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1. Wykaz skrotéw

ABL

ALL

AML
AMLI1

AMLI1-ETO
APL

ATRA
CBFB

CBFB-MYHI11

CCL23
CD

cDNA
CEBPA

CR
DFS

DHPLC

DNA
dNTPs

EDTA

EGRI1

ETO

onkogen typu 1, z ang. c-ABL oncogene 1

ostra biataczka limfoblastyczna, z ang. acute lymphoblastic
leukemia

ostra biataczka szpikowa, z ang. acute myeloid leukemia

gen ostrej biataczki szpikowej 1, z ang. acute myeloid leukemia 1
gene

gen fuzyjny powstaty na skutek rearanzacji genéw AMLI1 i ETO
ostra biataczka promielocytowa, z ang. acute promyelocytic
leukemia

kwas all-trans retinowy, z ang. all-trans retinoic acid

gen czynnika wigzacego B, z ang. core binding factor f gene

gen fuzyjny powstaly na skutek rearanzacji genéw CBFf
i MYHI11

ligand chemokiny 23, z ang. chemokine (C-C motif) ligand 23
antygen réznicowania komoérkowego, z ang. cluster of
differentiation

komplementarny DNA, ang. complementary DNA
biatko wzmacniajagce o wigzace motyw CCAAT, z ang.
CCAAT/enhancer-binding protein alpha

region konserwatywny, z ang. conserved region

przezycie wolne od choroby, z ang. disease-free survival
wysokosprawna denaturujgca chromatografia cieczowa, z ang.

denaturating high performance liquid chromatography

kwas deoksyrybonukleinowy, z ang. deoxyribonucleic acid

trifosforany ~ deoksynukleotydow, z ang. deoxynucleotide
triphosphates
kwas etylenodiaminotetraoctowy, Z ang. ethylene-

diaminetetraacetic acid

gen wczesne] odpowiedzi na wzrost 1, z ang. early growth
response 1 gene

inaczej MTGS8 - szpikowy transformujacy gen chromosomu 8,

z ang. myeloid transforming gene chromosome 8



Ex
FAB

FAM
FISH

FL
FLT3

FMS

GAGED2
HEPES

HRG
ITD

KIT

KTS
LFS
MLL

MRD
mRNA
MSLN
MYHI1

NCN
NF-E1

NPM1
oS
PAX2

ekson, z ang. exon

klasyfikacja francusko-amerykansko-brytyjska, Z ang.
French-American-British

karboksy-fluoresceina, z ang. carboxyfluorescine

fluorescencyjna hybrydyzacja in situ, z ang. fluorescent in situ
hybridization

ligand FLT-3, z ang. FLT-3 ligand

receptor FLT3 o charakterze kinazy tyrozynowej, z ang.
receptor-type tyrosine-protein kinase FLT3

inaczej CSFIR , receptor czynnika 1 stymulujacego tworzenie
kolonii, z ang. colony stimulating factor I receptor

antygen G2 z rodziny D, z ang. G antigen family D member 2
kwas 2-[4-(2-hydroksyetylo)-1-piperazynylo] etanosulfonowy,
z ang. 4-(2-hydroxyethyl)- 1 -piperazineethanesulfonic acid

grupa wysokiego ryzyka, z ang. high risk group

wewnetrzne powtdrzenia tandemowe, z ang. internal tandem
duplication

receptor czynnika wzrostu komorek tucznych/macierzystych,
z ang. mast/stem cell growth factor receptor

lizyna (K) — treonina (T) — seryna (S)

czas przezycia wolny od biataczki, z ang. leukemia-free survival
gen biataczek szpikowej 1 limfo blastycznej, z ang. mixed-lineage
leukemia gene

minimalna choroba resztkowa, z ang. minimal residual disease
informacyjny RNA, z ang. messenger RNA

mezotelina, z ang. mesothelin

gen tancucha cigzkiego miozyny typu 11 z migsnia gladkiego,
z ang. myosin, heavy chain 11, smooth muscle gene
znormalizowana liczba kopii, z ang. normalized copy number
inaczej czynnik transkrypcyjny YY1, z ang. YYI transcription
factor

nukleofozmina 1, z ang. Nucleophosmin 1

catkowite przezycie, z ang. overall survival

gen 2 kasety parujacej, z ang. paired box gene 2



PAXS8
PBS

PCR
PDGFRa

PDGFRp
PML-RARq
PPGLBC

PRAME

PTD

pz
RARa
RC
RNA
RTKs
RT PCR

RUNX1

SNP

Spl
SPAG6

SRG
ST18

STATS3

gen 8 kasety parujacej, z ang. paired box gene 8

sOl fizjologiczna buforowana fosforanami, z ang. phosphate
buffered saline

reakcja tancuchowa polimerazy, z ang. polymerase chain reaction
receptor o plytkopochodnego czynnika wzrostu, z ang.
platelet-derived growth factor receptor alpha

receptor B ptytkopochodnego czynnika wzrostu, z ang.
platelet-derived growth factor receptor beta

gen fuzyjny powstaty na skutek rearanzacji genéw PML i RARa
Polska Pediatryczna Grupa ds. Leczenia Biataczek i Chtoniakow
gen preferencyjnie ekspresjonowanego antygenu czerniaka, z ang.
preferentially expressed antigen of melanoma gene

czesciowe tandemowe duplikacje, z ang. partial tandem
duplication

par zasad

receptor o kwasu retinowego, z ang. retinoic acid receptor alpha
remisja catkowita

kwas rybonukleinowy, z ang. ribonucleic acid

receptor kinaz tyrozynowych, z ang. receptor tyrosine kinases
PCR z wykorzystaniem odwrotnej transkrypcji, z ang. polymerase
chain reaction reverse transcription

czynnik transkrypcyjny typu 1 zwigzany z kartowatoscia, z ang.
runt - related transcription factor 1

polimorfizm pojedynczego nukleotydu, z ang. single nucleotide
polymorphism

czynnik transkrypcyjny Spl, z ang. Sp! transcription factor
antygen 6 bialek witki plemnika, z ang. sperm associated antigen
6 (sperm flagellar protein)

grupa standardowego ryzyka, z ang. standard risk group

biatko 18 hamujace nowotworzenie, z ang. suppression of
tumorigenicity 18

przekaznik sygnatu i aktywator transkrypcji typu 3, z ang. signal

transducer and activator of transcription 3



TAMRA

TE
UCRBP

WHO

WTI1
YY1

karboksy-tatrametylorodamina, z ang. carboxytetramethyl-
rhodamine

bufor Tris-EDTA

biatko motywu UCR wigzace DNA, z ang. UCR-motif
DNA-binding protein

Swiatowa Organizacja Zdrowia, z ang. World Health
Organization

gen 1 guza Willmsa, z ang. Willm's tumor I gene

czynnik transkrypcyjny YY1, z ang. YY1 transcription factor



2. Wstep
2.1. Biataczki wieku dzieci¢cego

Nowotwory ukladu krwiotworczego stanowia najczestsza (30%) grupe sposrod
wszystkich choréb rozrostowych u dzieci. Biataczki ze wzgledu na przebieg choroby
dzielimy na ostre i przewlekle. Wsrdd postaci ostrych wyréznia si¢ dwie najczesciej
wystepujace: ostrg bialaczke limfoblastyczng (ALL) i ostrg biataczke szpikowa (AML),
stanowigce odpowiednio: 80% 1 15% przypadkéw. Pozostale postaci ostrej biataczki,
czyli ostra biataczka niezr6znicowana, ostra biataczka mieszana i mig¢sak szpikowy,
wystepuja rzadko i u dzieci nie przekraczaja 0,5%. Biataczka przewlekta stanowi 3-5%
[12, 35,99, 139].

AML jest choroba dotyczaca klonalnego rozrostu niedojrzatych komoérek
z uktadu granulopoetycznego, monocytarnego, erytropoetycznego, megakariocytarnego.
Nadmierna liczba komérek blastycznych w szpiku powoduje zahamowanie prawidtowe;]
hematopoezy. Skutkuje to niedokrwistoscig, trombocytopenia 1 zaburzeniami
odpornosci, co objawia si¢ miedzy innymi oslabieniem, apatig, krwawieniem
1 podatnoscig na zakazenia. Komorki nowotworowe, krazace we krwi obwodowe;,
posiadaja zdolnos¢ naciekania tkanek. AML jest chorobg zré6znicowang pod wzgledem

morfologii i zmian cytogenetycznych [12, 139].
2.2. Etiologia i epidemiologia AML

Zapadalno$¢ na biataczki wynosi okoto 3,5 przypadkéw na 100 000 oséb
w og6llnej populacji dzieciecej. W Polsce odpowiada to okoto 350 nowym
zachorowaniom na ALL i okoto 80 na AML rocznie. Ostre bialaczki wystepuja nieco
czesciej u ptci meskiej (1,2:1). W przypadku AML rozktad czestosci wystepowania
choroby w zaleznosci od pici nie jest tak zaznaczony [12, 56, 99].

Przyczyny powstania biataczki nie sg znane. Rozwdj nowotworéw jest bardzo
ztozony 1 zalezy od wielu czynnikéw zaréwno genetycznych jak i srodowiskowych.
W patogenezie biataczek istotng role odgrywaja takie czynniki jak: promieniowanie
jonizujace, $rodki chemiczne (np. benzen), leki alkilujace. Podwyzszone ryzyko
wystgpienia bialaczki obserwuje si¢ u oséb spokrewnionych, np. u rodzenstwa [12, 48,
74, 118, 175].

Biataczki czesciej diagnozuje si¢ u oséb, u ktérych stwierdzone sa pewne

zaburzenia genetyczne. Do takich zaburzen naleza m. in.: Zespét Downa, zespot
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Blooma, zesp6t Shwachmana, zesp6t Rubinsteina i Taybiego, zesp6t Wiskotta-Aldricha
1 niedokrwisto$¢ Fanconiego. AML moze wystepowac réwniez jako wtérny nowotwor

[12, 74, 118, 175].
2.3. Podstawy rozpoznania AML

W kazdym przypadku biataczki konieczne jest wykonanie morfologii i obrazu
krwi obwodowej. Rozpoznanie tej choroby powinno by¢ ustalone na podstawie badania
szpiku kostnego, a tylko w wyjatkowych sytuacjach na badaniu krwi obwodowe;j
(hiperleukocytoza blastyczna i zly stan ogdélny dziecka). Szpik do badania powinien by¢
pobierany w specjalistycznym osrodku, dysponujacym mozliwosciami petnej oceny
cytomorfologicznej, cytochemicznej 1 cytoenzymatycznej, immunologicznej,
cytogenetycznej i molekularnej [12].

Gtéwnym kryterium rozpoznania AML jest obecno$¢ 25% lub wiecej
mieloblastow we krwi lub szpiku, wywodzacych sie¢ z linii nielimfoidalnej, z uktadéw
takich, jak: granulocytarny, monocytarny, erytroidalny i megakariocytarny. Atypowe
promielocyty w biataczce promielocytowej 1 promonocyty z réznicowaniem
monocytarnym w biataczce mieloblastycznej sg uwazane za ekwiwalent blastow.
W wigkszosci przypadkéw szpik jest bogatokomérkowy i catkowicie zasiedlony przez
komérki blastyczne [12, 139]. Rozpoznanie pierwotnej erytroleukemii jest bardzo
rzadkie i jest oparte m. in. na procentowej (ponad 50%) zawartosci atypowych
erytroblastow. Zaleca si¢, aby odsetek blastow w szpiku byt okreslony na podstawie
liczenia co najmniej 500 komoérek w preparatach rozmazowych barwionych
wg Romanowskiego. We krwi réznicowanie powinno obejmowa¢ ponad 200 komorek
nieerytroidalnych. Rekomendacje dotyczace klasyfikacji odnosza si¢ wylacznie do
prébek pobranych przed chemioterapig [12].

Badanie cytochemiczne i cytoenzymatyczne ulatwiajg réznicowanie ALL i AML
oraz typow biataczki w obrebie AML. Wykonuje si¢ barwienia, takie jak: reakcja PAS,
barwienie na obecnos¢ mieloperoksydazy (MPO), sudanem czarnym B (BB) oraz na
obecnos¢ specyficznej esterazy chlorooctanu (AS-D) naftolu 1 niespecyficznej esterazy

alfa naftolu, hamowanej catkowicie przez fluorek sodu (NSE+NAT) [12, 21].
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2.4. Klasyfikacja AML

Klasyfikacje AML mozna prowadzi¢ na podstawie morfologii komorek,
immunofenotypu i zmian cytogenetycznych. Wedlug klasyfikacji FAB
(francusko-amerykansko-brytyjskiej) wyrdznia sie 8 typow AML: My-M5.

Typ My (bialaczka skrajnie niezréznicowana) na ogoét charakteryzuje si¢
blastami srednich rozmiar6w o jadrach okragltych lub lekko wklestych z widoczna
obecnoscig jednego badz dwodch jaderek oraz brakiem pateczek Auera. Cytoplazme
cechujg brak ziarnistosci i r6zny stopien zasadochtonnosci. W nielicznych przypadkach
mate komorki blastyczne moga przypominaé¢ limfoblasty. Typ My stanowi 0-6%
przypadkéw AML u dzieci. Zaburzenia cytogenetyczne wystepujace w tym typie to
trisomia 4, trisomia 8, trisomia 13 1 monosomia 7 [12, 103, 131, 175].

Typ M; (biataczka bez cech dojrzewania) cechuja blasty bezziarniste
przypominajace typ L2 w ALL lub posiadajace drobne ziarnisto$ci. Moga by¢ obecne
pateczki Auera. Typ M; stanowi 10-21% przypadkéw AML u dzieci [12, 103, 131,
175].

Typ M, (biataczka z cechami dojrzewania) charakteryzuja blasty o licznych
ziarnistosciach. Czesto obserwuje si¢ pateczki Auera. Typ ten jest obecny w 27-30%
przypadkéw AML u dzieci. Obserwowane zmiany cytogenetyczne to t(8;21), t(6;9),
rzadziej t(8;16) [12, 74, 103, 131, 175].

Typ Ms; (biataczka promielocytowa) zwigzany jest z  obecnoscig
nieprawidtowych  promielocytéw, ktére stanowig giéwny klon komoérek
nieerytroidalnych. Komoérki cechujg nerkowate lub dwuptatowe jadra, liczne
ziarnistosci oraz skupiska pateczek Auera (tzw. fagoty). Wyrdznia si¢ wariant (M3v)
z komoérkami ubozszymi w ziarnistosci. Charakterystyczng zmiang cytogenetyczng
obserwowang w tym typie jest t(15;17). Opisano réwniez aberracje t(11;17) [12, 74,
103, 175]. W dzieciecej AML typ M3 wystepuje u 2-17% chorych. W przypadku
Ameryki Srodkowej i Potudniowej jak réwniez krajéw basenu Morza Srédziemnego
stwierdza si¢ czgstsze wystepowanie typu Ms u dzieci [12, 19, 64, 78, 133, 137, 171,
182,211, 213].

Typ M, (bialaczka mielomonocytowa), w ktérym wystepuja komérki uktadu
mieloidalnego 1 monocytarnego, stanowigce 20-80% komorek nieerytroidalnych.
W przypadku wyzszego niz 80% odsetka komoérek monocytarnych rozpoznaje si¢ typ

Ms. Monoblasty sa duzymi komdrkami charakteryzujacymi si¢ obfitg cytoplazma
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zasadochlonng. W cytoplazmie mogg by¢ obecne wakuole i ziarnistosci azurofilne.
Obserwuje si¢ duze, okragle jadra z jednym lub wiecej jaderkami. Promonocyty
posiadaja jadra bardziej nieregularne, cytoplazme¢ mniej zasadochtonng i czasem
bardziej zaznaczone ziarnistosci, rzadko wystepuja ziarnistosci azurofilne i wakuole.
W krwi obwodowej obserwuje si¢ zwigkszong liczbe monocytéw, ktére sa bardziej
dojrzate niz monocyty w szpiku. Typ My jest obecny u 16-25% przypadkéw dzieci
z AML. W czesci przypadkéw wystepuje inv(16) [12, 74, 175].

Typ Ms (biataczka monoblastyczna) charakteryzuje si¢ obecnoscia
monoblastéw, promonocytéw lub monocytéw, ktére stanowig ponad 80% komorek
szpiku o charakterze nieerytroidalnym. Wyr6znia si¢ podtyp Msa (ostra biataczka
monoblastyczna) i Msb (ostra biataczka monocytowa) w zaleznosci od stopnia
zréznicowania komorek. Pateczki Auera sa rzadko obecne. Typ Ms stanowi 13-22%
przypadkéw AML u dzieci. Obserwowane sa aberracje t(9;11), t(8;16) jak réwniez
rearanzacje w obrebie genu MLL inne niz t(9;11) [12, 74].

