kouwe i wsp., 2019].

W niniejszej rozprawie doktorskiej gen fuzyjny zostat stwierdzony u 2
pacjentéw co stanowito 4,34% badanych. U jednego z dwdéch pacjentédw rozpoznano
podtyp biataczki AML2. Uzyskane wyniki sg podobne do wynikdw dostepnych
w pismiennictwie. Warto nadmienic, ze u wszystkich pacjentéw, u ktérych stwierdzono
obecnos$¢ genu fuzyjnego RUNXI-RUNX1T1 zaobserwowano lepsze rokowanie (nie
stwierdzono zgonu do korica czasu trwania 3 letniej obserwacji). Ze wzgledu na fakt iz
W niniejszej rozprawie doktorskiej oznaczono dzikg forme genu fuzyjnego RUNX1-

RUNX1T1 mozna wysnu¢ wniosek, ze obecnos¢ niezmutowanej formy tego genu jest
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zwigzana z lepszym rokowaniem u pacjentow. Uzyskane wyniki s zgodne z danymi
literaturowymi. Istotne bytoby wykonanie tych oznaczen na wiekszej grupie pacjentow.

Kolejnym czynnikiem transkrypcyjnym, ktory zostat oceniony w niniejszej pracy
doktorskiej byt gen CEBPA. Analiza tego genu zostata przeprowadzona na dwdch
poziomach molekularnych: RNA oraz na poziomie biatka. Udowodniony, ze gen CEBPA
odpowiada za modulacje i regulacje ekspresji innych genéw odpowiedzialnych miedzy
innymi za przebieg procesu cyklu komdrkowego, regulacje masy ciata oraz
réznicowanie sie komorek krwi w tym miedzy innymi granulocytéw [Szmajda i wsp.,
2019; Wang i wsp., 2003; Porse i wsp., 2001; Pabst i wsp. 2009]. Analize genu CEBPA
przeprowadzono za wzgledu na fakt, iz dotychczas przeprowadzone badania wykazaty,
ze gen ten odpowiada réwniez za regulacje rownowagi miedzy proliferacjg
i réznicowaniem komédrek  szpikowych podczas  wczesnego rozwoju
hematopoetycznego [Chapiro i wsp., 2006]. Biatko kodowane przez gen CEBPA
wzmacnia ekspresje czesci biatek granulocytéw oraz peptydéow zawartych w ich
ziarnistosciach oraz dziata jako represor ekspresji gendow stymulujgcych erytropoeze.
Warto nadmienié, ze aktywnos$¢ genu CEBPA zmienia sie podczas rozwoju komorek
mieloidalnych i stopniowo maleje w dojrzewajgcych granulocytach [Pabst i wsp., 2009;
Pieronkiweicz i wsp., 2010; Zhang i wsp., 2004]. W piSmiennitwie Istniejg rowniez
doniesienia wskazujgce na role tego genu jako supresora w nowotworach
hematologicznych jak i niehematologicznych [Pabst i wsp., 2009]. Doniesienia w tym
zakresie sg jednak niejasne. Poziomy ekspresji genu CEBPA pomiedzy pacjentami
z AML, a osobami zdrowymi sg zacznie zréznicowane [Gholami i wsp., 2019]. Istnieja
prace opisujagce podwyzszony poziom ekspresji tego genu u pacjentow z AML co
potwierdza jego istotng role w rozwoju i progresji ostrej biataczki szpikowej [Chapiro
i wsp., 2006; Gholami i wsp., 2019]. Z kolei dostepne sg rowniez badania opisujace
obnizong ekspresje tego genu u pacjentéw z biataczkg [Grossmann i wsp., 2012; Paz-
Priel i wsp., 2011]. To czy gen CEBPA petni funkcje supresorowg czy onkogenng nie
zostato jeszcze dokfadnie wyjasnione.

Goholami i wsp. ocenili poziom ekspresji genu CEBPA zardwno u pacjentéw
z ostrg biataczkg szpikowa jak i u pacjentéw zdrowych. Badania te wykazaty, ze
ekspresja genu CEBPA jest podwyzszona u pacjentow z AML w stosunku do grupy