Typ Mg (erytroleukemia) wystepuje wtedy, gdy w szpiku stwierdza si¢
erytroblasty o réznym stopniu dojrzewania z przesunigciem w kierunku form
niedojrzatych. Erytroleukemie rozpoznaje si¢ wtedy, gdy erytroblasty stanowig ponad
50% wszystkich komorek jadrzastych szpiku, a mieloblasty ponad 30% pozostatych
komérek. Obserwuje sie¢ komorki dysplastyczne z megaloblastycznymi jadrami, obecne
sg takze formy dwu lub wielojadrzaste. Wakuole komérkowe sg stabo rozdzielone. Typ
Mg jest obecny u 0-5% przypadkéw dzieciecej AML. Czgsto wystepuja zmiany
strukturalne w obrebie chromosoméw 517 [12, 23].

Typ M; (biataczka megakariocytowa) charakteryzuja komoérki o charakterze
polimorficznym, blasty stanowig powyze] 30% komoérek jadrzastych szpiku.
Megakarioblasty zawierajg okragte, lekko nieregularne jadro i jedno do trzech jaderek.
Cytoplazma zasadochtonna, czesto bez ziarnistosci, moze tworzy¢ nibyndzki.
W cytoplazmie czesto widoczne sg pecherzyki. Blasty male z wysokim stosunkiem
jadra do cytoplazmy moga przypomina¢ limfoblasty. W rozmazie widoczne sg rowniez:
mikromegakariocyty, fragmenty megakarioblastow, dysplastyczne ptytki i neutrofile
z mata liczba ziarnistosci. Typ My obserwuje si¢ u 4-8% przypadkéw AML u dzieci
[12, 74, 175].

W roku 2001 Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO, z ang. World Health
Organisation)  zaproponowata nowy podziat AML. Klasyfikacja WHO,

w przeciwienstwie do FAB, uwzglednia nie tylko zmiany morfologiczne
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1 immunofenotypowe, ale takze zaburzenia cytogenetyczne. W diagnostyce biataczek

odsetek blastow w szpiku obnizono z 30% do 20%. Od 2008 roku, po wprowadzeniu

kolejnych zmian, klasyfikacja WHO zostata powszechnie wprowadzona do diagnostyki

AML u dorostych. Klasyfikacia WHO nie uwzglednia jednakze odrebnosci

wystepujacych w wieku dziecigcym, w zwiazku z tym nie zostala jeszcze rutynowo

wprowadzona w hematologii i onkologii dzieciecej [6, 202].

2.5. Charakterystyka immunologiczna w ostrej bialaczce szpikowej

Tabela 1. Wystepowanie antygenéw powierzchniowych w okreslonym typie AML [11, 12].

Typ

Markery immunologiczne

My

Ekspresja jednego lub wigcej antygenéw takich jak: CD11b, CD13,
CD14 (<10%), CD15 (10-49%), CD33, CD65, HLA DR, CD34.

Koekspresja markeréw linii T (10-49%)): CD2, CD7.
Koekspresja markeréw linii B (10-49%): CD19.

M,

CD13, CD15, CD33, CD65, HLA DR, CD34.
Koekspresja markeréw linii T (10-49%): CD2, CD7.
Koekspresja markeréw linii B (10-49%): CD19.

CD13, CD15, CD33, CD65, HLA DR, CD34.
Koekspresja markeréw linii T (10-49%): CD2, CD7.
Koekspresja markeréw linii B (10-49%): CD19.

CD13, CD15, CD33, CD65.
Koekspresja markeréw linii T (10-49%): CD2.

CDl11b, CDll1c, CD13, CD14, CD15, CD33, CD36, CD65, HLA
DR, CD34.

Koekspresja markeréw linii T: CD2 (20-49%), CD4 (>80%), CD7
(10-49%).

CD4, CDl11b, CDll1c, CD13, CD14, CD15, CD33, CD36, CD65,
HLA DR.

Koekspresja markeréw linii T: CD2 (20-49%), CD7 (10-49%),
CD56 (10-49%).

CD34 — czesto ujemny.

CD13, CD33, glikoforyna A (100%).

M;

CD 36, CD41, CD61, dodatnie moga by¢ CD13 i CD33, ujemne
markery (czesto u dzieci): CD45, HLA DR, CD34.

Markery limfoidalne: ujemne (czasem moze wystgpowaé CD7).
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W  diagnostyce ostrych bialaczek nadal wazng rol¢ odgrywaja badania
immunologiczne [21, 175]. W AML ekspresji ulegaja antygeny powierzchniowe,
odr6zniajgce komorki biataczkowe od komoérek prawidtowych. Antygeny uznawane za
specyficzne dla ostrej bialaczki szpikowej to m. in.: CD13, CD14, CD15, CD33, CD36,
CD41, CD61 1 glikoforyna A. Moga pojawi¢ sie rOwniez antygeny charakterystyczne
dla linii limfoidalnych T i B, ale w mniejszym odsetku. Okoto 60% blastow wykazuje
silnie zréznicowang ekspresje antygendw, a ich wystepowanie zwigzane jest czesto

z okreslonym typem AML (Tabela 1) [11, 12, 175, 195].
2.6. Zmiany cytogenetyczne i molekularne w AML

U pacjentow z AML wyr6znia si¢ zmiany zwigzane ze specyficznymi
rearanzacjami chromosomalnymi (Tabela 1) oraz zwigzane ze zmiang ekspresji
poszczegdlnych gendw.

Badania cytogenetyczne stanowia wazny rodzaj badan w chorobach
nowotworowych uktadu krwiotwdrczego. Nieprawidlowosci dotyczg zmian liczbowych
i strukturalnych w  obrebie chromosoméw. Identyfikacja  specyficznych
nieprawidtowosci pozwala na bardziej precyzyjng diagnoze oraz zakwalifikowanie
pacjenta do odpowiedniego typu AML i grupy ryzyka. Najczesciej wystepujace zmiany
cytogenetyczne o istotnym znaczeniu diagnostycznym i prognostycznym przedstawiono
w Tabelach 1-3 [12, 78, 147, 175, 177].

Pacjenci z normalnym kariotypem, w grupie dzieciecej, stanowig 15-30%
wszystkich przypadkéw AML. Natomiast u dorostych brak zmian cytogenetycznych
wykazuje 40-47% pacjentéw [78, 213].

W  komérkach biataczkowych u dzieci z AML nieprawidlowosci
chromosomalne stwierdzane sg u okoto 80% przypadkéw, a ich czestos¢ zalezy od
grupy etnicznej czy regionu geograficznego [19, 41, 59, 64, 81, 116, 122, 136, 171, 178,
182, 238]. Najczesciej wystepujacymi zmianami sg: t(1;22), t(6;9), t(8;21), t(9;11),
t(11g23), t(15;17), inv3/t(3;3), inv16 1 monosomia 7 (Tabela 2). Kazda z tych zmian
zwigzana jest z charakterystycznymi cechami biologicznymi i klinicznymi biataczki
[77,78, 100, 170, 175, 177, 213].

Wsréd niekorzystnych czynnikéw  prognostycznych, oprécz — aberracji
chromosomalnych (Tabela 3), wyréznia si¢ rowniez: poczatkowa liczbe krwinek

biatych powyzej 100000/mm’, AML jako wtérny nowotwér, zespét mielodysplastyczny
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poprzedzajacy AML, Ms, zta odpowiedZ na zastosowane leczenie indukcyjne, w tym
opdzniong remisj¢ [12].

W wyniku niektérych rearanzacji chromosomowych powstaja geny fuzyjne.
W przypadku dziecigcej AML ich wystgpowanie waha si¢ od 31 do 45% wszystkich
przypadkéw. Obecnos¢ danego genu fuzyjnego zwigzana jest czg¢sto z okreslonym
typem AML. Ze wzgledu na znaczenie diagnostyczne i rokownicze genoéw fuzyjnych
ich oznaczenie powinno by¢ przed rozpoczeciem leczenia.

AMLI-ETO powstaje na skutek translokacji t(8;21)(q22;q22) i jest jednym
z czgstszych zaburzen spotykanych w dziecigcej AML. W tym przypadku dochodzi do
fuzji genu AMLI1 (RUNXI) na chromosomie 21q22 i ETO na chromosomie 8q22.
Wsréd pacjentéw z AML translokacja t(8;21) wystepuje w 7-16% 1 jest korelowana
ztypem M, wg klasyfikacji FAB [19, 41, 64, 78, 116, 136, 171, 178, 213, 238].
Obecnos¢ tej translokacji czesciej stwierdza si¢ u dzieci starszych i pici meskiej,
charakteryzuje si¢ wysokim odsetkiem remisji 1 dtugotrwalym przezyciem. Pomimo
tego u czesci pacjentdow obserwuje sie¢ nawrdt choroby [137, 192, 206]. Ryzyko
wznowy AML zwieksza m. in. obecno$¢ mutacji w obrebie genu KIT (silny zwigzek
z gorszym rokowaniem) i genu FL'T3 oraz powtérzenia tandemowe w obrgbie tego genu
[151, 206, 254]. W przypadku dodatkowych zmian, w tym delecji 9q, niektérzy autorzy
sugeruja réwniez gorsze rokowanie [64, 78, 137, 178, 213, 238].

Translokacja t(15;17)(q22;q21) zwiazana z ostrg bialaczka promielocytowa
(AML M3), powstaje na skutek fuzji genu RARa na chromosomie 17q11-21 1 PML na
chromosomie 15g22. Powstaly transkrypt koduje biatko PML-RARa, ktére wptywa na
zahamowanie réznicowania promielocytéw [136]. Obecnie uzyskuje si¢ dobre wyniki
leczenia (70-90% wyleczen zaréwno dzieci, jak i dorostych) z zastosowaniem
chemioterapii 1 pochodnych kwasu retinowego, ktéry indukuje réznicowanie
niedojrzatych komérek w tym typie biataczki [116]. Obecnos¢ t(15;17) wydaje sie by¢
czestsza w przypadku pici zenskiej jak réwniez charakteryzuje si¢ czestszym
wystepowaniem izoform bcr2 i ber3 [133]. Wsréd dzieci z M3 stosunkowo czgsto
stwierdza si¢ duplikacje FLT3-ITD, co jest silnie skorelowane z wysoka liczbg
leukocytéow [8]. Dodatkowe aberracje genetyczne to trisomia chromosomu 8 1 rzadziej
izochromosom 17q [136].

Inwersje chromosomu 16 (inv16) taczy sie przede wszystkim z typem My
wg klasyfikacji FAB z eozynofiliag. Zaburzenie to zostalo opisane réwniez w innych

typach AML tj. My, M;, M, i Ms [29]. Rearanzacja ta skutkuje pojawieniem si¢ genu
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fuzyjnego CBF3-MYHI11, powstatego z potaczenia genu CBFf 1622 i genu MYHI11
16p13 [19, 29]. Czestos¢ wystepowania inv16 w przypadku grupy pediatrycznej AML
wynosi 3-8%, czgstsze wystepowanie obserwowano u rasy zéttej [29, 30, 64, 78, 122,
136, 137, 178, 213, 238, 246]. Pacjenci z tg aberracja maja lepsze rokowania i wykazuja
znacznie wyzszy odsetek remisji catkowitej niz w przypadku pacjentéw z prawidlowym
kariotypem [19, 178, 238]. Trisomia 22 jest zaburzeniem cze¢sto korelowanym z inv16.
Dodatkowymi zaburzeniami chromosomalnymi sg trisomia 8 i zaburzenia 7q [8, 136,

242, 254].

Tabela 2. Gtéwne nieprawidlowosci chromosomalne i zaburzenia genowe w dzieciecej AML [147, 175,
177].

. Zmiana Dominujacy typ Czgstosc .
Kariotyp genetyczna we FAB wystepowania
(%)
t(8;21)(q22;q22) AMLI-ETO M2, eozynofilia 12-15
zaburzenia 11q23 MLL-rézne M4, M5 10-15
t(9;11)(p21-22;923) MLL-AF9 M5 6-8
t(15;17)(q22;q12-21) PML-RARa M3, M3v 8-10
inv16(p13q22) t(16;16)(p13;q22) | CBFB-MYHI11 | M4Eo, eozynofilia | 6-8
t(10;11)(p13;921) AF10-CALM rézne typy 2
t(6;9)(p23;q34) DEK-CAN M2, bazofilia 1
t(8;16)(p11;p13)/inv(8)(11q13) MOZ-CBP/TIF2 | M4, M5 1
t(1;22)(p13;q13) RBM15-MKL1 | M7 <1
t(3;5)(q25;q34) NPM-MFL1 M2 <1
t(9;22)(q34;q11) BCR-ABL Ml <1
t(11;20)(p15;q11) NUP98-TOP1 rézne typy <1
monosomia 7 lub delecja 7q dysplazja 2
trisomia 8* rézne typy 2
trisomia 21" M7 2
ztozony (> 3 zaburzen) rézne typy 10-15
prawidtowy rézne typy 20-25

* pojedyncze zaburzenie chromosomalne

* pojedyncze zaburzenie chromosomalne w zespole Downa
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Tabela 3. Rearanzacje chromosomowe i zwigzane z nimi grupy ryzyka [78].

Grupa ryzyka Zmiany cytogenetyczne
t(8;21)

Korzystna t(15;17)
inv(16)
Brak zmian

Posrednia

Niezakwalifikowane zaburzenia cytogenetyczne do zadnej
z grup ryzyka

Monosomia 5
Monosomia 7
Del(5q)
Del(7q)
Niekorzystna t(6;9)

t(9;22)
zaburzenia 11q
zaburzenia 3q

ztozone (klon prezentujacy >5 zaburzen cytogenetycznych)

Rearanzacje dotyczace genu MLL sa jednymi z najczesciej obserwowanych
zaburzen w dzieciecej AML, zwlaszcza w typach My i Ms. Stanowig one od 14-22%
przypadkéw i sg taczone z réznym znaczeniem prognostycznym [65, 81, 171, 182, 193,
213]. W przypadku dzieci ponizej pierwszego roku zycia zmiany w obrebie MLL
dotycza powyzej 50% przypadkow [19, 33, 81, 176, 229, 230]. Do dzi$ znanych jest
ponad 50 translokacji MLL, w ktérych udziat biorg rézne geny partnerskie. Do
najczesciej  obserwowanych  rearanzacji 11923  naleza:  t(9;11)(p21;q23),
t(10;11)(p13;923) 1 t(11;19)(q23;p13) [81]. Translokacje MLL t(11g23), inne niz
t(9;11), w wielu przypadkach korelowano z gorszym rokowaniem, ale niektorzy autorzy
facza opisywane zmiany z posrednig grupg ryzyka [16, 33]. Obecno$¢ zmian
cytogenetycznych w obrebie MLL nie wptywa na rokowanie pacjentéw z niskiej grupy
ryzyka, u ktérych stwierdzono obecnos¢ zmian t(8;21), inv(16) lub t(15;17) [153].
W obrebie genu MLL moze dochodzi¢ do tzw. czesciowych tandemowych duplikacji

MLL-PTD. Wystepuja one rzadko u dzieci, ale wptywaja na gorsze rokowanie, krétszy
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catkowity czas przezycia (OS, z ang. overall survival) i przezycie wolne od choroby

(DFS, z ang. disease-free survival) [16, 204, 205].

Tabela 4. Kryteria klasyfikacji pacjentéw do okreslonej grupy ryzyka wg programu AML BFM Interim
2004. Program stosowany od 2005 r. w o$rodkach Polskiej Pediatrycznej Grupy ds. Leczenia Biataczek

i Chloniakéw (PPGLBC) [12].

Grupa standardowego ryzyka (SRG)

Grupa wysokiego ryzyka (HRG)

AML FAB M3, t(15;17)

AML FAB M,

AML + zespét Downa AML FAB M,/M; bez pateczek Auera
AML FAB M,/M; z pateczkami Auera* AML FAB M,y
AML FAB M,/My; t(8;21)* AML FAB M5
AML FAB M4Eo*; inv(16)* AML FAB Mg
AML FAB M,

* Gdy duplikacja genu FLT3 lub w 15 dniu leczenia odsetek blastéw >5%, lub odnowa blastyczna po
aplazji stwierdzonej w 15 dniu leczenia — pacjenta nalezy przekwalifikowa¢ do grupy wysokiego ryzyka.

W AML ulegaja podwyzszonej ekspresji geny takie jak: WTI1 (70-90%),
BAD-BAX-BCL2 (70-80%), PRAME (60%), CCL23, GAGED2, MSLN, SPAG6
1 ST18. Duplikacja genu FLT3
prognostycznych [98, 110, 119, 163, 177, 214].

stanowi jeden =z niekorzystnych czynnikéw

2.7. Diagnostyka molekularna

Waznym elementem diagnostycznym w AML s3a badania genetyczne
obejmujace jakosciowe i iloSciowe oznaczenia molekularnych zmian w genotypie
pacjentow. Badania molekularne charakteryzuja si¢ wysoka czutoscig (w poréwnaniu
do technik mikroskopowych) przez co odgrywaja istotng role w przypadku
monitorowania choroby oraz okreslenia ryzyka wystgpienia wznowy choroby.
Wykrywanie w czasie i po zakonczonym leczeniu przetrwatych komorek
biataczkowych ma duze znaczenie prognostyczne w wyodrebnieniu pacjentow z niskim
1 wysokim ryzykiem niepowodzenia leczenia, co moze stanowi¢ podstawe do
r6znicowania terapii. Za catkowitg remisj¢ uznaje si¢ maksymalny odsetek blastéw

w obrazie szpiku na poziomie 5%. Uwaza si¢, ze w momencie remisji stwierdzonej
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mikroskopowo, u pacjenta moze by¢ obecnych nadal okoto 10" komérek
biataczkowych, okreslanych mianem minimalnej choroby resztkowej (MRD) [147, 165,
175]. W celu oznaczania MRD stosowane sg metody immunologiczne (cytometria
przepltywowa) i molekularne (PCR i QRT-PCR).

W ostatnich latach, w monitorowaniu MRD, podkresla si¢ znaczenie gendéw
fuzyjnych. Niestety nie wystepuja one we wszystkich przypadkach ostrych biataczek,
a czestos¢ ich wystepowania zalezy réwniez od wieku pacjenta i typu bialaczki.
Poszukuje si¢ zatem innych marker6w umozliwiajagcych monitorowanie MRD. Jednym
z marker6w genetycznych, wykorzystanych w oznaczaniu MRD moze by¢ gen WTI,
ulegajacy nadekspresji w ponad 70% (70-90%) przypadkéw AML u dzieci [18, 20,
108, 119, 142, 156, 163].

2.8. Leczenie AML

Terapia stosowana w AML ma na celu zniszczenie komédrek biataczkowych
w szpiku kostnym i we wszystkich pozaszpikowych lokalizacjach choroby
z doprowadzeniem do wyleczenia przy uzyciu wielolekowej terapii. Pierwszym
zadaniem leczenia jest uzyskanie remisji choroby, a nastepnie jej utrzymanie. Ogdlne
zasady terapii AML obejmuja z reguly: cytoredukcje (u pacjentéw z liczbg krwinek
biatych powyzej 50000/mm?), leczenie indukcyjne, a nastepnie dwufazowa lub blokowa
konsolidacje, intensyfikacje leczenia w grupie wyzszego ryzyka, zapobieganie biataczce
osrodkowego uktadu nerwowego (OUN) oraz leczenie podtrzymujace i postepowanie
wspomagajace. Faza intensyfikacji leczenia bywa uzupelniana lub zastgpowana przez
autologiczne lub allogeniczne przeszczepienie komérek krwiotwérczych [12, 21, 103,
118, 175].

Leczenie indukcyjne bazuje na zastosowaniu najskuteczniejszych lekow w AML
tj.: cytarabiny, tioguaniny, etopozydu oraz antracyklin (daunorubicyna, idarubicyna lub
mitoksantron) [40, 60, 104, 140, 183, 187]. Podczas leczenia dochodzi do aplazji szpiku
kostnego. Dziatanie cytostatykow ma rézne mechanizmy. Leki te moga powodowaé
odcinkowe ztamania DNA, wbudowywac¢ si¢ pomiedzy nici DNA hamujac w ten
sposéb jego synteze, a jako analogi zasad purynowych lub pirymidynowych blokowa¢
transkrypcje. Uzyskang remisje zwykle konsoliduje si¢ cykliczng chemioterapig
W okresie immunosupresji nalezy stosowac¢ intensywne dziatanie wspomagajace [1,

202].
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Znaczenie leczenia konsolidujacego 1 podtrzymujacego remisje¢ AML nadal jest
przedmiotem badan i1 kontrowersji. Przeszczepienie szpiku kostnego, rozpoczete
w AML pod koniec lat siedemdziesiagtych, stanowi obecnie uznany element leczenia,
szczegllnie w grupie wysokiego ryzyka. Jednakze obserwowana poprawa wynikow
leczenia, uzyskiwana po zastosowaniu konwencjonalnej chemioterapii, szczegdlnie
w grupach niskiego ryzyka, zmusza do dokonania ponownej analizy 1 weryfikacji
wskazan do allogenicznego przeszczepienia komoérek krwiotwoérezych [12].

Wprowadzany w 2005 r. w osrodkach Polskiej Pediatrycznej Grupy ds. Leczenia
Biataczek 1 Chtoniakéw (PPGLBC) program leczenia AML (AML BFM Interim 2004),
stosowany przez Niemiecka Onkologiczng Pediatryczng grupe (BFM) przedstawiono
w zarysie na Rycinie 1.

U dzieci, u ktérych rozpoznano typ M3 (APL — biataczka promielocytowa, z ang.
acute promyelocytic leukemia), a takze u pacjentdw z zespolem Downa stosuje si¢
odpowiednie modyfikacje terapii.

W przypadku APL réwnoczesnie z chemioterapig stosuje si¢ kwas all-trans
retinowy (ATRA). Stymuluje on r6znicowanie komoérek biataczkowych do dojrzatych
granulocytéw 1 ich $mierci [212, 220], co przyczynia si¢ do istotnego zmniejszenia
objawéw skazy krwotocznej. W APL czesto wystepuja zaburzenia krzepnigcia.
Zastosowanie ATRA znaczaco wplyneto na zmniejszenie liczby zgondéw
spowodowanych krwawieniami [132]. W przypadku wysokiej liczby krwinek biatych
zastosowanie chemioterapii przed ATRA powoduje obnizenie ryzyka wystapienia
tzw. zespotu ATRA, wystepujacego u 10% leczonych dzieci. Zesp6t ten charakteryzuje
sie¢ wysoka goraczka, niewydolnoscia oddechowa, wysiekami w obrebie optucnej
i osierdzia. Wprowadzenie do APL preparatu ATRA spowodowato istotny wzrost
odsetka uzyskanych i utrzymujacych si¢ remisji [76, 222].

U dzieci z zespolem Downa obserwuje si¢ wyzszg zapadalnos¢ na biataczki [85]
ale wyniki leczenia AML, w tej grupie pacjentow, sa zadawalajace i1 czgsto lepsze niz
u dzieci bez zespotu Downa [38, 115, 127, 181]. Dzieci z zespotem Downa i AML
w poroéwnaniu do dzieci nie obarczonych tym zespolem sg mtodsze, maja nizsza liczbe
biatych krwinek oraz czesciej typ M7 [38, 86, 115, 181, 210, 252]. Obecnie w AML
udzieci z zespolem Downa programy leczenia sa mniej intensywne niz ogdlnie
stosowane. Dobra odpowiedZ na zastosowana chemioterapi¢ uzyskuje si¢ stosujac
nizsze dawki antracyklin i cytarabiny [68, 221, 253]. Komdrki biataczkowe u dzieci

w zespole Downa wykazuja wyzsza podatnos¢ na apoptoze [84, 180]. Czesto u tych
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dzieci, biataczke poprzedza zesp6t mielodysplastyczny. W tym przypadku zastosowanie

terapii takiej jak dla AML daje duzg szanse na wyleczenie [115, 212].

Indukcja 1 Indukcja 2 Konsolidacja Intensyfikacja
Ree
SR AT#** haM#**3* haM#:#:* ) Radioterapia
A 12Gvv. 18
Gk
AT > Leczenie
podtrzymujace
\ 4 1 rok
HR HAM Al haM HAE | ) Cytarabina
l ith¥eksx

Allogeniczne przeszczepienie
komoérek krwiotwdrczych szpiku
kostnego od zgodnego dawcy

v v v v v v v
Dzien 1 Dzien 15 Dzien 21-28 Dzien 42-56 Dzien 88 Dzien ~112 Dzien ~140
MRD MRD MRD MRD MRD MRD#* MRD#*
A — cytarabina HAE — wysokie dawki cytarabina/etopozyd
I - idarubicyna R — randomizacja
E — etopozyd SR — grupa standardowego ryzyka
HA - cytarabina wysokodawkowana HR - grupa wysokiego ryzyka
M — mitoksantron MRD — minimalna choroba resztkowa

* U pacjentéw z obecnym markerem molekularnym

** W osrodkach Polskiej Grupy nie ma randomizacji, dawka napromieniowania wynosi 18 Gv
*** Inne postepowanie dla dzieci z AML z zespolem Downa i dla dzieci z AML M;

*#%% Jeden raz w tygodniu, przez 4 tygodnie od rozpoczecia leczenia podtrzymujacego

Rycina 1. Ogélny schemat leczenia AML BFM Interime 2004 [12].

Dzieki stosowanym metodom leczenia AML 75-85% dzieci uzyskuje remisje.
U ponad 25% pacjentéw dochodzi do wznowy choroby. Wyniki leczenia nawrotéw sg

ciagle zte [37, 39, 50, 51, 52, 175, 177].

2.9. Gen WT1

Gen WTI1 opisano jako gen zwigzany z dzieciecym guzem Willms’a.

Zbudowany jest z dziesigciu eksonéw zlokalizowanych na chromosomie 11 (11p13).
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Koduje biatka, o charakterze czynnikéw transkrypcyjnych, o wielkosci 52-65 kDa
(potencjalnie 16 izoform). Biatka zbudowane sg z dwoch gléwnych domen:
N i C-terminalnej. Domena N, bogata w reszty proliny i glutaminy, bierze udzial
w regulacji transkrypcji. C-terminalna domena, wigzaca DNA, zawiera cztery Cys,;His;
struktury palcéw cynkowych kodowanych przez eksony 7-10. Palce cynkowe 11, III i IV
wykazuja okoto 64% homologii do motywéw cynkowych w EGRI1. Palec cynkowy I
odgrywa wazng role w wigzaniu RNA [14, 27, 28].

mRNA genu WTI1 posiada dwa miejsca inicjacji translacji oraz podlega
alternatywnemu sktadaniu, w ktérym udziat biorag dwa niezalezne od siebie regiony:
ekson 5 (Ex5) oraz odcinek, o dlugosci 9 par zasad (pz) na 3’ koncu eksonu 9
(pomigdzy palcami cynkowymi III i IV), kodujacy trzy aminokwasy — lizyne, treoning
i seryne (KTS). Ex5, kodujacy sekwencje 17 aminokwaséw (w tym pie¢ seryn i jedng
treonine — potencjalne miejsca fosforylacji biatkowej), w dojrzalym mRNA moze zostaé
wlaczony badz wykluczony. Obecnos¢ sekwencji KTS wplywa na specyficznos¢
wigzania do DNA. W wyniku obrébki potranskrypcyjnej powstaja cztery izoformy
mRNA: Ex5-KTS’, Ex5"-KTS’, Ex5-KTS* i Ex5"™-KTS®. Alternatywne sktadanie
regulowane jest w zaleznosci od typu komérek (wykazuje tkankowa specyficznos¢) jak
rowniez zalezy od stopnia zréznicowania (dotyczy rowniez typéw AML wg klasyfikacji
FAB). Regulacja moze odbywa¢ si¢ na poziomie zaleznosci pomig¢dzy réznymi
izoformami i/lub innymi czynnikami co moze mie¢ znaczacy wplyw na réwnowage
pomiedzy proliferacja, réznicowaniem i apoptoza. Roézne izoformy WT1 petnig
odmienne funkcje komérkowe m. in. reguluja procesy transkrypcji (poprzez wigzanie
sie do DNA) czy sktadania mRNA [14, 80, 113, 134, 186].

Gen WT1 jest waznym czynnikiem regulatorowym. Bierze udziat we wzroscie
i rozwoju komérek organizmu. Jego ekspresja jest tkankowo specyficzna. W rozwoju
embrionalnym ekspresja genu WTI1 zwigzana jest giéwnie 2z ukladem
moczowo-ptciowym. Aktywnos¢ genu wymagana jest rOwniez dla prawidlowego
rozwoju gonad, nerek, serca, siatkdwki i ptuc. Pelni kluczowg role w prawidtowe;]
miogenezie jak réwniez w réznicowaniu pici. Wykazano powigzania pomigdzy wysoka
ekspresja genu WTI1 a chorobami nowotworowymi ukladu hematopoetycznego
(biataczki 1 zespoty mielodysplastyczne) czy niektorych guzéw litych [22, 80, 93, 111,
141, 148, 150, 154, 174, 188, 189, 209, 226, 235].

W prawidtowym szpiku kostnym poziom ekspresji genu WT1 utrzymuje si¢ na

relatywnie niskim poziomie. Zwigzane jest to z ograniczeniem ekspresji do
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niezréznicowanych komérek CD34". Aktywnos¢ WT1 w macierzystych komérkach
hematopoetycznych, a nie w dojrzatych leukocytach, sugeruje jego role w prawidlowe;j
hematopoezie [10, 91]. Wiele badan prowadzonych na liniach komérkowych wykazuje
spadek transkryptu genu WT1 w momencie indukcji réznicowania si¢ komorek.
Ponadto konstytutywna ekspresja WT1, w komoérkach pozbawionych jego endogennej
ekspresji, powoduje zahamowanie réznicowania 1 zatrzymanie cyklu komoérkowego
w fazie G1. Zmiana poziomu ekspresji WT1 moze mie¢ wplyw na réznicowanie za
posrednictwem innych czynnikéw transkrypcyjnych tj. STAT3. Sugeruje si¢ réwniez
zaangazowanie genu WTl w samoodnawianie si¢ wczesnych komorek
progenitorowych szpiku [4, 96, 157, 172, 200, 217]. W prawidlowych komorkach
hematopoetycznych WT1 zachowuje si¢ jak gen supresorowy. Dzieje si¢ tak poprzez
ekspresje genu we wczesnych komoérkach szpiku kostnego, co hamuje ich proliferacje,
wzrost 1 redukuje tworzenie si¢ kolonii komérkowych. Badania sugeruja, iz wptyw na
taki charakter genu ma obecnos¢ domen cynkowych w biatkach, a ich utrata (delecja
domeny) znosi opisywany efekt [58, 218, 219].

W przypadku ostrych biataczek szpikowych obserwuje si¢ podwyzszong
ekspresje genu WTI1. Relatywnie nizszy poziom ekspresji tego genu obserwowany jest
w typach Ms-My w stosunku do pozostatych typéw AML wg klasyfikacji FAB. Wyzsza
ekspresje opisano w przypadku typu Msi. Roézne izoformy, w badaniach
przeprowadzonych in vitro, wykazuja odmienny wplyw na hematopoeze
1 leukemogeneze. W przypadku biatka fuzyjnego AMLI-ETO wykazano, ze obecnos¢
izoformy Ex5"-KTS* wptywata na rozwéj biataczki, z chwilg gdy obecnosé¢ tylko
AMLI-ETO powodowata zmieniong mielopoeze. U chorych na AML wykazano
czestsza obecno$¢ izoform WT1 Ex5* [18, 58, 96, 130, 154, 168, 208, 227].

2.9.1. Mutacje genu WT1

W ciagu ostatniej dekady wykazano, ze cechy kliniczne chorych z AML
koreluja z r6znymi zmianami genetycznymi. Do zmian tych naleza migdzy innymi
mutacje w genie NPM1, wewnatrz tandemowa duplikacja genu FLT3 (ITD, z ang.
internal tandem duplication) lub mutacje w obrebie CEBPA. Spostrzezenia te dotyczyty
gtéwnie oséb dorostych, u ktérych nie stwierdzono zmian cytogenetycznych. Wiadomo
juz, ze FLT3-ITD wiaze si¢ z gorszym rokowaniem, podczas gdy mutacje w genie
NPMI1 lub CEBPA korelowane sg lepszymi wynikami leczenia [26, 53, 107, 173, 185,
196, 199, 231].
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Mutacje w obrgbie genu WTI1 po raz pierwszy opisano pod koniec lat 90.
Obecnie wiadomo, ze mutacje genu WTI1 dotycza okoto 10% przypadkow AML
w grupie dorostych bez zmian cytogenetycznych, u dzieci odsetek ten moze by¢ wyzszy
(okoto 20%) [90]. Opisywane zmiany najczesciej spotykane sa w obrebie eksonéw 7
19, okreslanych jako miejsca genu o podwyzszonym ryzyku wystapienia mutacji [105,
106, 149, 167, 216, 234]. Mutacje stwierdzono réwniez w eksonach 1, 2, 3 1 8, ale
w mniejszym odsetku [70, 90, 105, 223]. Eksony 7 i 9 koduja pierwszy 1 trzeci palec
cynkowy aktywnego biatka. Obecne mutacje moga wigc wplywaé niekorzystnie na
interakcje biatka WT1 (czynnik transkrypcyjny) z genami docelowymi [7].

U pacjentéw ze zmianami w obrebie genu WT1 zaobserwowano wyrazny wzrost
wystepowania innych zmian genetycznych takich jak: FLT3-ITD (réwniez w grupie
pediatrycznej) i mutacje w genie CEBPA. Natomiast w przypadku obecnosci zmian
w genie  NPM1 nie odnotowano wzrostu innych zmian molekularnych [70].
Stwierdzono, ze mutacje w obrebie WT1 czesciej wystgpowaly u oséb miodszych
i u pacjentéw, ktérzy mieli wyzszy odsetek blastow w szpiku [70, 90, 167, 185, 234].

Niezaleznie od grupy wiekowej pacjentow z AML, wséréd oséb z obecnag
mutacja w obrebie genu WTI1 zaobserwowano wyzszy odsetek zgonéw. Ryzyko
zgonéw z powodu AML byto szczegélnie wysokie w przypadku réwnoczesnego
wystepowania FLT3-ITD [70, 90, 167]. Uwaza si¢, ze mutacja w obrgbie genu WTI
moze zwigkszac ryzyko wznowy AML [185].