kontrolnej (p=0,027) [Gholami i wsp., 2019]. Podobne wyniki otrzymali Fatemeh
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Salarpour i wsp. W tych badaniach réwniez stwierdzono, ze ekspresja genu CEBA jest
podwyzszona u pacjentéow biataczkowych (p<0.0001) [Salarpour i wsp., 2017]. Do
podobnych wnioskéw doszli takze Szmajda i wsp., ktdrzy poréwnywali wzgledy poziom
ekspresji genu CEBPA u pacjentéw z ostrg biataczkg limfoblastyczng w poréwnaniu do
ostrej biataczki szpikowej. W przypadku pacjentéw z AML poziom ekspresji CEBPA
wykazat wyisze poziomy ekspresji w poréwnaniu do pacjentéw z ALL (p<0,0000)
[Szmajda i wsp., 2019]. W rozprawie doktorskiej wzgledny poziom ekspresji genu
CEBPA charakteryzowat sie najwiekszym zrdznicowaniem i byt najwyiszy z posréd
wszystkich pozostatych przebadanych czynnikéw transkrypcyjnych. Warto jednak
nadmienié, ze nie przeprowadzono analizy oceny poziomu ekspresji tego genu
w grupie kontrolnej oraz nie poréwnano uzyskanych wynikdw pomiedzy obiema
grupami dlatego poréwnanie uzyskanych wynikéw do tych, ktérzy otrzymali Szmajda
i wsp., Goholami i wsp. oraz Fatemeh Salarpour i wsp. nie jest mozliwe.

Ponadto Gholami i wsp. stwierdzili, ze w grupie pacjentow z AML znacznie
wyzszy poziom ekspresji genu CEBPA zaobserwowano u dorostych mezczyzn (p=0,006)
[Gholami i wsp., 2019]. Do podobnych wnioskéw doszli Szmajda i wsp. gdzie rowniez
wykazano, ze mezczyini prezentowali podwyzszone i bardziej zréznicowane poziomy
MRNA genu CEBPA (p=0,032) [Szmajda i wsp., 2019]. W niniejszej rozprawie réwniez
zaobserwowano nieco wyzsze poziomy wzglednego poziomu ekspresji tego genu
w grupie mezczyzn w poréwnaniu do kobiet (1,6782 vs 1,6011). Zaleznos¢ ta nie byta
jednak statystycznie istotna (p=0,8325). Prowadzone badania udowodnity, ze gen
CEBPA ulega czestym mutacjom w AML (okoto 7-15% przypadkdéw) oraz mogg one
wptywac na jego ekspresje [Lin i wsp., 2005; Pabst i wsp., 2009; Pieronkiweicz i wsp.,
2010]. Badania przeprowadzone przez Sahar Barjesteh van Waalwijk van Doorn-
Khosrovan i wsp. dowiodty, ze obecnos$¢ mutacji biallelicznych w genie CEBPA moze
by¢ korzystnym czynnikiem prognostycznym i rokowniczym wsrdd pacjentéw z AML.
W badaniu tym potwierdzono, ze obecno$¢ zmutowanej formy genu prowadzi do
znacznego obnizenia wskaznikéw EFS oraz OS w pordéwnaniu do pacjentéw bez
stwierdzonej mutacji (odpowiednio p=0,02, p=0,03). Zasugerowano rowniez, ze
obnizony poziom ekspresji genu CEBPA moze by¢ zwigzany ze ztym rokowaniem
[Barjesteh van Waalwijk van Doorn-Khosrovani i wsp., 2003]. Z kolei w niniejszej

rozprawie doktorskiej zaobserwowano tendencje do wystepowania nieco wyzszych
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poziomow ekspresji genu CEBPA u pacjentéw charakteryzujgcych sie gorszym
rokowaniem (stwierdzenie zgonu w czasie 3 letniej obserwacji). Uzyskane wyniki sg
one sprzeczne z opublikowanymi przez Sahar Barjesteh van Waalwijk van Doorn-
Khosrovan i wsp. Warto zaznaczyé, ze uzyskana w niniejszej rozprawie zaleznos¢ nie
byta istotna statystycznie (p=0,5858). Dlatego wydaje sig, ze wzgledny poziom ekspresji
genu CEBPA nie wptywa na rokowanie w tej grupie pacjentéow z AML.

Istotny wydaje sie rédwniez zwigzek pomiedzy typem ostrej biataczki szpikowej
wedtug klasyfikacji FAB, a poziomem mRNA genu CEBPA. Fatemeh Salarpou i wsp.
zaobserwowali obnizony poziomy ekspresji genu CEBPA w podtypie biataczki M3
a podwyziszony w typie M4 [Salarpour i wsp., 2017]. Z kolei w niniejszej rozprawie
doktorskiej uzyskane wyniki byty odwrotne. Najnizsze poziomy ekspresji genu CEBPA
uzyskano w podtypie biataczki M1 oraz M4, a najwyzsze w podtypie M3. Uzyskane
wyniki byt zgodne z badaniami przeprowadzonymi przez Kassem i wsp., ktérzy znalezli
istotnie statystycznie zwigzek pomiedzy podwyziszonym poziomem ekspresji genu
CEBPA w podtypem AML M3 (p=0,036) [Kassem i wsp., 2013]. Rdznice w doniesieniach
literaturowych moga wynika¢ z odmiennej liczebnosci grup badanych i roéznic
populacyjnych.