2.9.2. Polimorfizmy genu WT1 w AML

Najczesciej opisywanym polimorfizmem genu WTI1, w ostrej bialaczce
szpikowej, jest rs16754. Polimorfizm ten opisany zostal w eksonie 7 omawianego genu.
Obserwowane warianty w obrgbie SNP rs16754 to: A/A, A/G 1 G/G. Czestos¢
wystepowania danego wariantu jest rézna i zalezy od szerokosci geograficznej [42, 87,
89, 121]. Obecnos¢ G/G [17] lub G/A zostata opisana jako korzystny czynnik
rokowniczy (dtuzsze RFS 1 OS) w przeciwienstwie do wariantu A/A [42]. Natomiast
inni autorzy nie obserwowali r6znic w wystapieniu okreslonego wariantu SNP [87] lub
sugeruja czestsze wystepowanie homozygoty G/G w grupie pacjentéw, u ktoérych
stwierdzono obecnos$¢ zle rokujacych markeréw molekularnych (FLT3-ITD) Ilub

cytogenetycznych [121].
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2.10. Gen FLT3

FLT3 jest genem kodujacym receptor, ktory nalezy do III klasy receptoréw
kinaz tyrozynowych (RTKSs). Nalezy on do tej samej rodziny co gen KIT, FMS czy
receptory ptytkopochodnych czynnikéw wzrostu PDGFRa i PDGFRp. Receptory te
odgrywaja krytyczng role w prawidlowej hematopoezie, prawdopodobnie z wyjatkiem
PDGFRo. Biorg udzial w réznicowaniu 1 wzroscie monocytow (c-FMS), a takze
proliferacji i réznicowaniu hematopoetycznych komorek prekursorowych (c-KIT,
FLT3). Natomiast PDGFRP i jego ligandy odgrywaja prawdopodobng role
w prawidlowej megakariocytopoezie [129, 138, 184, 191].

FLT3 ulega ekspresji w prekursorowych komérkach szpiku kostnego, w grasicy
i weztach limfatycznych [191]. Jego ekspresj¢ zaobserwowano réwniez w komorkach
moézgu, tozyska, watroby i gonad [135, 190]. Podwyzszong ekspresje receptora FLT3
stwierdzono rowniez na powierzchni komorek biataczkowych linii mieloidalnej (AML)
oraz limfoidalnej (ALL) i innych nowotworéw [43, 46, 47, 54, 55, 73]. W tych
przypadkach stymulacja ligandem FL wzmacniata r6znicowanie i hamowata apoptoze,
co wskazuje na role tego czynnika w procesach nowotworzenia [251]. Sugeruje sie, ze
wysoki poziom mRNA genu FLT3 u pacjentow z AML moze by¢ powigzany
z autoaktywacja receptora co aczy sie z gorszym OS [164].

Najczesciej wystepujace mutacje w obrebie genu FLT3 to wewnatrz tandemowa
duplikacja (FLT3-ITD) oraz mutacje punktowe, dotyczace zmiany reszty kwasu
asparaginowego na inny aminokwas w pozycji D835.

W przypadku AML u dzieci czestos¢ mutacji FLT3-ITD szacuje si¢ na 5-22%
[8, 97, 109, 126, 146, 254]. Wystepowanie FLT3-ITD zalezy od typu AML wedtug
klasyfikacji FAB. Podwyzszong czestos¢ wystgpowania mutacji obserwowano w typach
M3 i Ms, rzadziej w Mg 1 M7 [2, 67, 110, 158, 224]. Wigkszos¢ prac dotyczacych AML
przedstawia obecno$¢ mutacji FLT3-ITD jako czynnika zle rokujacego. Czesto
FLT3-ITD wiagzana jest z niskim odsetkiem uzyskania remisji catkowitych (RC) oraz
dtugich OS i przezy¢ wolnych od biataczki (LFS, z ang. leukemia-free survival) [2, 8,
107, 109, 110, 126, 146, 152, 243, 254]. Obecnie kontynuowane sg badania nad
inhibitorami aktywacji receptora FL'T3 [61, 240].
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3. Cel pracy

Celem badan jest:

1. oznaczenie molekularnych zmian w biataczce mieloblastycznej u dzieci
1 0szacowanie czestosci wystepowania wybranych markeréw molekularnych, w tym
genéw fuzyjnych (AML1-ETO, CBFB-MYHI11, PML-RARa), ekspresji genu WT1
i duplikacji FLT3;

2. zebranie danych demograficznych oraz na temat typéw AML 1 zmian
chromosomowych u pacjentéw bioragcych udziat w badaniu;

3. ocena korelacji migdzy ekspresja genu WT1 a konwencjonalnymi czynnikami
prognostycznymi, takimi jak:

v’ typ biataczki wg klasyfikacji FAB,

v wstepna liczba leukocytéw i blastow w krwi obwodowej,

v wiek w chwili rozpoznania AML,

v odsetek blastow w cytologicznej ocenie szpiku w 0. i 15. dniu leczenia
indukcyjnego;

4. analiza obecnosci polimorfizméw w obrgbie sekwencji promotora oraz sekwencji
wzmacniajacych genu WTI 1 okreslenie ich wptywu na zmiang¢ poziomu ekspresji
tego genu;

5. ocena stabilnosci RNA w dostarczonym materiale (szpik kostny i krew obwodowa),

okreslenie warunkéw bankowania i katalogowania probek.
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4. Material i metody

4.1. Charakterystyka badanej populacji

Badaniem objeto 69 (53,1%) dzieci (wiek 0,2-18,5, mediana 11,2 lat) sposréd
130 znowo rozpoznang pierwotnag AML w okresie 01.03.2006-31.06.2009 r. w 14
osrodkach PPGLBC. Warunkiem wilaczenia pacjentow do badania bylo uzyskanie
odpowiedniego materiatu do badan molekularnych ze szpiku i/lub krwi obwodowej,
pobranego przed rozpoczeciem leczenia biataczki oraz istotnych danych klinicznych.
Wszyscy chorzy byli leczeni wg programu AML-BFM INTERIM 2004 (Tabela 4,
Rycina 1).

Charakterystyke kliniczng badanej grupy 69 pacjentéw przedstawiono
w Tabelach 5 i 13. Rozktad ptci byl podobny. Wstepna liczba krwinek biatych wynosita
od 1000 do 573 000/mm?> (mediana 29 300), a liczba blastéw w krwi obwodowe;j
0-561 540/mm’ (mediana 11 000). Reprezentowane byly wszystkie typy AML
wg klasyfikacji FAB, a najczesciej stwierdzono typ M, (31,9%). Do grupy wysokiego
i standardowego ryzyka zakwalifikowano odpowiednio: 25 i 44 pacjentéw. Informacje
dotyczace wynikéw badan cytogenetycznych uzyskano o 34 (49,3%) pacjentach, w tym
u 30 kariotyp byt nieprawidtowy (Tabela 6). Wsrdd wszystkich oznaczonych
kariotypéw najczesciej wystepujacymi zaburzeniami byty: t(8;21) /26,5%/, t(15;17)
18,8%/, inv(16) /5,9%/, oraz t(10;11), trisomia 8, 19, 21 i monosomia 7.

4.2. Stosowane analizy statystyczne

4.2.1. Metody statystyczne

Obliczenia statystyczne przeprowadzono za pomocg programu GraphPad
Prism 5. Badane cechy poddano wstgpnej analizie statystycznej. Do analiz
poréwnawczych cech jakosciowych wykorzystano test Chi-kwadrat oraz jego
modyfikacje, stosowane zaleznie od liczebnosci badanej grupy oraz liczebnosci
oczekiwanych. Zaleznie od wynikéw zastosowanych wczesniej testow, porownywano
je za pomocg testu U Manna-Whitneya (w przypadku zmiennych nie majgcych rozktadu
normalnego), a dla zmiennych o rozktadzie normalnym stosowano test t-Studenta.
W przypadku zmiennych zaleznych stosowano test t-Studenta dla par wigzanych.

Krzywe przezycia oszacowano przy uzyciu metody Kaplana-Meiera. Réznice pomiedzy
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Tabela 5. Charakterystyka pacjentow.

Liczba pacjentow lub wartos¢

P
arametr badanego parametru (%)
Zenska 32 (46,4%)
Pte¢
e Meska 37 (53,6%)
Zakres 0,2-18,5
Wiek (lata)
Mediana 11,2
Zakres 1 000-573 000
Leukocyty (/mm”)
Mediana 29 300
Zakres 0-561 540
Blasty (/mm”)
Mediana 11 000
M, 9 (13,0%)
M, 9 (13,0%)
M, 22 (31,9%)
M; 5(7,2%)
Typ wg FAB
M, 14 (20,3%)
M5 8 (11,6%)
Mg 1 (1,4%)
M; 1 (1,4%)
Standardowa (SRG) 25 (36,2%)
Grupa ryzyka
Wysoka (HRG) 44 (63,8%)
Remisje catkowite 58 (84,1%)
Brak remisji 11 (15,9%)
Wznowa 18 (26,1%)
Zyjacy 45 (65,2%)
Z powodu biataczki 15 (21,7%)
Zgony
Z powodu powiktan 9 (13,0%)
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Tabela 6. Charakterystyka zaburzen chromosomalnych/kariotypu.

Parametr

Liczba
pacjentéw (%)

Kariotyp

Prawidtowy stwierdzony

4 (5,8)

Nieprawidtowy stwierdzony

monosomie: 7, 10, 11, 14,
15; trisomie: 3, &, 18, 19,
21, 22; tetrasomia: &;
translokacje: t(2;14),
t(5;9), 1(8;21), t(10;11),
t(15;17); inwersja:
inv(16); delecje: del(5),
del(6), del(8), del(9),
del(12), del (16), liczne
delecje; der(13;14),
der(5), der(9); +mar(19),
+mar(5), +mar(18);
hiperploidie.

Obserwowane
zmiany

34
30 (49,3)
(43,5)

Brak danych

35 (50,7)

grupami

wyodrgbnionymi

pod wzgledem wystepowania badanego czynnika

poréwnywano przy pomocy testow Mentel-Cox’a i Gehan-Breslow-Wilcoxon’a. Jako

poziom istotnosci przyjeto wartos¢ p<0,05. W przypadku réznic stwierdzanych przy

wartosci p pomiedzy 0,05 a 0,1 wynik interpretowano jako trend w kierunku wzrostu

lub obnizenia prawdopodobienstwa wystgpienia ocenianego wydarzenia.

4.2.2. Charakterystyka przeprowadzonych analiz

W celu okreslenia zaleznosci pomiedzy poziomem ekspresji genu WT1 u dzieci

z AML a charakterystyka pacjenta i cech choroby, wykonano badania poréwnawcze,

w ktérych uwzgledniono nastepujace parametry:

v Zwigzane z pacjentem: wiek, pte¢;

v’ Zwigzane z choroba: typ AML, grupa ryzyka, liczba krwinek biatych oraz liczba

blastow w krwi obwodowej i odsetek blastéw w szpiku kostnym przed

rozpoczetym leczeniem.
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W celu oceny znaczenia prognostycznego nadekspresji genu WT1 w AML
u dzieci, przeprowadzono analizy poréwnawcze pomiedzy obecnoscia tego markera a:
v" Wczesng odpowiedzig na leczenie oceniang w 15. dniu leczenia indukcyjnego
(odsetek blastow w szpiku kostnym)
v Czasem przezycia catkowitego (OS, z ang. overall survival). OS obliczano od
daty rozpoczecia leczenia do daty zakonczenia obserwacji lub zgonu.
Przeprowadzono réwniez analize obecnosci polimorfizméw w obrebie sekwencji
promotora oraz sekwencji wzmacniajacych genu WT1 i zbadano ich wptyw na zmiane
ekspresji tego genu.

Oceniono takze stabilnos¢ RNA w dostarczonym materiale (szpik kostny i krew
obwodowa) oraz okreslono warunki bankowania i katalogowania prébek.

Obserwacje zakonczono 30.11.2010 .

4.3. Metody i sprzet laboratoryjny wykorzystane podczas do$wiadczen

Sprzet laboratoryjny uzywany w czasie przeprowadzanych analiz przedstawiono
w Tabeli 7. Przedstawiony ponizej sposob przygotowania materiatu do badan

molekularnych oraz zastosowane metody zostaly wczesniej opublikowane [13].

4.3.1. Izolacja komoérek monojadrzastych ze szpiku i krwi obwodowej
z zastosowaniem wirowania w gradiencie gesto$ci przy uzyciu odczynnika Ficoll

(Sigma-Aldrich)

Prébki po dostarczeniu do laboratorium poddawane byty obrébce w celu izolacji
materiatu. Pierwszym etapem bylo uzyskanie frakcji komérek monojadrzastych. W tym
celu szpik i krew obwodowg poddawano wirowaniu w gradiencie gestosci
z zastosowaniem odczynnika Ficoll wedtug ponizszej procedury:

1. Do krwi/szpiku dodawano 1x PBS (Gibco), dopelniajac do 5 lub 10 ml

w zaleznos$ci od objetosci probki (np. 3 ml materiatu + 2 ml 1x PBS, 7 ml
materialu + 3 ml 1x PBS);

2. Przygotowywano proboéwki wirownicze typu Falcon (o objetosci 10 ml)

zwierajace po 5 ml odczynnika Ficoll;

3. Do probéwek zawierajacych Ficoll dodawano, delikatnie po $ciance, po 5 ml

krwi/szpiku rozcienczonych 1x PBS;
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Tabela 7. Sprzet laboratoryjny wykorzystywany podczas do§wiadczen.

Termocykler T3 Biometra Biometra, Niemcy
Termocykler 2720 Thermal Cycler Applied Biosystems, USA
Termocykler 2400 Gene Amp PCR Syst. Applied Biosystems, USA
Wiréwka Labofuge 400R, Function Line Heraeus, Niemcy

Wiréwka GmCLab Gilson, USA

Aparat do elektroforezy - Owl B1A Easy Cast Owl Separation Syst., USA
Aparat do elektroforezy - Owl B3 Buffer Puffer Owl Separation Syst., USA
Aparat do elektroforezy- Owl A2 Gator Owl Separation Syst., USA
Worteks GVLab Gilson, USA

Waga laboratoryjna XL - 610 Denver Instrument, Niemcy
Transiluminator TM - 40 UVP, LLC, USA

pH - metr CP - 551 Elmetron, Polska
Spektrofotometr NanoDrop 1000 Thermo Fisher Scient., USA
Mieszadto magnetyczne MM5 Polamed, Polska

Pipety automatyczne Eppendorf, Gilson, USA
Cylindry miarowe, kolby miarowe Simax, Czechy

Probéwki typu eppendorf, falcon, strip Eppendorf, Axygen, USA
7500 RealTime PCR System Applied Biosystems, USA
ptytki 96 dotkowe, folie optyczne Applied Biosystems, USA
IS);tPeIr;lC - WAVE Nucleic Acid Fragment Analysis Transgenomic, USA

4. Wirowano w temperaturze pokojowej, przy predkosci 400 x g, przez
30 min.;

5. Zbierano gbérng faz¢ zwierajaca osocze, a warstw¢ komorek
mononuklearnych, znajdujagcych si¢ na granicy faz w postaci biatego

pierscienia, zbierano do czystej probowki wirowniczej;
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6.

Komorki przemywano dwukrotnie 1x PBS i wirowano w temperaturze 4 °C,
przy predkosci 250 x g, przez 10 min.;

Odciggano PBS a osad komérkowy zwieszano w 0,5 ml 1x PBS, obliczano
liczbe wyizolowanych komorek;

Po ponownym zwirowaniu i odciggnieciu PBS do osadu komoérkowego
dodawano odpowiednig objetos¢ odczynnika Trizol (Invitrogen) (1 ml na
5-10 x 10° komérek), material przechowywano w probéwkach typu

Eppendorf, w temperaturze -20 °C do czasu izolacji RNA i DNA.

4.3.2. Izolacja RNA z zastosowaniem odczynnika Trizol (Invitrogen)

Izolacje¢ catkowitego RNA, z komérek monojadrzastych, przeprowadzano

z zastosowaniem Trizolu wedtug procedury przedstawionej ponize;j.

1.

10.

Wyizolowane komérki monojadrzaste homogenizowano odpowiednig iloscig
Trizolu (1 ml na 5-10 x 10° komérek);

Prébki inkubowano w temperaturze pokojowej przez S min.;

Dodawano 300 pl chloroformu (Sigma-Aldrich) na 1 ml uzytego Trizolu,
anastgpnie przepipetowywano do uzyskania jednolitego roztworu,
inkubowano 2-3 min. w temperaturze pokojowe;j;

Wirowano w temperaturze 4 °C przy predkosci 12000 x g przez 15 min.;
Faze wodng przenoszono do czystej probéwki typu Eppendort;

Do uzyskanej fazy wodnej, zawierajacej RNA, dodawano réwng objetosc
alkoholu izopropylowego (POCH), mieszano przez kilkukrotne obracanie
proboéwki, inkubowano w -20 °C (1-24 godz.);

Wirowano w temperaturze 4 °C przy predkosci 12000 x g przez 20 min.;
Supernatant odciggano, a osad RNA przemywano 75% alkoholem etylowym
(POCH) (1 ml);

Wirowano w temperaturze 4 °C przy predkosci 12000 x g przez 5 min.;
Odciggano etanol. RNA suszono w temperaturze pokojowej a nast¢pnie
rozpuszczano w odpowiedniej objetosci wody wolnej od nukleaz
(Sigma-Aldrich).  Mierzono  absorbancje¢  prébek  przy  uzyciu
spektrofotometru NanoDrop (Thermo Scientific), przy dtugosci fali 260 nm
(dla kwas6éw nukleinowych) i 280 nm (dla bialek) w celu okreslenia stezenia

oraz czystosci RNA;
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11. Wyizolowane RNA przechowywano w temperaturze -80 °C.

4.3.3. Izolacja DNA z zastosowaniem odczynnika Trizol (Invitrogen)

DNA izolowano z zastosowaniem odczynnika Trizol (kolejny etap po izolacji
RNA) lub zestawu do izolacji DNA na mikrokolumnach (Qiagen).

Do izolacji DNA na mikrokolumnach uzywano 200 ul szpiku (lub krwi
obwodowej) pobranego z probki wyjsciowej. Izolacja DNA na mikrokolumnach
przebiegata wedtug procedury dotaczonej przez producenta do zestawu izolacyjnego.

Izolacje DNA z zastosowaniem Trizolu przeprowadzano wedlug ponizszej
procedury:

1. Po usunieciu fazy wodnej, zawierajacej] RNA, do fazy organicznej dodawano

330 ul 100 % alkoholu etylowego (na 1 ml Trizolu uzytego do wstepnej
homogenizacji) a nastgpnie mieszano przez kilkukrotne odwrdcenie
probowki;

2. Probki inkubowano w temperaturze pokojowej przez 2-3 min.;

3. Wirowano w temperaturze 4 °C, przez 10 min. przy predkosci 2000 x g;

4. Supernatant usuwano a osad DNA przemywano dwukrotnie roztworem
0,1 M cytrynianu sodu w 10 % etanolu (1 ml na 1 ml Trizolu uzytego do
wstepnej homogenizacji). Podczas kazdego ptukania prébki inkubowano
w temperaturze pokojowej przez 30 min. od czasu do czasu mieszajac;

5. Po kazdym ptukaniu wirowano w temperaturze 4 °C, przez 5 min., przy
predkosci 2000 x g. (Dodatkowe ptukanie przeprowadzano dla probek
zawierajacych powyzej 200 pg materiatu);

6. DNA zawieszano w 75% etanolu (1,5-2 ml etanolu na 1 ml Trizolu uzytego
do wstepnej homogenizacji) i inkubowano 10-20 min. w temperaturze
pokojowej od czasu do czasu mieszajac;

7. Wirowano w temperaturze 4°C, przez Smin., przy predkosci 2000 x g;

8. DNA suszono w temperaturze pokojowej przez 5-15 min. a nast¢pnie
rozpuszczano w roztworze zawierajacym 8§ mM NaOH (POCH), 0,1 M
HEPES (Sigma-Aldrich) i 1 mM EDTA (Sigma-Aldrich) (300-600 pl
roztworu w zaleznosci od ilosci uzyskanego DNA) lub w buforze TE.
Nastepnie mierzono stezenie wyizolowanego DNA przy uzyciu
spektrofotometru, przy dlugosci fali 260 nm (kwasy nukleinowe) i 280 nm

(biatka) w celu okreslenia czystosci probek;
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9. Prébki przechowywano w temperaturze -20 °C.

4.3.4. Analiza powtorzen FLT3-ITD w oparciu o reakcje PCR

Metoda PCR umozliwia specyficzng amplifikacje in vitro wybranych odcinkéw
DNA i RNA (przepisanych na cDNA), dzigki wykorzystaniu dwodch starterow
komplementarnych do sekwencji docelowej. Uzyte startery ograniczaja dlugosé
syntetyzowanego tancucha. Typowa reakcja PCR obejmuje okoto 30 powtarzajacych
si¢ cykli obejmujacych: denaturacje, przylaczanie starterOw, syntez¢ z zastosowaniem
termostabilnej polimerazy. W kazdym cyklu dochodzi do podwojenia wyjsciowej liczby
matryc.

Reakcji PCR poddawano fragment genu FLT3, w ktérym dochodzi do
powtdrzen tandemowych ITD. Prawidlowa dlugo$¢ badanego odcinka wynosi 329 pz
(par zasad) co stanowito podstawe dalszej analizy uzyskanych wynikéw.

W celu przeprowadzenia reakcji PCR stosowano startery (TIB MOLBIOL)
o nastepujacych sekwencjach:

F: 5 - GCA ATT TAG GTA TGA AAG CCA GC -3,
R: 5" —CTT TCA GCA TTT TGA CGG CAA CC-3’.
W celu przeprowadzenia reakcji przygotowywano mieszanine reakcyjng

wg sktadu podanego w Tabeli 8. Warunki termiczne reakcji PCR przedstawiono na

Rycinie 2.
Tabela 8. Sktad mieszaniny reakcyjnej PCR dla analizy powtérzen FLT3-ITD.
Stezenie . .
Objetose 1 Objetosé 1
poczatkowe Jetose W H Jelose WH
Bufor C [Eur,] 10 x stezony 5 2,5
dNTPs [Eury] 5 mM 2 1
Starter F 100 uM 0,4 0,2
Starter R 100 uM 0,4 0,2
Polimeraza DNA
2 | 4
[Eur,] ,5 Ul 0,8 0,
H,O 394 18,7
DNA 2 2
TR 50 (reakcje mozna prowadzié
Objetose k 25
Jetose xoficowa w objetosci 25ul)
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Rycina 2. Warunki termiczne reakcji PCR dla analizy powtérzen ITD w genie FLT3.

Wynik reakcji PCR uzyskiwano poprzez detekcje powstalego produktu na zelu
agarozowym. W tym celu na zel nakladano po 15 pl mieszaniny reakcyjnej po PCR
obcigzonej 6 x buforem tadujagcym (3 ul). Elektroforeze prowadzono w 3,5% zelu
agarozowym, w obecnosci markera wielkosci i prébek kontrolnych (prawidtowe;j

1 z powtdrzeniami ITD) — Rycina 3.

Rycina 3. Wynik rozdzialu elektroforetycznego dla analizy ITD
w genie FLT3: §ciezka 1 — marker wielkosci 100 pz, $ciezka 2 —
kontrola pozytywna (dodatkowy prazek, powyzej prazka
prawidlowego, $wiadczy o obecnosci powtdrzen tandemowych
w jednym z alleli genu FLT3. Allel z duplikacja charakteryzuje si¢
dtuzszym produktem reakcji PCR w poréwnaniu do allela
prawidtowego o dlugosci 329 pz, przez co jego migracja w Zzelu
agarozowym jest opdzniona — nast¢puje rozdziat prazkéw), Sciezka 3
— kontrola negatywna (probka prawidlowa; obserwowany jest tylko
jeden prazek na wysoko$ci 329 pz - zaden z alleli nie posiada
powtérzenn ITD; oba prazki migruja z ta sama predkoscia — nie
dochodzi do ich rozdzialu w Zelu agarozowym). Elektroforeza
prowadzona w 3,5% zelu agarozowym.

4.3.5. Analiza ilosciowa gendow fuzyjnych z zastosowaniem reakcji RQ-PCR

Do przeprowadzenia ilosciowej reakcji RT-PCR 1 RQ-PCR 4 transkryptéw
genéw fuzyjnych (AMLI-ETO, CBFB-MYHI11, PML-RARa /podtyp berl i ber3/)
zastosowano protokol opracowany przez Europe Against Cancer Program [69, 232].
W badaniach pomini¢to oznaczanie podtypu bcr2 z powodu rzadkiego wystepowania
tego typu zmiany (5%).

Obecnos¢ 1 liczbe transkryptéw genéw fuzyjnych przeprowadzano
z zastosowaniem technologii TagMan w reakcji RQ-PCR, po uprzednim przepisaniu

informacji genetycznej z RNA na cDNA, przy uzyciu reakcji odwrotnej transkrypcji.
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Dla kazdego z genéw stosowano specyficzng sonde 1 startery. Analiza ilosciowa
poziomu ekspresji badanych genéw byla mozliwa dzigki zastosowaniu krzywych

standardowych dla kazdego z genéw fuzyjnych oraz dla genu referencyjnego ABL.

4.3.5.1. Odwrotna transkrypcja — RT PCR (Invitrogen)

Reakcja odwrotnej transkrypcji umozliwia amplifikacje wybranego fragmentu
RNA. W trakcie reakcji RT PCR sekwencja RNA zostaje przepisana na cDNA
komplementarne. Reakcje katalizuje RNA-zalezna polimeraza DNA (odwrotna
transkryptaza). Enzym ten, pochodzenia wirusowego, wykazuje aktywnos¢
polimerazowa w kierunku 5°— 3’.

Synteza cDNA moze by¢ przeprowadzona w zaleznosci od uzytych starterow:
heksamerdéw, oligo(dT) czy starterow specyficznych do wybranej sekwencji RNA.

W niniejszej pracy, w reakcji RT PCR, uzywano starteréw w postaci
heksameréw, krotkich odcinkéw oligonukleotydowych (startery przypadkowe)
przytaczajacych si¢ losowo do nici RNA. Tak przeprowadzona reakcja odwrotnej
transkrypcji umozliwia uzyskanie cDNA z catkowitego RNA.

Reakcje odwrotnej transkrypcji przeprowadzano na 1 ug catkowitego RNA

uzyskanego z krwi i szpiku pacjenta.

]

[
(5]

]

10rmin v
-

Rycina 4. Warunki termiczne reakcji RT PCR.

RT PCR przeprowadzano wedtug ponizszej procedury.
1. 1 pg catkowitego RNA zawieszano w 10 ul H,O wolnej od nukleaz;

2. Inkubowano przez 10 min. w termobloku, w temperaturze 70 °C;
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3. Szybko przenoszono na 16d. Po ochtodzeniu probek dodawano mieszaning
reakcyjna przygotowywang wedtug sktadu podanego w Tabeli 9;
4. Probéwki przenoszono do termobloku. Reakcje odwrotnej transkrypcji

prowadzono w warunkach termicznych podanych na Rycinie 4.

Tabela 9. Sktad mieszaniny reakcyjnej odwrotnej transkrypcji (RT PCR).

Stezenie poczatkowe Objetosé w pl
RT bufor 5 X stgzony 4
Heksamery 3 ug/ul 0,1
dNTP 10 mM 1
DTT 2
Eﬁzzc): OUT (inhibitor 40 U/l 0.5
e 1
H,0 1,4
RNA 10
Objetos¢ koncowa 20

Po zakonczonej reakcji, probki cDNA przechowywano w temperaturze -20 °C

do czasu dalszych analiz.
4.3.5.2. PCR w czasie rzeczywistym (RQ-PCR) z zastosowaniem systemu TagMan

W metodzie TagMan wykorzystuje si¢ sondy molekularne specyficzne do
badanej sekwencji. Sondy znakowane sg na koncach 5° barwnikiem reporterowym
np. FAM  (karboksyfluoresceina), a na koncach 3’ barwnikiem tlumigcym
(wygaszajacym fluorescencje) np. TAMRA (karboksy-tetrametylorodamina). Na etapie
przytaczania starteréw sonda hybrydyzuje do amplifikowanego DNA. W kolejnym
etapie, w trakcie wydtuzania powstajacej nici DNA, sonda zostaje zdegradowana przez
polimeraze Taq majacg aktywnos$¢ egzonukleazy 5°—3’. Uwolnienie barwnikéw

zwigzanych z sonda powoduje wzrost fluorescencji mierzonej w prébce (barwnik
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reporterowy). Zaleta metody TagMan jest jej swoistos¢, wada zastosowanie
specyficznej sondy dla kazdego badanego fragmentu DNA.
Na matrycy uzyskanego cDNA przeprowadzano ilosciowy RQ-PCR
w technologii TagMan przy uzyciu Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems),
specyficznych starteréw oraz sond znakowanych znacznikami (Applied Biosystems).
Do przeprowadzenia reakcji stosowano sondy i startery o nast¢pujacych
sekwencjach:
AML1-ETO:
ENF701 5 - CAC CTA CCA CAG AGCCATCAAA-3
ENR761 5° — ATC CAC AGG TGA GTCTGGCATT -3’
ENP747 FAMS — AAC CTC GAA ATC GTA CTG AGA AGC ACT CCA -
3’TAMRA
CBFp-MYH11:
ENF803 5° — CAT TAG CAC AAC AGGCCTTTGA-3
ENR862 5° - AGG GCC CGC TTG GACTT -3’
ENPr843 FAMS’ — TCG CGT GTC CTT CTC CGA GCC T - 3’'TAMRA
PML-RARa (bcerl):
ENF903 5 — TCT TCC TGC CCA ACAGCAA-3
ENR962 5° — GCT TGT AGA TGC GGG GTA GAG -3’
ENP942 FAM3’ — AGT GCC CAG CCC TCC CTC GC - 3’'TAMRA
PML-RARa (bcr3):
ENF905 5 - CCG ATG GCT TCG ACGAGTT-3
ENR962 5° — GCT TGT AGA TGC GGG GTA GAG -3’
ENP942 FAM3’ — AGT GCC CAG CCC TCC CTC GC - 3’TAMRA
Réwnolegle do amplifikacji poszczegdlnych gendéw fuzyjnych, dla tej samej
probki cDNA, przeprowadzano amplifikacje genu kontrolnego ABL. Sekwencje
starteréw i sondy dla genu referencyjnego ABL uzywanych w RQ-PCR przedstawiono
ponizej:
ENF1003 5° - TGG AGA TAA CAC TCT AAG CAT AACTAAAGGT-3
ENR1063 5’ — GAT GTA GTT GCT TGG GAC CCA -3’
ENPr1043 FAMS’ — CCA TTT TTG GTT TGG GCT TCA CAC CAT T - 3’TAMRA.
Pierwszym etapem przygotowania reakcji RQ-PCR bylo rozcienczenie cDNA

uzyskanego w reakcji odwrotnej transkrypcji. W tym celu do objetosci 20 ul cDNA
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dodawano 30 ul wody wolnej od nukleaz, uzyskujac koncowa objetos¢ 50 ul. Do
oznaczen uzywano po 5 ul rozcienczonego cDNA na reakcje.

W celu przeprowadzenia RQ-PCR przygotowywano mieszaninge reakcyjng
wedtug sktadu podanego w Tabeli 10.

Reakcje prowadzano na ptytkach 96 dotkowych z zastosowaniem aparatu typu
7500 RealTime PCR System (Applied Biosystems) w warunkach termicznych

przedstawionych na Rycinie 5.

Tabela 10. Sktad mieszaniny reakcyjnej stosowanej podczas amplifikacji produktéw dla genéw fuzyjnych
i genu ABL z zastosowaniem systemu TaqgMan.

Stezenia poczatkowe Objetos¢ w ul Objetos¢ w pl
TagMan
Universal PCR 2 X stezony 25 12,5
Master Mix
2 uM dla genéw
fuzyjnych i genu ABL
Sond 5 2,5
onda (wyjatek AML1-ETO — ’
1 uM)
3 uM dla genéw
Starter F fuzyjnych i genu ABL > 2.5
3 uM dla genéw
Starter R fuzyjnych i genu ABL > 2.5
H,O 5 0
cDNA 5 5
50
Objetosé koncowa (reakcje mozna 25
prowadzi¢ w potowie
objetosci)

Dzieki analizie poréwnawczej amplifikacji genu fuzyjnego w odniesieniu do
poziomu genu kontrolnego wyliczano znormalizowang ilo$¢ kopii genu fuzyjnego
tzw. NCN (ang. normalized copy number). NCN wyrazano jako liczbe kopii genu
fuzyjnego w przeliczeniu na 10" kopii genu ABL.

Do wyliczenia bezwzglednej liczby kopii genu fuzyjnego i genu kontrolnego
ABL wykreslane byty krzywe standardowe dla kolejnych rozcienczen plazmidéw

(Ipsogen), zawierajacych badane transkrypty. Rycina 6a przedstawia przyktadowa
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krzywa standardowa dla genu ABL wyliczong na podstawie uzyskanego poziomu

fluorescencji (Rycina 6b).

Rycina 5. Warunki termiczne dla reakcji PCR w czasie rzeczywistym dla wybranych genéw fuzyjnych.
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Rycina 6a. Przyktadowa krzywa standardowa dla genu ABL wyliczona na podstawie poziomu
fluorescencji (Rycina 6b) odczytanej podczas reakcji PCR w czasie rzeczywistym.
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Rycina 6b. Przykltadowy poziom fluorescencji dla genu ABL odczytany podczas reakcji PCR w czasie

rzeczywistym.
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4.3.6. Analiza ilosciowa genu WT1 z zastosowaniem reakcji PCR w czasie
rzeczywistym (RQ-PCR)

Analiza ilosciowa poziomu transkryptu dla genu WT1 przebiegata analogicznie
jak w przypadku analizy ilosciowej gendéw fuzyjnych.