Nastepnie oceniono jakosciowo biatko CEBPA, ktére jest produktem biatkowym
genu CEBPA. Przeprowadzona w niniejszej rozprawie doktorskiej analiza jakosciowa
technika Western-Blot ujawnita obecnos¢ tego biatka we wszystkich analizowanych
surowicach chociaz wynik reakcji wskazywat na wystepowania tego biatka w bardzo
niskich stezeniach. Dostepne publikacje rowniez wskazujg, na obnizone stezenie tego
biatka w surowicy krwi. Podobne wyniki uzyskano przy ocenie poziomu aktywnosci
biatka CEBPA. Zaobserwowano aktywnos¢ tego biatka w watrobie i tozysku natomiast
poziomy CEBPA w pozostatych narzadkach i komodrkach jest znaczne obnizona [CEBPA
genecards.org].

Ostatnim czynnikiem, ktéry byt analizowany w niniejszej rozprawie doktorskiej
byt gen c-MYC. Jego analiza zostata przeprowadzona jedynie na poziomie mRNA. Gen c-
MYC jest czynnikiem transkrypcyjnym zaliczanym do protoonkogendw. Reguluje poziom
ekspresji wielu gendw oraz prowadzi do zwiekszania poziomu ich transkryptéw mRNA.
Dostepne w piSmiennictwie dane wskazujg, ze gen c¢-Myc jest jednym

z czynnikdw transkrypcyjnych odgrywajgcych istotng role w procesie hematopoezy
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[Delgado i wsp, 2010; Wilson i wsp., 2004]. Wykazano, ze gen ten jest niezbedny do
zachowania prawidtowej rownowagi miedzy samoodnawianiem a réznicowaniem sie
hematopoetycznych komérek macierzystych [Fagnocchi i wsp., 2017; lavarone i wsp.,
2014; McMahon i wsp., 2014]. Wykazano réwniez, ze zréznicowana ekspresja genu c-
MYC moze by¢ zwigzana z postepem choroby oraz moze by¢ czynnikiem rokowniczym
oraz prognostycznym u pacjentdw z AML [Ohanian i wsp., 2019; Pan i wsp., 2014].

Badania dotyczace roli i znaczenia zmienionego poziomu ekspresji genu c-MYC
jako czynnika prognostycznego u pacjentow z ostrg biataczky szpikowg sg niejasne.
Badania przeprowadzone przez Akhter Ariz i wsp. dowiodty, ze nadekspresja genu MYC
w powigzaniu ze zwiekszonym poziomem ekspresji genu BCL2 jest istotnie statystycznie
zwigzana z nizszym wspotczynnikiem catkowitego przezycia (p<0,036). Na podstawie
tych badan mozna wysnu¢ wniosek, ze podwyzszona ekspresja genu c-MYC jest
niekorzystnym czynnikiem rokowniczym u pacjentéw z AML [Akhter i wsp., 2018]. Do
podobnych wnioskéw doszli Maro Ohanian i wsp., ktorzy z kolei potwierdzili role
ekspresji biatka MYC jak czynnika prognostycznego u pacjentéw z AML. Dowiedli oni, ze
dtuiszy czas do osiggniecia stanu remisji korelowat z nadekspresjg biatka MYC
(p=0,028). Ponadto zaobserwowano, ze zwiekszony poziom ekspresji tego biatka jest
niekorzystnym biomarkerem przezycia w grupie pacjentéw powyzej 55 roku zycia
[Ohanian i wsp., 2019]. Warto nadmieni¢, ze badacze skupili sie na roli biatka c-MYC
a nie zbadali poziomu ekspresji transkryptu tego genu. Poziom ekspresji genu c-MYC
u pacjentéw z AML zostat rowniez przebadany przez Mohammad Sayyadi i wsp.
Badanie to rowniez wykazato zwiekszong ekspresje genu c-MYC wsréd pacjentéw
biataczkowych w poréwnaniu do grupy kontrolnej (p<0,05) [Sayyadi i wsp., 2020].
W przeciwienstwie do wynikdow uzyskanych przez Mohammad Sayyadi i wsp.,
W niniejszej rozprawie doktorskiej zaobserwowano, ze wzgledny poziom ekspresji genu
c-MYC jest obnizony u pacjentéw z ostrg biataczkg szpikowa. Nie znaleziono ponadto
istotnie statystycznych rézni¢ pomiedzy wzglednym poziomem ekspresji genu c-MYC
a danymi demograficznymi oraz kliniczno-patologicznymi takimi jak: wiek, pteé czy
rozpoznanie wedtug FAB. Podobnych zaleznosci nie zaobserwowali réwniez
Mohammad Sayyadi i wsp. oraz Ohanian i wsp.

Z kolei Muhammed Kashif Mughail i wsp. zaobserwowali, ze obnizone poziomy

stezenia biatka c-MYC wystepuja w grupie pacjentow zaliczanych do tzw.
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niekorzystnego rokowania. Ponadto u tych pacjentédw stwierdzono nizszy wskaznik OS
(p=0,001) [Mughail i wsp., 2017]. Moze to wskazywaé na fakt iz obnizone poziomy
biatka c-MYC u pacjentéw z niekorzystnym rokowaniem moga by¢ zwigzane z gorsza
prognozy i przebiegiem choroby. Badania przeprowadzone przez Antonella Poloni
i wsp. opisujg zwiekszony poziom ekspresji genu c-MYC u pacjentow biataczkowych
w poréwnaniu z pacjentami zdrowymi. Jednak zaobserwowano réwniez, ze
u pacjentéw u ktérych wystgpita delecja chromosomu 5 (del5q), ktéra jest zaliczana do
niekorzystnych czynnikdw ryzyka, ekspresja genu c-Myc réwniez byta obnizona [Poloni
i wsp., 2013]. W niniejszej rozprawie doktorskiej zaobserwowano, tendencje do
wystepowania nizszych poziomow ekspresji genu ¢c-MYC u pacjentow u ktérych w czasie
trwania 3 letniej obserwacji  stwierdzono zgon. RAwniez  ocenione
prawdopodobienstwo przezycia w tej grupie pacjentdw byta nizsze. By¢ moze obnizona
ekspresja tego genu moze by¢ niekorzystnym czynnikiem rokowniczym u tych
pacjentow. Uzyskane wyniki nie byly jednak statystycznie istotne (p=0,8437). Warto
jednak zaznaczyé¢, ze w niniejszej rozprawie nie klasyfikowano pacjentéw pod katem
czynnikow ryzyka tak jak zrobili to Antonella Poloni i wsp. Prawdopodobnie poziomy
ekspresji genu c-MYC oraz kodowanego przez niego biatka mogg dwojako wptywac na
rokowanie oraz prognoze wsrod pacjentéow z AML. Moze by¢ to zwigzane
z przynaleznoscig pacjentéw do okreslonej grupy ryzyka (korzystnego, posredniego lub
niekorzystanego).

Podsumowujac, obecnos¢ polimorfizmu rs2268277 w genie RUNX1
prawdopodobnie nie jest zwigzana z rozwojem AML, ale moze mie¢ wptyw na przebieg
choroby wsrdéd pacjentéw. Polimorfizm rs6672420 genu RUNX3 nie jest zwigzany
z zapadalnoscig oraz przebiegiem i rokowaniem. W niniejszej rozprawie doktorskiej
wykazano réwniez, ze rdinice we wzglednym poziomie ekspresji czynnikow
transkrypcyjnych zaliczanych do genéw z rodziny RUNX mogg mie¢ zwigzek
z przebiegiem ostrej biataczki szpikowej oraz mogg by¢ uznane za niekorzystny czynnik
rokowniczy wsréd pacjentow. W przypadku pozostatych wybranych czynnikéw
transkrypcyjnych nie okreslono roli wzglednego poziomu ekspresji w rozwoju AML.

Przeprowadzone analizy mogg stanowi¢ wstep do kontynuacji oraz
przeprowadzenia dalszych badan dotyczacych oceny roli czynnikdw transkrypcyjnych

W rozwoju oraz przebiegu ostrej biataczki szpikowej oraz poszukiwania nowych
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biomarkeréw zwigzanych z t3 choroba. Istotne wydaje sie zwiekszenie liczebnosci
grupy badanej oraz przeprowadzenie analiz na wszystkich trzech poziomach
molekularnych DNA-RNA-biatko. Warte uwagi bytoby zbadanie innych kluczowych
czynnikdw epigenetycznych, ktore moga potencjalnie wptywac na zapadalnos¢ oraz

przebieg i rokowanie u pacjentéw cierpigcych z powodu ostrej biataczki szpikowe;.
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Whioski

Wyniki uzyskane w niniejszej rozprawie doktorskiej pozwolity na przedstawienie
nastepujacych wnioskéw:

7
L X4

Polimorfizm rs2268277 genu RUNXI1 nie jest zwigzany ze zwiekszonym

ryzykiem rozwoju AML.