Etapy analizy ilosciowej amplifikacji genu WT1 obejmowaty:

I. Reakcje odwrotnej transkrypcji na matrycy RNA z krwi i szpiku pacjentow;

II. RQ - PCR na matrycy uzyskanego cDNA.

W celu przeprowadzenia reakcji RQ-PCR dla genu WT1 stosowano sondg
1 startery (Applied Biosystems) o nastepujacych sekwencjach:

WT1:
WTIF: 5" - CAG GCT GCA ATA AGA GAT ATTTTAAGCT-3
WTIR: 5 - GAA GTC ACA CTG GTATGG TTTCTC A -3’
WTIPr: FAMS5® — CTT ACA GAT GCA CAG CAG GAA GCA CAC TG -
3’TAMRA.

Tabela 11. Sktad mieszaniny reakcyjnej stosowanej podczas amplifikacji produktéw dla genu WTI
i genu ABL z zastosowaniem systemu TaqgMan.

Stezenia poczatkowe Objetos¢ w ul Objetos¢ w pl
TagMan
Universal PCR 2 X stezony 25 12,5
Master Mix
2 uM dla genu ABL
Sond 5 2,5
onda (dla genu WT1 - 3 uM)
3 uM dla genu ABL
Starter F 5 2,5
artet (dla genu WT1 -2 uM)
3 uM dla genu ABL
Starter R 5 2,5
artet (dla genu WT1 -2 uM)
H,O 5 0
cDNA 5 5
50
akei .
Objetosé koncowa (reakcje mozna g
prowadzi¢ w potowie
objetosci)
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Réwnolegle do amplifikacji genu WTI1, dla tej samej probki cDNA,

przeprowadzano amplifikacje genu kontrolnego ABL. Sekwencje starteréw i sondy dla

genu referencyjnego ABL przedstawiono w rozdziale dotyczacym analizy ilosciowe;j

genow fuzyjnych.

W celu przeprowadzenia reakcji PCR w czasie rzeczywistym dla genu WTI

przygotowywano mieszanine reakcyjng wedtug sktadu podanego w Tabeli 11.
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Rycina 7a. Przykltadowa krzywa standardowa dla genu WT1 wyliczona na podstawie poziomu
fluorescencji (Rycina 7b) odczytanej podczas reakcji PCR w czasie rzeczywistym (krzywe standardowe
dla genéw fuzyjnych analogiczne jak dla genu WT1 — ilo$¢ kopii plazmidéw).
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Rycina 7b. Przyktadowy poziom fluorescencji dla genu WT1 odczytany podczas reakcji PCR w czasie
rzeczywistym (krzywe standardowe dla genéw fuzyjnych analogiczne jak dla genu WT1 — ilo$¢ kopii

plazmidow).

43



Reakcje prowadzano z zastosowaniem aparatu typu 7500 RealTime PCR System
(Applied Biosystems) w warunkach termicznych przedstawionych na Rycinie 8.

Podobnie jak dla genéw fuzyjnych i w tym przypadku okreslano wartos¢ NCN
(dla genu WT1) jak réwniez wykreslano krzywa standardowa dla genu WT1 i genu
referencyjnego ABL.

Rycina 7a przedstawia przyktadowa krzywa standardowag dla genu WTI.
Przyktadowa krzywa standardowa dla genu ABL przedstawiono w rozdziale

dotyczacym analizy ilosciowej genéw fuzyjnych.
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Rycina 8. Warunki termiczne reakcji RealTime PCR dla genu WTI.

4.3.7. Analiza polimorfizméw wybranych odcinkéw genu WT1 metoda DHPLC

i sekwencjonowania

Denaturujgca wysokocisnieniowa chromatografia cieczowa (DHPLC, z ang.
denaturating high performance liquid chromatography) jest metoda przesiewowego
poszukiwania mutacji punktowych. Optymalna dtugos¢ badanych produktéw powinna
wynosi¢ od 100 do 500 par zasad. Wptywa to na czuto$¢ stosowanej metody
(92-100%). Badane fragmenty amplifikuje si¢ za pomocag reakcji PCR. Do celéw
wykrywania mutacji wykorzystywane jest tworzenie si¢ heteroduplekséw pomiedzy
fragmentami DNA poddanymi denaturacji, a nastepnie renaturacji. Zmiana nukleotydu
wplywa na powstanie mieszanej populacji homo- i heterodupleksow w skutek
hybrydyzacji prawidtowych i zmutowanych nici badanych odcinkéw DNA. W trakcie
chromatografii, = prowadzonej = w  temperaturze  czesciowo  denaturujacej,
homo- i heterodupleksy wymywane sa z kolumny w r6znym czasie. Na chromatogramie
homozygota obserwowana jest jako pojedynczy pik natomiast heterozygota jako kilka

pikéw.
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Na matrycy DNA przeprowadzone zostaly reakcje PCR z zastosowaniem
specyficznych starteréw dla rejonéw regulatorowych genu WT1. Amplifikacji poddano
odcinek promotora oraz sekwencje potencjalnych regionéw wzmacniajacych ekspresje
badanego genu. Namnozone fragmenty postuzyty analizie oznaczenia wystepowania
polimorfizméw genetycznych przy uzyciu metody DHPLC oraz sekwencjonowania.
Badane sekwencje przedstawiono na Rycinach 9-11.

W celu przeprowadzenia reakcji PCR zaprojektowano startery o nastg¢pujacych
sekwencjach:

- dla regionu promotora (dla badanej sekwencji uzyto dwéch par starterow w celu
pozniejszego sekwencjonowania catego regionu):

F1: 5 - GAC AGT TCT AGA AGC AAGAGCC-3

Fragment I badanej sekwencji

R1: 5 - GCT CCATTC ACT CAGCAGCC-3 promotora genu WT1
F2:5 - GGG TTG AAG AGG AGGGTGTC-3 Fragment II badanej

sekwencji promotora genu
R2:5 - GCG GAG CGT GTGCTG AGAC-3’ WT1

- dla regionu sekwencji wzmacniajgcej w intronie 3:
F3: 5 — GTG GGA CCT TCT TCC TGT GAG -3’
R3:5° - CTA CCT CCT TCC CTT GAC GTC -3’

421 CCGACCTCTGGAACCCACAAAGGGCCACCTCTTTCCCCAGTGACCCCAAGATCATGGCCA 480
481 CTCCCCTACCC—AGACTCAAGGGTGCAAAGCAAGGGTAT 540
541 ACGCTTCTTTGEAGCTTGACTGAGTTCTTTCTGCGCTTTCCTGAAGTTCCCGCCCTCTTG 600
601 GAGCCTACCTGCCCCTCCCTCCAAACCACTCTTTTAGATTAACAACCCCATCTCTACTCC 660
661 CACCGCATTCGACCCTGCCCGGACTCACTGCTTACCTGAACGGACTCTCCAGTGAGACGA 720
721 GGCTCCCACACTGGCGAAGGCCAAGAAGGGGAGGTGGGGGGAGGGTTGTGCCACACCGGE 780
781 CAGCTGAGAGCGCGTGT TEEETTGAAGAGGAGEETGTC T CCGAGAGGGACGCTCCCTCGG 840
841 ACCCGCCCTCACCCCAGCTGCGAGGGCGCCCCCAAGGAGCAGCGCGCGCTGCCTGGCCGG 900

901 GCTTCECEICCTCACTCARTGEABE GCCGAGCCTCCTGGCTCCTCCTCTTCCCCGCGLC 960
961 GCCGGCCCCTCTTATTTGAGCTTTGGGAAGCTGAGGGCAGCCAGGCAGCTGGGGTAAGGA 1020
1021 GTTCAAGGCAGCGCCCACACCCGGGGGCTCTCCGCAACCCGACCGCCTGTCCGCTCCCCC 1080
1081 ACTTCCCGCCCTCCCTCCCACCTACTCATTCACCCACCCACCCACCCAGAGCCGGGACGG — 1140
1141 CAGCCCAGGCGCCCGGGCCCCGCCGTCTCCTCGCCGCGATCCTGGACTTCCTCTTGCTGC — 1200
1201 AJJGACCCGGCTTCCACGTGTGTCCCGGAGCCGGCEICTCAGCACACGETEEEETCCGGGC 1260
1261 CTGGGTGCCTACAGCAGCCAGAGCAGCAGGGAGTCCGGGACCCGGGCGGCATCTGGGCCA — 1320
1321 AGTTAGGCGCCGCCGAGGCCAGCGCTGAACGTCTCCAGGGCCGGAGGAGCCGCGGGGCGT — 1380
1381 CCGGGTCTGAGCCGCAGCAAATGGGCTCCGACGTGCGGGACCTGAACGCGCTGCTGCCCG 1440
1441 CCGTCCCCTCCCTGGGTGGCGGCGGCGGCTGTGCCCTGCCTGTGAGCGGCGCGGCGCAGT 1500
1501 GGGCGCCGGTGCTGGACTTTGCGCCCCCGGGCGCTTCGGCTTACGGGTCGTTGGGCGGCC 1560
1561 CCGCGCCGCCACCGGCTCCGCCGCCACCCCCGCCGCCGCCGCCTCACTCCTTCATCAAAC 1620
1621 AGGAGCCGAGCTGGGGCGGCGCGGAGCCGCACGAGGAGCAGTGCCTGAGCGCCTTCACTG 1680
1681 TCCACTTTTCCGGCCAGTTCACTGGCACAGCCGGAGCCTGTCGCTACGGGCCCTTCGGTC — 1740
1741 CTCCTCCGCCCAGCCAGGCGTCATCCGGCCAGGCCAGGATGTTTCCTAACGCGCCCTACC — 1800
1801 TGCCCAGCTGCCTCGAGAGCCAGCCCGCTATTCGCAATCAGGGTAAGTAGGCCGGGGAGC — 1860
1861 GCCCCCTACGCGCGGGGCAGTGGCGCCAGGGACTCTCCGCTCTAGGACACCCCCCTCTCC 1920

Rycina 9. Rycina przedstawia proksymalny odcinek regionu promotora genu WTI1, ktéry poddano
amplifikacji. Kolorem czerwonym zaznaczono nukleotyd poczatkowy (A) i koncowy (G) badanej
sekwencji. Kolorem fioletowym zaznaczono sekwencje komplementarne dla pierwszej pary starteréw
(F1-R1), na zielono sekwencje komplementarne dla drugiej pary (F2-R2). Kolorem z6ttym zaznaczono
miejsca startu transkrypcji genu.
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9601 GCCCCCGGCCGGGGTGCAGGACGGAGATCGGGTCGCAACAGGGCCCTGCGGGGAGGCTGC 9660
9661 TCTGGCCCGCGIGGGACCTTCTTCCTGTGAGCGGGAGGCCCAAGGCCAGCTTCATTCCCT 9720
9721 TCCAAGCTTTTCCCCGCTCCGTGCTTCCTCTICTICGCCTCTCGCTCCACCTTCTCTCCCC 9780
9781 CAAATTTTTTICTTCAACTTTGGGTGAACTTGGCCGGCCGCCCGCGTCTGCGATAGGGTTG 9840
9841 CCTAGTAACTGCGGCGCACACCAGCCCGCACGGGGCTGGAAGTTGGGGCGGGGGCCGGGG 9900
9901 AGCAGCAGCGCGAGGCCTGTGCGGCCCGGGATTGGGCGCGCATGACCTCATAGCCCCCIC 9960
9961 CTCCCTGGTGCTCGGGGATCCTGACACCGGCTGCCCCCAAACCCATCCCCATCCTCCCTC 10020
10021 CCCTCCGCGCGGGGACCCGGGGCTGACGTCAAGGGAAGGAGGTAGTGAGGTCATGAAGGA 10080
10081 AGGAAAAGCGCCTGCCCTGGGAGATTGGGTGGGGGAGTGGCCGCGCCTGGGGGACTGTCC 10140

Rycina 10. Rycina przedstawia sekwencj¢ wzmacniajaca w intronie 3 genu WT1. Kolorem zielonym
zaznaczone sekwencje komplementarne dla uzytych starteré6w (para F3-R3).

- dla regionu sekwencji wzmacniajacej na koncu 3’:
F4:5 — CCT TTC CAG GGC AAC TGA GTG -3’
R4:5 — GCA GTT GAA ACA ATC AAT GTG GC - 3".

49621 TAGTCCTTTTGAAAAGTTCAGATACATCACTGGGAGGGCATAGGCTGAACACCTAGTACA 49680
49681 ATTGAATTTACAGCTIGTACTTGCTATAAATCAGCTCAGCAGATTGAAAACTGCTCAGEECT 49740
49741 TTCCAGGGCAACTGAGTGTGAAAGCAAAGATCTATATTATCTATAAACTATAAACTCE'E 49800
49801 TTCTGTTCTGGIGTATGGTTTTTGAATTGTAAATAAGGAGATTAATTTGGTGCAGCCCCT 49860
49861 CTCAGCTCCATTATCITGGGGCTTGCATGCATTCCGGGTITTITATTTCTTCATTTAAAATG 49920
49921 CGTCTCAAACAGATGGAAGCCTAGCTATGGAGACTGTTTTACATTGAAGTGCAGCTCAAA 49980
49981 GTTTGGGCAGCCTAAAAGTCAGGTCCAGAGGCCCCTCTTATTTTGCATCTGGCTCTTGCA 50040
50041 TCACTGTTAATTATAGCGAGTGTGGTGACTCATTTATATCAGCCGTTTTTATCTTTTCCT 50100
50101 GCCAGAAGACAGCATTTCTCTGGAGAAGCTCAGGACAAGCATGGCA.ACGTCAGCGAGTC 50160
50161 GGAAAGAGCCAGGTCTTACAACAAAAGTACAGCCACATTGATTGTTTCAACTGCACAGGG 50220
50221 AAGAACAGAGATTCTCAGACGACCCTGTAAGTTTAGCTTIGCAGTTAAGATCATGGGCTAT 50280

Rycina 11. Rycina przedstawia sekwencje wzmacniajaca na koncu 3’ genu WT1. Kolorem czerwonym
zaznaczono nukleotyd poczatkowy (C) i koncowy (A) badanej sekwencji. Kolorem zielonym zaznaczone
sekwencje komplementarne dla uzytych starteréw (para F4-R4).

Reakcje PCR przeprowadzano na 150 ng DNA. W tym celu mierzono st¢zenie
DNA w prébkach, a nastepnie prébke zawierajaca 150 ng DNA uzupetniano woda
wolng od nukleaz do catkowitej objetosci 10 ul (wyréwnanie objetosci prébek). W celu
przeprowadzenia reakcji PCR przygotowywano mieszaning reakcyjng wedlug sktadu
podanego w Tabeli 12.

Produkty DNA poddawano elektroforezie w 1,5% zelu agarozowym w celu
oszacowania poprawnego przebiegu 1 wydajnosci reakcji PCR. W tym celu na zel
agarozowy naktadano po 10 pl mieszaniny reakcyjnej obcigzonej buforem tadujacym.
Elektroforeze prowadzono w obecnosci markera wielkosci. Pojawienie si¢ prazkéw
o dtugosci okoto 400 pz (dla odcinka sekwencji wzmacniajacej w obrebie intronu 3)
oraz o dlugosci okoto 450 pz (dla odcinkéw promotora I, II oraz sekwencji
wzmacniajacej 3’) swiadczyto o obecnosci wilasciwych produktéw (Ryciny 14-17).

Prébki przechowywano w temperaturze -20 °C do dalszych analiz.
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Warunki termiczne reakcji PCR dla sekwencji promotora genu WTI

przedstawiono na Rycinie 12 (pary starterow F1-R1, F2-R2).
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Rycina 12. Warunki termiczne reakcji PCR dla analizy regionéw promotora I i I genu WT1.

Tabela 12. Sktad mieszaniny reakcyjnej PCR dla amplifikacji badanych odcinkéw promotora i sekwencji
wzmacniajacych genu WT1.

Stezenie poczatkowe | Objetos¢ w ul

Bufor C [Eur,] 10x 5
dNTP 5mM 2
Starter F 50uM 0,8
Starter R 50uM 0,8
fé)lllirlzeraza Gold 25Ul 0.8
H,O 30,6
DNA 150ng 10
Objetos¢ koncowa 50

Warunki termiczne reakcji PCR dla sekwencji wzmacniajacych genu WTI1
przedstawiono na Rycinie 13 (pary starteréw F3-R3, F4-R4).

W kolejnym etapie analizy wprowadzano zapis sekwencji badanych odcinkéw
DNA do aparatu WAVE 1500 (Transgenomic), umozliwiajacego prowadzenie analiz
technika DHPLC, korzystajac z oprogramowania (Nucleic Acid Fragment Analysis
System) w celu okreslenia temperatury czgsciowo denaturujacej badane fragmenty.
Sposréd uzyskanych profili termicznych wybierano najwlasciwszy dla danego
fragmentu (Ryciny 18-21):
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- dla sekwencji odcinka I promotora (para starteréw F1-R1) — 60 °C,

- dla sekwencji odcinka II promotora (para starteréw F2-R2) — 65 °C,
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Rycina 13. Warunki termiczne reakcji PCR dla analizy regionéw wzmacniajacych - intron 3 i koniec 3’
genu WTI.
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Rycina 14. Wynik rozdziatu elektroforetycznego dla fragmentu I promotora genu WT1, amplifikowanego
z zastosowaniem starterOw F1-R1. Sciezka 1 — marker wielkosci 100 pz, $ciezki 2 i 3 — produkty
amplifikacji fragmentu I promotora genu WT1 o dlugosci 434 pz.