Istotny statystycznie zwigzek pomiedzy stwierdzeniem wyzszego wieku
W momencie rozpoznania choroby stwierdzonym u pacjentéw z genotypem
GC (polimorfizm rs2268277 genu RUNX1) w poréwnaniu do homozygot
dzikich GG oraz genotypem homozygoty zmutowanej CC moze S$wiadczyé
o pbiniejszym wystepowaniu objawdw chorobowych, tagodniejszym
przebiegiem oraz podiniejszg manifestacjg objawdw klinicznych ostrej

biataczki szpikowej wsrdd chorych bedacych heterozygotami.

Obecnos¢ dzikiego allela G polimorfizmu rs2268277 genu RUNX1 byta
istotnie statystycznie zwigzana z wyzszym wiekiem rozpoznania choroby

w poréwnaniu do pacjentéw u ktorych obecnosci allela G nie stwierdzono.

Brak istotnych statystycznie réznic pomiedzy czestosciami wystepowania
poszczegdlnych genotypow i alleli polimorfizmu rs6672420 genu RUNX3
pomiedzy grupg badang a kontrolng oraz brak istotnych statystycznie
zwigzkéw miedzy wybranymi danymi demograficznymi oraz kliniczno-
patologicznymi u pacjentéw z ostrg biataczka szpikowg wskazujg na brak
wptywu badanego polimorfizmu na etiopatogeneze oraz zachorowalnos¢ na

AML.

Polimorfizm rs2268277 genu RUNX1 oraz polimorfizm rs6672420 genu

RUNX3 nie wptywaja na wzgledny poziom ekspresji tych gendéw.

Istotnie statystycznie wyziszy wzgledny poziom ekspresji genu RUNX1
stwierdzony u kobiet w porédwnaniu do podgrupy meziczyzn moze
potencjalnie wptywaé na zapadalnos¢ oraz odmienny przebieg ostrej

biataczki szpikowej u obu ptci.
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Istotnie statystycznie podwyzszone poziomy ekspresji genu RUNX3 w grupie
pacjentéw ktdérzy w czasie trwania 3-letniej obserwacji charakteryzowali sie
krotszym czasem przezycia mogg by¢ zwigzane z gorszym rokowaniem oraz
wyzszym wskaznikiem $miertelnosci u tych pacjentdw. Podwyzszona
wzgledna ekspresja genu RUNX3 moze by¢ ztym czynnikiem prognostycznym

u pacjentow z AML.

Brak istotnych statystycznie zaleznosci pomiedzy wzglednym poziomem
ekspresji genu CEBPA oraz c-MYC a wybranymi cechami demograficzno-
klinicznymi wskazuje na brak zwigzku ekspres;ji tych genéw z rozwojem oraz

przebiegiem AML.

Stwierdzona obecnos$é genu fuzyjnego RUNX1/RUNXI1T1 u pacjentéw z AML

jest korzystnym czynnikiem rokowniczym.

Uzyskane niskie stezenia biatek CEBPA oraz stwierdzenie jakosciowej
obecnosci biatka RUNX3 u 3 pacjentdw potwierdza fakt iz ekspresja tych
biatek w surowicy krwi jest niezwykle obnizona. Prawdopodobnie na ilos¢
powstajgcego biatka w réinych komérkach i tkankach wptywajg zmiany
epigenetyczne oraz modyfikacje potranslacyjne. Potwierdzenie tych

wynikow wymaga dalszych analiz.
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Streszczenie

Ostra biataczka szpikowa nalezy do grupy heterogennych choréb
nowotworowych uktadu biatokrwinkowego. Charakteryzuje sie klonalng proliferacjg
oraz rozrostem w szpiku kostnym oraz we krwi, transformowanych nowotworowo
komoérek blastycznych, ktore wywodzgcg sie z prekursorowej komérki mieloidalne;j.
Przebieg ostrej biataczki szpikowej jest niezwykle ciezki: nieleczona, moze w ciggu kilku
tygodni doprowadzi¢ do smierci chorego. Sposréd czynnikéw, ktére mogg prowadzié
do rozwoju AML coraz wieksza uwage przyktada sie do roli molekularnych wskaznikéw
transformacji nowotworowej, ktore mogg przyczynic sie do powstania
samoodtwarzajgcego sie klonu komadrek biataczkowych. Wsréd aberracji genetycznych
majacych potencjalny zwigzek z rozwojem AML czy oceng rokowania wsrdd pacjentow
istotne wydajg sie zmiany w genach kodujgcych tzw. czynniki transkrypcyjne,
regulujgce procesy transkrypcji, a takze kontrolujgce procesy rdznicowania
i ksztattowania sie komorek.

Do czynnikow transkrypcyjnych nalezg miedzy innymi biatka kodowane przez
geny z rodziny RUNX (RUNX1 oaz RUNX3) oraz geny CEBPA oraz c-MYC.

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej byta ocena polimorfizmdw, poziomow
ekspresji oraz obecnosci produktéw biatkowych gendw, kodujgcych czynniki
transkrypcyjne, potencjalnie zaangazowanych w leukemogeneze oraz patogeneze AML.
Analize przeprowadzono na trzech poziomach molekularnych, wigczajgc w to DNA, RNA
oraz produkt biatkowy. Polimorfizmy pojedynczych nukleotydéw dla genéw RUNX1
(rs2268277) oraz RUNX3 (rs6672420) zostaty ocenione przy wykorzystaniu techniki
PCR-RFLP. Za pomocg techniki RT-qPCR przeprowadzono analize wzglednych
poziomow ekspresji gendw RUNX1, RUNX3, CEBPA oraz c-MYC. Obecnos¢ produktéw
biatkowych gendw RUNX3 oraz CEBPA zostata oceniona przy wykorzystaniu metody
Western-Blot. Dodatkowym ocenianym parametrem byfa rowniez obecnos¢ ekspresji
genu fuzyjnego RUNX1-RUNX1T1 u pacjentdw z ostrg biataczky szpikowg przy uzyciu
metody RT-gPCR z wykorzystaniem sondy typu TagMan. Grupa badana sktadata sie
z 46 pacjentéw ze stwierdzong ostrg biataczky szpikowga. Materiatem badanym byta
krew pobrana na EDTA z ktérej wyizolowano odpowiednio DNA oraz RNA. Préby krwi
pochodzity z Instytutu Hematologii i Transfuzjologii w Warszawie. Uzyskane wyniki

genotypowania zostaty poréwnane do 60 préb DNA wyizolowanego od zdrowych oséb.
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Wszystkie uzyskane wyniki zostaty poréwnane z danymi demograficznymi oraz
kliniczno-patologicznymi pacjentow.

Analiza uzyskanych wynikdw pozwolita na wyciggniecie nastepujgcych
whnioskdéw. Obecnos¢ polimorfizmu rs2268277 genu RUNXI1 nie jest zwigzana ze
zwiekszonym ryzykiem rozwoju AML, natomiast heterozygoty GC oraz pacjenci
u ktérych wystepuje allel dziki G charakteryzujg sie wyzszym wiekiem w momencie
rozpoznania choroby w poréwnaniu do homozygot dzikich GG oraz homozygot
zmutowanych CC co moze S$wiadczy¢é o pdzniejszym wystepowaniu objawdw
chorobowych oraz o podzniejszej manifestacji objawdéw klinicznych. Polimorfizm
rs6672420 genu RUNX3 nie wptywa na poziom jego ekspresji oraz nie ma zwigzku
z etiopatogenezg oraz zachorowalnoscig na AML.

Analiza poziomow transkryptéw genéw CEBPA oraz c-MYC wskazuje na brak
zwigzku pomiedzy poziomem ekspresji tych gendw a rozwojem oraz przebiegiem AML.
Stwierdzone istotnie wyzsze poziomy ekspresji genu RUNX1 u kobiet w poréwnaniu do
mezczyzn, co moze potencjalnie wptywaé na zapadalnos$¢ oraz odmienny przebieg
ostrej biataczki szpikowej u obu pfci. Istotnie statystycznie podwyziszone poziomy
ekspresji genu RUNX3 w grupie pacjentow, ktérzy w czasie trwania 3-letniej obserwaciji
charakteryzowali sie krotszym czasem przezycia mogg by¢ zwigzane z gorszym
rokowaniem oraz wyzszym wskaznikiem sSmiertelnosci u tych pacjentéw. Podwyzszona
wzgledna ekspresja genu RUNX3 moze by¢ ztym czynnikiem prognostycznym
u pacjentéw z AML. Jednak uzyskane wyniki powinny zosta¢ potwierdzone na wiekszej
grupie pacjentow. Ponadto stwierdzenie obecnosci genu fuzyjnego RUNX1/RUNX1T1
u grupie pacjentéw z AML potwierdza jego role jako korzystny czynnik rokowniczy.
Uzyskane niskie stezenia biatek CEBPA oraz stwierdzenie jakosciowej obecnosci biatka
RUNX3 jedynie u 3 pacjentow potwierdza fakt, iz ekspresja tych biatek w surowicy krwi
jest niezwykle obnizona. Potwierdzenie tych wynikéw wymaga dalszych analiz.