1 2 3
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Rycina 15. Wynik rozdzialu elektroforetycznego dla fragmentu II promotora genu WTI,
amplifikowanego z zastosowaniem starteréw F2-R2. Sciezka 1 — marker wielkosci 100 pz, $ciezki 21 3 —
produkty amplifikacji fragmentu II promotora genu WT1 o dlugosci 455 pz.

- dla sekwencji wzmacniajgcej w intronie 3 (para starteréw F3-R3) — 66 °C,
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- dla sekwencji wzmacniajacej na koncu 3’ (para starterow F4-R4) — 59 °C.

Do przeprowadzenia reakcji DHPLC uzywano 10 pl mieszaniny PCR. Prébki
poddawano denaturacji w temperaturze 95 °C przez 5 min. a nast¢pnie renaturacji
w temperaturze pokojowej przez 10 min celem zwiekszenia efektywnosci tworzenia
heteroduplekséw. Tak przygotowane probki umieszczano w aparacie WAVE 1500.
Chromatografie badanych odcinkéw DNA przeprowadzano w temperaturach ustalonych
wczesniej dla danej sekwencji. Jako wynik dla danej prébki uzyskiwano specyficzny

chromatogram.
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Rycina 16. Wynik rozdziatu elektroforetycznego dla fragmentu sekwencji wzmacniajgcej (intron 3) genu
WT1, amplifikowanego z zastosowaniem starteréw F3-R3. Sciezka 1 — marker wielkosci 100 pz, $ciezki
2 13 — produkty amplifikacji fragmentu wzmacniajacego w intronie 3 genu WT1 o dtugos$ci 395 pz.
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Rycina 17. Wynik rozdzialu elektroforetycznego dla fragmentu sekwencji wzmacniajacej na koncu 3’
genu WT1, amplifikowanego z zastosowaniem starter6w F4-R4. 1 — marker wielko$ci 100 pz, 2 i 3 —
produkty amplifikacji fragmentu wzmacniajacego na koncu 3’ genu WT1 o dtugosci 477 pz.

W dalszym etapie analizy zmian polimorficznych w badanych sekwencjach genu
WTI1, produkty PCR poddawano sekwencjonowaniu. Prébki wirowano na

minikolumnach do oczyszczania DNA, w celu pozbycia si¢ uzytych reagentéw reakcji
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PCR. Oczyszczanie, z zastosowaniem zestawu CleanUp DNA fragments purification kit
(A&A Biotechnology), przeprowadzano zgodnie z procedurg zalecang przez
producenta. Oczyszczone prébki (10 pl produktu PCR) poddawano sekwencjonowaniu
w firmie zewnetrznej (Genomed, Warszawa). Analize sekwencji prowadzono w oparciu

o otrzymany w wyniku sekwencjonowania fluorogram (Rycina 22).
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Rycina 18. (a) Krzywe temperatur przedstawiajace topnienie sekwencji odcinka I promotora genu WT1,
amplifikowanego z zastosowaniem starterow F1, R1. (b) Chromatogram przedstawiajacy graficznie
spos6b opuszczania kolumny przez badana sekwencje w zaleznosci od temperatury; do rozdzialu we
wszystkich temperaturach uzyto tej samej probki kontrolnej.
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Rycina 19. (a) Krzywe temperatur przedstawiajace topnienie sekwencji odcinka II promotora genu WT1,
amplifikowanego z zastosowaniem starterow F2, R2. (b) Chromatogram przedstawiajacy graficznie
spos6b opuszczania kolumny przez badana sekwencje w zaleznosci od temperatury; do rozdzialu we
wszystkich temperaturach uzyto tej samej probki kontrolnej.
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Rycina 20. (a) Krzywe temperatur przedstawiajace topnienie sekwencji wzmacniajacej genu WTI1
w intronie 3, amplifikowanej z zastosowaniem starteréw F3, R3. (b) Chromatogram przedstawiajacy
graficznie sposéb opuszczania kolumny przez badana sekwencje w zaleznosci od temperatury; do
rozdziatu we wszystkich temperaturach uzyto tej samej probki kontrolne;.
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Rycina 21. (a) Krzywe temperatur przedstawiajace topnienie sekwencji wzmacniajacej na koncu 3’ genu
WT1, amplifikowanej z zastosowaniem starteréw F4, R4. (b) Chromatogram przedstawiajacy graficznie
spos6b opuszczania kolumny przez badana sekwencje w zaleznosci od temperatury; do rozdzialu we

wszystkich temperaturach uzyto tej samej probki kontrolnej.

Rycina 22. Przykladowy wynik reakcji sekwencjonowania z zastosowaniem automatycznego
sekwenatora kapilarnego.
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5. Wyniki badan

5.1. Analiza wystepowania wybranych genéw fuzyjnych

Pierwszym etapem badan bylo okreslenie czgstosci wystepowania wybranych

zmian genetycznych u dzieci z rozpoznang AML de novo. Badania prowadzono

w kierunku obecnosci wybranych genéw fuzyjnych tj. AMLI-ETO, PML-RARA (bcrl,

ber3) i CBFB-MYHI1.

Tabela 13. Zaburzenia molekularne: wybrane geny fuzyjne i inne zmiany genetyczne oznaczone przed

rozpoczeciem leczenia.

Liczba
Parametr C
pacjentéw (%)
Typ wg FAB
Badane eenv fuzvine AMLI-ETO M, 9 (13%)
uz
geny uzy] PML-RARG M, 3 (4%)
CBFB-MYHI11 My 2 (3%)
Typ wg FAB
Powtérzenia FLT3-ITD 6 (8,7%)
MO - M4 (Z WYJ Mz)
) . Zakres 0,59-37 596
Liczba kopii Szpik (n=63)
genu WT1 Mediana 2339,1
/10 000
kopii genu Zakres 0,43-11 513
ABL Krew (Il=45)
Mediana 1457,6
<1 5(7,2%)
>1-<2 8 (11,6%
WTI Logarytm liczby kopii genu ;2 3 9 E 3.0 0/0 ;
WTI (n=63) w szpiku kostnym — i
>3 -<4 34 (49,3%)
>4 7 (10,1%)
<1 6 (13,3%)
Logarytm liczby kopii genu >1-<2 1 (2,2%)
WTI1 (n=45) w krwi >2-<3 11 (24,5%)
obwodowej >3 -<4 23 (51,1%)
>4 4 (8,9%)

Wsréd 69 pacjentéw ocenianych w obecnie przedstawianej pracy u 14 (20%)

stwierdzono obecnos$¢ badanych genéw fuzyjnych. Poszczegdlne transkrypty genowe
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tj. AML1-ETO, PML-RARa i CBFB-MYHI11 wykryto odpowiednio: u 9 (13%), 3 (4%)
12 (3%) pacjentow. Wyniki przedstawiono w Tabeli 13 i na Wykresie 1.

3 (4%) 2 (3%)
Brak wybranego genu
H AML1-ETO

55 (80%)

» PML-RARa

H CBFB-MYH11

Wykres 1. Wykres kotowy przedstawiajacy czesto$¢ (%) wystgpowania wybranych gendéw fuzyjnych
w populacji badanej. Jako 100% przyjeto 69 pacjentow.

5.2. Analiza powtérzen tandemowych ITD w genie FLT3

Wsréd wszystkich ocenianych 69 pacjentéw u 6 (8,7%) wykazano zmiany ITD
w obrebie genu FLT3. Obecnos¢ powtérzen tandemowych w genie FLT3 stwierdzono
w typach AML: M,, M; M3, i Ms. Wyniki przedstawiono w Tabeli 14 oraz na
Wykresie 2. U zadnego dziecka z najczesciej (31,9%) wystepujacym typem M,, nie
stwierdzono duplikacji genu FLT3.

6 (8,7%)

M Brak FLT3-ITD.

Obecnos$¢ FLT3-
ITD.

Wykres 2. Wykres kotowy przedstawiajacy % wystepowania powtérzen FLT3-ITD w populacji badane;.
Jako 100% przyjeto 69 pacjentow.

U jednej pacjentki (BE) uzyskano obraz elektroforetyczny (Rycina 23)
swiadczacy o wigkszym obszarze objetym badana zmiang mutacyjna niz w przypadku
pozostatych pacjentéw, u ktérych stwierdzono obecnos¢ ITD w genie FLT3
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(Rycina 24). Produkt PCR dla allelu z duplikacja charakteryzowat si¢ dtugoscig okoto
600 pz. Pacjentke BE zakwalifikowano do typu M3 z potwierdzong obecnoscia genu
fuzyjnego PML-RARa. Dziecko to zmarto w piatej dobie po rozpoznaniu z powodu
powiktan (nasilone krwawienie w przebiegu wykrzepiania srédnaczyniowego).

Tabela 14. Wewnetrzna tandemowa duplikacja genu FLT3. Czestos¢ wystepowania powtérzen ITD
w badanej grupie dzieci z AML a typy ostrej bialaczki szpikowe;j.

Typ AML Liczebnos¢ (%)
FLT3-ITD nieobecne | FLT3-ITD obecne
M, 8 (89) 1(11)
M, 8 (89) 1(11)
M, 22 (100) 0 (0)
M; 2 (40) 3 (60)
M4 13 (93) 1(7)
M5 8 (100) 0 (0)
M6 1 (100) 0(0)
M7 1 (100) 0(0)

Rycina 23. Obraz elektroforetyczny analizy ITD w genie
FLT3. Sciezka 1 — marker wielkosci 100 pz, $ciezka 2 —
kontrola pozytywna (dodatkowy prazek, powyzej prazka
prawidlowego, $wiadczy o obecnosci  powtdrzen
tandemowych w jednym z alleli genu FLT3), identyczny
obraz obserwowano u wszystkich pacjentéw ze zmiana
mutacyjna — rycina 24, $ciezka 3 —pacjentka BE (jeden
z prazkéw migruje na wysokosci kontroli prawidtowej 329
pz, drugi prazek migruje wolniej na wysoko$ci okoto 600
pz), Sciezki 4, 5, 6 — troje pacjentdw, u ktérych nie
zdiagnozowano obecnosci powtérzen ITD. Elektroforeza
prowadzona w 3,5% zelu agarozowym w obecno$ci
bromku etydyny.
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Rycina 24. Obraz elektroforetyczny analizy ITD w genie
FLT3. Sciezka 1 — marker wielkosci 100 pz; Sciezki 2, 4 —
pacjenci, u ktérych zdiagnozowano obecno$¢ powtdrzen
ITD (prezentowany obraz prazkéw obserwowano
u wszystkich pacjentéw ze zmiang ITD); $ciezki 3, 5 -
pacjenci, u ktérych nie zdiagnozowano obecnosci
powtérzen ITD. Elektroforeza prowadzona w 3,5% zelu
agarozowym w obecnosci bromku etydyny.

5.3. Analizy dotyczace ekspresji genu WT1

5.3.1. Poréwnanie poziomu ekspresji genu WT1 we krwi obwodowej miedzy

pacjentami z AML i zdrowymi osobami

W badaniach wykorzystano material pobrany od 6 zdrowych dorostych

ochotnikéw. Do analizy witaczono 45 pacjentéw, dla ktérych oznaczono liczbe kopii

transkryptu genu WT1 w krwi obwodowej w chwili rozpoznania. Poziom ekspresji

wyrazono w liczbg kopii genu WT1 na 10* kopii genu ABL (Wykres 3).
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Wykres 3. Wykres logarytmiczny przedstawiajacy poziom ekspresji genu WT1 (liczba kopii genu WT1
na 10* kopii genu ABL) w krwi obwodowej u ludzi zdrowych i u chorych na AML. Na wykresie
zaznaczono wartosci $redniej wraz z btedem standardowym.
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Wyniki przedstawiono w Tabeli 15. Stwierdzono istotnie wyzsza (p<0,001)
liczbe kopii genu WT1 we krwi obwodowej w komérkach u pacjentéw z AML
w poréwnaniu do os6b zdrowych.

Tabela 15. Poréwnanie zdrowej grupy kontrolnej z grupa chorych na AML de novo w zaleznosci od
poziomu ekspresji genu WT1 w krwi obwodowe;j.

Ekspresja genu ] .

WTI Zdrowi Badani Wartos¢ p
(liczba kopii genu | ochotnicy pacjenci z (Test Manna-
WTI na 10" kopii | (n=6) AML (n=45) Whitneya)

genu ABL)
Mediana 1,48 1458,00

0,43 —
Zakres 0,98 - 2,01 11513,00
Srednia 1,51 3059,00
<0,001

Odchylenie 0.42 3537.00
standardowe
Biad
standardowy 0,17 527,30

5.3.2. Analizy dotyczace ekspresji genu WT1 w badanej grupie pacjentow z AML

przed rozpoczeciem leczenia
5.3.2.1. Ekspresja genu WT1 w szpiku kostnym

Ekspresje genu WT1 w prébkach szpiku kostnego przed rozpoczeciem leczenia
AML, oznaczono u 63 pacjentéw. Liczba kopii genu WT1/10* kopii genu ABL
wynosita 0.59-37 596 (mediana 2339,1). Pieédziesieciu (81,2%) chorych prezentowato
w chwili rozpoznania AML (punkt zerowy) nadekspresje tego genu co najmniej o dwa
rzedy wielkosci wzgledem kontroli, co umozliwia pomiar MRD. U 41 (59,4%) dzieci,
w punkcie 0 badania, stwierdzono nadekspresj¢ genu WTI o trzy rzedy wielkosci

wzgledem kontroli (Tabela 13).
5.3.2.2. Ekspresja genu WT1 w krwi obwodowej

Ekspresje genu WT1 w probkach krwi obwodowej przed rozpoczgciem leczenia
AML, oznaczono u 45 pacjentéw. Liczba kopii genu WTI1/10* kopii genu ABL
wynosita 0.43-11 513 (mediana 1457,7). Trzydziestu dziewieciu (86,7%) chorych
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prezentowato w chwili rozpoznania AML (punkt zerowy) nadekspresje tego genu co
najmniej o dwa rzedy wielkosci wzgledem kontroli, co umozliwia pomiar MRD. U 27
(60,0%) dzieci, w punkcie 0 badania, stwierdzono nadekspresje genu WTI o trzy rzedy
wielkosci wzgledem kontroli (Tabela 13).

5.3.3. Poziom ekspresji genu WT1 a cechy zwigzane z pacjentem

Do badan witaczono 63 pacjentéw, u ktérych oznaczono poziom ekspresji genu

WT1 w szpiku w chwili rozpoznania.

5.3.3.1. Ple¢ a ekspresja genu WT1

Poréwnano liczbe kopii genu WTI, przeliczona na 10* kopii genu ABL,
w zaleznosci od ptci. Wyniki przedstawiono na Wykresie 4 i w Tabeli 16. Nie

stwierdzono réznic w ekspresji genu WT1 pod wzgledem pici (p=0,5308).
5.3.3.2. Wiek w chwili rozpoznania a poziom ekspresji genu WT1

Sprawdzono réwniez jak zmienia si¢ poziom ekspresji genu WT1 w zaleznosci
od wieku dziecka. Poziom ekspresji genu WT1 nie korelowal z wiekiem pacjenta
w chwili rozpoznania AML. Wspétczynnik determinacji wyniést R?=0,003958
(Wykres 5).
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Wykres 4. Wykres logarytmiczny przedstawiajacy poziom ekspresji genu WT1 w szpiku w czasie
rozpoznania, w zalezno$ci od ptci (M — meska, Z — zefiska). Na wykresie, dla kazdej z grup, zaznaczono
Srednia wraz z warto$ciami btedu standardowego.
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Tabela 16. Por6wnanie poziomu ekspresji WT1 w zaleznosci od plci pacjenta w szpiku w chwili
rozpoznania.

Ekspresja genu
" bVZTl_. pte¢ meska pte¢ zenska
iczba kopii genu _ _
WT1 na 10* kopii (n=33) (n=30)
genu ABL)
Mediana 1982 2610
Zakres 0,59 - 37596 0,75 -21128
Srednia 5299 4175
Odchylenie 2676 4697
standardowe
Btad standardowy | 1510 857,6
Wartos¢ p (test t) 0,5308
_ 100000~ R2=0,003958
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E 100002220 ee oo PN
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Rozpoznanie - wiek w latach (n=63)

Wykres 5. Wykres logarytmiczny przedstawiajacy poziom ekspresji genu WT1 w szpiku w zaleznos$ci od
wieku dziecka w chwili rozpoznania choroby. Na wykresie zaznaczono lini¢ regresji wraz z 95%
przedziatem ufnosci.