Poznanie funkcji oraz petnej charakterystyki genéw z rodziny RUNX oraz gendéw
CEBPA oraz c-MYC w grupie pacjentdw z ostrg biataczkg szpikowg moze by¢ szczegdlnie
pomocne w ocenie rokowania oraz moze byé uznane ze czynnik rokowniczy. Moze
przetozyé sie to na opracowanie nowych celowanych strategii leczniczych oraz

zwiekszenie skutecznosé leczenia u pacjentdw z ostrg biataczka szpikowa.
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Summary

Acute myeloid leukemia belongs to the group of heterogeneous neoplastic
diseases of the white blood cell system. It is characterized by clonal proliferation and
growth of cancer-transformed blast cells that originate from the precursor myeloid cell
in the bone marrow and in the blood. The course of acute myeloid leukemia is
extremely severe: if left untreated, it can lead to death of a patient within a few
weeks. Among the factors that can lead to the AML development, more and more
attention is paid to the role of molecular indicators of tumor transformation, which
may contribute to the formation of a self-regenerating leukemia cell clone. Among
genetic aberrations potentially related to the development of AML or prognosis
assessment among patients, changes in genes coding for the so-called transcription
factors regulating transcription processes as well as controlling the cell differentiation
and formation seem singificant.

Transcription factors include, among others, proteins encoded by the RUNX
family genes (RUNX1 and RUNX3) as well as the CEBPA and c-MYC genes.

The purpose of this dissertation was to evaluate polymorphisms, expression
levels and the protein products presence of genes encoding transcription factors
potentially involved in leukemogenesis and AML pathogenesis. The analysis was
carried out at three molecular levels, including DNA, RNA and protein. Single
nucleotide polymorphisms for the RUNX1 (rs2268277) and RUNX3 (rs6672420) genes
were evaluated using PCR-RFLP method. The relative expression levels of the RUNX1,
RUNX3, CEBPA and c-MYC genes were analyzed using RT-gPCR. The presence of RUNX3
and CEBPA gene protein products was assessed using the Western-Blot method.
Additinally the expression presence of RUNX1-RUNX1T1 fusion gene in patients with
acute myeloid leukemia using the RT-gPCR method with a TagMan probe was
evaluated. The study group consisted of 46 patients diagnosed with acute myeloid
leukemia. Investigated material comprised blood collected on EDTA from which DNA
and RNA were isolated, respectively. Blood samples came from the Institute of
Hematology and Transfusion Medicine in Warsaw. The obtained genotyping results
were compared to 60 DNA samples isolated from healthy people. All collected data

was compared with demographic and clinical-pathological features of patients.
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Analysis of the obtained results allowed to define the following conclusions.
The presence of the RUNX1 gene rs2268277 polymorphism is not associated with an
increased risk of developing AML, however GC heterozygotes and patients with the
wild G allele have a higher age at diagnosis when compared to wild GG homozygotes
and mutant CC homozygotes, which may indicate later occurrence of disease
symptoms and subsequent clinical manifestation. The RUNX3 gene rs6672420
polymorphism does not affect its expression level nor is associated with
etiopathogenesis and AML incidence.

Analysis of CEBPA and c-MYC transcript levels indicate that there is no
association between the expression level of these genes and the development and
course of AML. Significantly higher levels of RUNX1 gene expression in women
compared to men have the potential to affect the incidence and different course of
acute myeloid leukemia in both sexes. Significantly increased RUNX3 gene expression
levels in the group of patients, who had a shorter survival time during the 3-year
observation, may be associated with worse prognosis and a higher mortality rate in
these patients. Increased relative expression of the RUNX3 gene may be a poor
prognostic factor in AML patients. However, the obtained results should be confirmed
on a larger group of patients. In addition, the presence of the RUNX1 / RUNX1T1 fusion
gene in AML patients confirms its role as a favorable prognostic factor. The low levels
of CEBPA and the qualitative presence of RUNX3 protein in only 3 patients confirm that
the expression of these proteins in blood serum is extremely reduced. Confirmation of
these results requires further analysis.

Understanding the function and full characteristics of genes from the RUNX
family as well as CEBPA and c-MYC genes in the group of patients with acute myeloid
leukemia can be particularly helpful in assessing prognosis and may be considered as a
prognostic factors. This may translate into the development of new targeted
therapeutic strategies and an increase in the effectiveness of treatment in patients

with acute myeloid leukemia.
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148.
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pacjentdw, str. 126.
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Wykres 26. Wykres krzywych przezycia pacjentéow z AML w zaleznosci od wzglednego poziomu
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lymphoblastic leukemia” The 56th Polish and 14th International Juvenes Pro
Medicina Conference, Lodz, Poland, 25th-26th May 2018

Szmajda Dagmara, Krygier Adrian, Zebrowska-Nawrocka Marta, Balcerczak Ewa
“Ekspresja genu RUNX1 wsréd pacjentow cierpigcych na ostrg biataczke
limfoblastyczng”. IX Ogdlnopolska Konferencja Postepy w Badaniach

Biomedycznych, 01-02.12.2018 Warszawa
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Nagrody i wyréznienia:

1.

Il miejsce w LI Ogdlnopolskiej i IX Miedzynarodowej Konferencji Studenckich
Towarzystw Naukowych i Mtodych Lekarzy ,Juvenes Pro Medicina 2013” za
prace: Szmajda Dagmara, Krygier Adrian, Klatte Karolina, Kubera Lena, Jazdzyk
Marcin ,Determination Of ABCB1 Gene Expression Level In Biopsy Samples
Taken From Patients Suffering From Gastric Ulcer”. 25-27 Kwietnia 2013r.

I miejsce w Konkursie na najlepsze doniesienie ustne sympozjum naukowego ,,|
Ogélnopolska Konferencja Naukowa Studentéw Medycyny Laboratoryjnej” w
Sosnowcu za prace: Adrian Krygier, Dagmara Szmajda , Ustalenie Pozioméw
Ekspresji Genu ABCB1 w Bioptatach Btony Sluzowej Pochodzacych od
Pacjentéw z Chorobg Wrzodowg Zotadka”. 14-15 Pazdziernika 2013

lll miejsce w 53. Ogdlnopolskiej i 11. Miedzynarodowej Konferencji Naukowo-
Szkoleniowej Studentéw i Mtodych Lekarzy ,Juvenes Pro Medicina” za prace:
Adrian Krygier, Dagmara Szmajda, Karolina Klatte , Assessment of ABCB1 gene
promoter region polymorphism in tissues obtained from gastric cancer
patients” 22-23 Maj 2015r.

Il miejsce oraz nagroda ufundowana przez Krajowag lzbe Diagnostéw
Laboratoryjnych w Konkursie Prac Magisterskich, Wydziatu Farmaceutycznego z
Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej Uniwersytetu Medycznego w todzi za
prace ,Ocena polimorfizmu w regionie promotora genu ABC1 w chorobie
wrzodowej Zzotqdka” 13.11.2015r.

Wyréznienie w 8 Konferencji Postepy w Badaniach Biomedycznych, Warszawa,
Polska, 16-17.12.2017 za prace: 12. Adrian Krygier, Dagmara Szmajda, Marta
Zebrowska, Agnieszka Jeleri, Ewa Balcerczak “Ocena ekspresji genu CEBPA u

pacjentéw ze stwierdzong ostrg biataczkg szpikowga”
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Adrian Krygier

Uniwersytet Medyczny w todzi

al. Tadeusza Kosciuszki 4, 90-419 todz,
Zakfad Biochemii Farmaceutycznej

i Diagnostyki Molekularnej

OSWIADCZENIE

Oswiadczam, ze jestem wytagcznym twodrcg, w rozumieniu ustawy z dnia 4
lutego 1994 r. o prawie autorskim (Dz. U. z 1994 r. Nr 24, poz. 83), rozprawy
doktorskiej pt: , Ocena ekspresji i polimorfizmow genéw, kodowanych przez nie
czynnikdw transkrypcyjnych oraz transkryptu genu fuzyjnego RUNXI1-RUNXI1T1

w ostrej biataczce szpikowej”

Réwnoczesnie wyrazam zgode na nieodptatne udostepnienie wymienionej
pracy Bibliotece Gtéwnej Uniwersytetu Medycznego w todzi. W tym celu zobowigzuje
sie przekazaé prace w formie pisemnej oraz w formie elektronicznej (plik formatu PDF
na oznaczonej zgodnie z wymogami Rektora Uniwersytetu ptycie CD) dla celéw

archiwizacyjnych.

Podpis
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