5.3.4. Poziom ekspresji genu WT1 a cechy zwiagzane z bialaczka

Do badan witaczono 63 pacjentéw, u ktérych oznaczono poziom ekspresji genu

WT1 w szpiku w chwili rozpoznania.
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5.3.4.1. Typ AML a poziom ekspresji genu WT1

W kolejnej analizie sprawdzono czy poziom ekspresji genu WTI1 rézni sie

w zaleznosci od typu AML wg klasyfikacji FAB. Oceniane grupy badano testem t przy

95% przedziale ufnosci dla sredniej. Do badan nie wtaczono typéw Mg (n=1) i M7 (n=1)

ze wzgledu na pojedyncze przypadki. Wyniki przedstawiono na Wykresie 6
1 w Tabelach 17-18.
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Wykres 6. Wykres logarytmiczny przedstawiajacy poziom ekspresji genu WT1 w szpiku w zaleznosci od
typu AML wg FAB. Na wykresie, dla kazdej z grup, zaznaczono $rednia wraz z warto$ciami btedu

standardowego.

Tabela 17. Poziom ekspresji genu WT1 w szpiku w chwili rozpoznania w zaleznosci od typu AML

we FAB.
Ekspresja
genu WT]_ M, M, M, M; M, M;
(liczba kopii
genu WTI na — — = = = =
10° kopit genu | =) (n=10) (n=20) (n=4) (n=14) (n=6)
ABL)
Mediana 4649 2321 1758 11310 5047 15,49
Zakres 6624 - 6,490 - 13,33 - 6642 - 4,650 - 0,5900 -
6191 9621 37596 21128 13195 5562
Srednia 3639 3312 5731 12597 4711 939
Odchylenie -, ., 3354 10679 6121 4247 2265
standardowe
Biad 855,1 1061 2388 3060 1135 924.,7
standardowy
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Najwyzszy poziom ekspresji genu WT1 stwierdzono w typie M3, a najnizszy
w typie Ms (wartosci mediany i srednich). Istotng statycznie réznice stwierdzono tylko
w przypadku poréwnania znormalizowanej liczby kopii genu WT1 miedzy podgrupa
z AML M3 a innymi analizowanymi typami AML (p<0,010), z wyjatkiem typu M,
(p=0,2311). Wsréd 20 ocenianych pacjentéw z typem M, u dwojga uzyskano bardzo
wysoka ekspresje genu WT1 (34449,32 1 37596,31 liczby kopii genu WT1 na 10* kopii
genu ABL), co mogto mie¢ wplyw na uzyskany wynik istotnosci. Po odrzuceniu tych
skrajnie wysokich wartosci uzyskano réwniez istotng réznice w ekspresji genu WT1
miedzy typem M, 1 M3 (p<0,0001).

Tabela 18. Poréwnanie poziomu ekspresji WT1 w szpiku w chwili rozpoznania w zaleznosci od typu
AML wg FAB. W tabeli podano wartos$ci p dla poréwnywanych podgrup.

T
l Al\yqu M, M, M, M; M, Ms
—

M, X 0.8263 0.6159 |]0.0059%* | 0,5427 0.0552
M, 0.8263 X 04935 ||0.0029%* | 0.3965 0.1491
M, 0.6159 0.4935 X 02311 0.7377 0.2922
M; 0.0059%* | 0,0029%* | 02311 X 0.0087%* | 0,0025%*
M, 0.5427 0.3965 0.7377 |]0.0087* X 0.0570
M; 0.0552 0.1491 02922 [10.0025%* | 0,0570 X

5.3.4.2. Grupy ryzyka a poziom ekspresji genu WT1

Zbadano czy ekspresja genu WT1 oznaczona w prébkach szpiku i krwi
obwodowej pobranych przed rozpoczeciem leczenia AML korelowata z grupami ryzyka

(SRG i HRG).
5.3.4.2.1. Grupy ryzyka a poziom ekspresji genu WT1 w szpiku kostnym

Badaniem objeto 63 pacjentéw, u ktérych oznaczono poziom ekspresji genu
WTI1 w materiale pobranym ze szpiku. Do SRG i HRG zakwalifikowano odpowiednio
25 1 38 pacjentéw (Wykres 7). Nie stwierdzono réznic w znormalizowanej liczbie kopii

genu WT1 (p=0,6956) miedzy poréwnywanymi grupami (Tabela 19).
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Wykres 7. Wykres logarytmiczny przedstawiajacy poziom ekspresji genu WT1 w szpiku w czasie
rozpoznania, w zalezno$ci od grupy ryzyka. Na wykresie, dla kazdej z grup, zaznaczono $rednig wraz
z warto$ciami btedu standardowego.

Tabela 19. Poréwnanie grup pacjentéw (SRG, HRG) w zaleznos$ci od poziomu ekspresji WT1 w szpiku
w chwili rozpoznania.

Ekspii,srﬁ genu Grupy ryzyka
(liczba kopii genu
ngeﬁi gf)opﬁ SRG (1=25) | HRG n=(38)
Mediana 1690 2638
Zakres 13,33 -37596 | 0,59 - 34449
Srednia 5196 4479
andrdowe | 8356 6092
Biad standardowy | 1677 988
Wartosc¢ p (test t) 0,6956
5.3.4.2.2. Grupy ryzyka a poziom ekspresji genu WT1 w krwi obwodowej

Ekspresje genu WT1 we krwi obwodowej oznaczono u 45 pacjentéow z AML,
wtym u 13 w SRG i 32 w HRG (Wykres 8). Nie stwierdzono rdéznic
w znormalizowanej liczbie kopii genu WTI1 (p=0,2850) miedzy poréwnywanymi

grupami (Tabela 20).
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Wykres 8. Wykres logarytmiczny przedstawiajacy poziom ekspresji genu WT1 w krwi obwodowej
w czasie rozpoznania w zaleznosci od grupy ryzyka. Na wykresie, dla kazdej z grup, zaznaczono $rednia
wraz z warto$ciami bledu standardowego.

Tabela 20. Poréwnanie grup pacjentow (SRG, HRG) w zalezno$ci od poziomu ekspresji WT1 w krwi

obwodowej w chwili rozpoznania.

Ekspii,s%al genu Grupy ryzyka
(liczba kopii genu
ngeﬁi gg"f’ﬁ SRG (n=13) | HRG (n=32)
Mediana 1015 1718
Zakres 1,72-7925 0,43-11513
Srednia 2166 3422
andardowe | 255! 843
Btad standardowy | 707,4 679,3
Warto$é p (test t) 0,2850

5.3.4.3. Ekspresja genu WT1 a obecnosé wybranych genéw fuzyjnych

W kolejnym etapie sprawdzono czy obecno$¢ zmiany w postaci genu fuzyjnego,

tj. AML1-ETO, PLM-RARa czy CBFB-MYHI11, moze taczy¢ si¢ z réznym poziomem

transkryptu genu WTI. W tym celu pacjentéw, u ktérych stwierdzono obecnosé
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wymienionych zmian, podzielono na trzy grupy w zaleznosci od rodzaju obecnego genu
fuzyjnego. Do badania wtaczono 14 pacjentéw: 9 z AMLI-ETO, 3 z PLM-RARa i1 2
z CBFB-MYHI11 (Wykres 9). Wyniki przedstawiono w Tabeli 21.

100000

10000 — j__L

1000

poziom eskpresji genu WT1

100 T | T

AMLI1/ETO (9) CBFB/MYHI11 (2) PML/RARA (3)

Wykres 9. Wykres logarytmiczny liczby kopii genu WT1 wyrazonej na 10* kopii genu ABL w szpiku
w zaleznosci od obecnosci AMLI-ETO, CBFB-MYHI11 i PML-RARa. Na wykresie zaznaczono wartosci
$redniej wraz z warto$ciami btedu standardowego.

Tabela 21. Warto$ci uzyskane dla liczby kopii genu WT1 na 10" kopii genu ABL w szpiku w zaleznosci
od obecnodci transkryptéw fuzyjnych AML1-ETO, CBFB-MYH11 i PML-RARa.

Ekspresja genu .
WT1 Oznaczone geny fuzyjne

(liczba kopii genu
WTI na 10* kopii | AMLI1-ETO CBFB-MYHI1 | PML-RARa

genu ABL) (n=9) (n=2) (n=3)
Mediana 1982 19505 10668
Zakres 151,1 - 37596 | 4562 - 34449 6642 - 21128
Srednia 5643 19505 12813
Odchylenie 12050 21134 7478
standardowe
Biad 4017 14944 4317
standardowy
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Wysoka srednig i mediang liczby kopii genu WTI1 stwierdzono u pacjentéw
z genem fuzyjnym CBFB-MYHI11 i PML-RARa, a stosunkowo niskg z AMLI1-ETO. Ze
wzgledu na matg liczebno$¢ podgrup pacjentéw z CBFB-MYHI11 i PLM-RARa nie

przeprowadzono szczegétowych analiz statystycznych.

5.3.4.4. Wstepna liczba leukocytow a poziom ekspresji genu WT1 w krwi

obwodowej
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Wykres 10. Wykres logarytmiczny przedstawiajacy wstepna liczbe leukocytéw w zaleznos$ci od poziomu
ekspresji genu WT1 w krwi obwodowej. Na wykresie, dla kazdej z grup, zaznaczono warto$¢ Sredniej
z warto$ciami btedu standardowego.

W kolejnym etapie analiz zbadano czy poziom ekspresji genu WT1 oznaczony
w krwi obwodowej zalezat od wstepnej liczby leukocytow. W tym celu pacjentéw
przydzielono do dwoch grup w zaleznosci od znormalizowanej liczby kopii genu WT1
(powyzej i ponizej mediany, wynoszacej 1457 kopii genu WT1 na 10 kopii genu ABL).
Do analizy zakwalifikowano 45 pacjentéw, ktérzy mieli oznaczong ekspresje genu WT1
w probce krwi pobranej przed rozpoczeciem leczenia AML oraz dostepne informacje
o wstepnej liczbie krwinek biatych. Wyniki przedstawiono na Wykresie 10
i w Tabeli 22. Srednie wartodci liczby leukocytéw dla grup pacjentéw z <1457 i >1457
kopii genu WT1 w krwi obwodowej wynosity odpowiednio: 31,08 i 97,85 x 10°/mm’
(okoto trzy razy wyzsze w grupie z wyzsza ekspresja genu WTI1), a mediany
odpowiednio: 21,00 i 43,00 x 10*/mm’ (okoto dwa razy wyzsze w grupie z >1457 kopii
WTI). Réznice byty istotne statystycznie (p=0,0365).
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Tabela 22. Por6wnanie liczby leukocytow w krwi obwodowej w dwéch grupach rézniacych si¢ ekspresja
genu WT1 w krwi obwodowej (<1457 kopii i >1457 kopii na 10* kopii genu ABL).

. .. 4
Liczba leukocyt6w Liczba kop.l.l genu WT1 na 10
przed kopii genu ABL

rozpoczeciem
leczenia
(1000x10*/mm®) | <1457 (n=22) | >1457 (n=23)
Mediana 21,00 43,00
Zakres 1,4 - 158,5 2,6 —-573,0
Srednia 31,08 97,85
Odchylenie 35.79 140.8
standardowe
Biad standardowy | 7,63 29.35
Wartos¢ p (test t) 0,0365*

5.3.4.5. Liczba blastéw w krwi obwodowej a ekspresja genu WT1

Oceniono czy liczba blastéw w krwi obwodowej zalezy od ekspresji genu WT1
we krwi obwodowej. Badania przeprowadzono w 2 grupach chorych (Wykres 11)
réznigcych sie znormalizowang liczbg kopii genu WT1 (powyzej 1 ponize] mediany
wynoszacej 1457). Do badania zakwalifikowano 45 pacjentéw z oznaczong ekspresja
genu WT1 i obliczona liczba blastéw w krwi obwodowej (/mm?) przed rozpoczeciem
leczenia. Wyniki przedstawiono w Tabeli 23.

Stwierdzono, ze mediany liczby blastéow w krwi obwodowej w chwili
rozpoznania, byly podobne w obu poréwnywanych grupach. Natomiast $rednia liczba
blastéw byta znacznie wyzsza w grupie pacjentow z wyzszg ekspresja genu WTI,
ardznice byly na granicy istotnosci statystycznej (p=0,0514). Nalezy jednak zwrocic¢
uwage na skrajnie wysokie wartosci liczby blastéw u dwojga dzieci z wysoka ekspresja
genu WT1 (316,51 561,5 x 10° blastéw/mm?), co mogto mie¢ wptyw na uzyskane

wyniki badan.
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Wykres 11. Wykres przedstawiajacy liczbe blastéw/mm’ w zaleznosci od liczby kopii genu WT1 w krwi
obwodowej w czasie rozpoznania. Na wykresie, dla kazdej z grup, zaznaczona $rednia z wartosciami
btedu standardowego.

Tabela 23. Poréwnanie liczby blastéw w krwi obwodowej w chwili diagnozy AML w dwéch grupach
pacjentéw réznigcych sie poziomem ekspresji genu WT1 (<1457 i >1457 kopii na 10* kopii genu ABL)
w dniu 0.

Wgpnalizba | b 1 o W10 10

blastow w krwi

(18(';&?%(3&;3) <1457 (0=22) | >1457 (n=23)
Mediana 44,5 48,0
Zakres 0,0 - 71,33 0,0 - 561,5
Srednia 15,50 73,19
andardowe 2092 1334
Btad standardowy 4,46 27,82
Wartos¢ p (test t) 0,0514

5.3.4.6. Odsetek blastow w szpiku kostnym w chwili rozpoznania AML a ekspresja

genu WT1

Przeanalizowano czy odsetek blastow w szpiku kostnym, oceniony w chwili
rozpoznania zalezy od ekspresji genu WT1 oznaczonego w szpiku przed rozpoczeciem

leczenia bialaczki (dzien 0). Badania przeprowadzono w dwoéch grupach chorych
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wydzielonych w zaleznosci od mediany (wynoszacej 2321) liczby kopii genu WT1 na
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Wykres 12. Wykres przedstawiajacy odsetek komérek blastycznych w zaleznosci od poziomu ekspres;ji
genu WT1 w szpiku w czasie rozpoznania. Na wykresie, dla kazdej z grup, zaznaczona S$rednia
z warto$ciami btedu standardowego.

Tabela 24. Poréwnanie odsetka blastow w szpiku kostnym w chwili rozpoznania w dwdch grupach
pacjentéw rézniacych si¢ ekspresja genu WT1 oznaczona w szpiku w dniu 0. (<2321 kopii i >2321 kopii
na 10* kopii genu ABL).

) Ekspresja genu WT1
Odsetek blastow (liczba kopii genu WT1 na 10* kopii
w szpiku genu ABL)
kostnym przed
rozpoczeciem
leczenia <2321 (n=29) | >2321 (n=29)
Mediana 71,0 75,0
Zakres 19,2 - 96,0 31,0-99,0
Srednia 64,68 71,21
Odchylenie 23.09 21.79
standardowe
Btad
standardowy 4,288 4,046
wartos¢ p (test t) 0,2727

10* kopii genu referencyjnego ABL. Badanie przeprowadzono w grupie 58 dzieci

z oznaczong ekspresja genu WT1 w szpiku kostnym w dniu 0. 1 znanym odsetkiem
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blastow w szpiku kostnym w chwili rozpoznania AML. Wyniki przeprowadzonych
analiz przedstawiono na Wykresie 12 1 w Tabeli 24. Wykazano, ze Sredni odsetek
blastéw w szpiku w chwili rozpoznania byt podobny w obu poréwnywanych grupach,

réznigcych sie ekspresja genu WT1 (p=0,2727).

5.3.5. Ocena réznic ekspresji genu WT1 w szpiku kostnym i w krwi obwodowej

przed rozpoczeciem leczenia oraz w réznych punktach czasowych terapii

Przeanalizowano réznice ekspresji genu WT1 w krwi obwodowej 1 w szpiku
kostnym oznaczonej w prébkach pobranych w réznych okresach leczenia. W celu
usystematyzowania danych okres terapii podzielono na punkty czasowe, odpowiadajace
nastepujacym dniom realizowanego protokotu terapeutycznego: 0., 15., 30., 50., 75.,

100., 150. 1 >200.

5.3.5.1. Poréwnanie ekspresji genu WT1 w szpiku kostnym i w krwi obwodowej
przed rozpoczeciem leczenia oraz w réznych punktach czasowych terapii

analizowana u wszystkich ocenianych pacjentow
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Wykres 13. Wykres logarytmiczny liczby kopii genu WT1 wyrazonej na 10* kopii genu ABL w szpiku
i krwi obwodowej w dniu rozpoznania dla wszystkich prébek uzyskanych od pacjentéw. Na wykresie
zaznaczono wartosci $redniej wraz z warto$ciami btedu standardowego. Wyniki dla pozostatych punktéw
leczenia przedstawiono w Tabeli 25.

W badaniu wykorzystano wszystkie probki krwi obwodowej i szpiku kostnego,
uzyskane od pacjentéw z AML w chwili wstgpnego diagnozowania i w r6znych etapach

leczenia (Wykres 13).
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Wykazano, ze nie bylo istotnych réznic w ekspresji genu WT1 w szpiku
kostnym i w krwi obwodowej oznaczanej w probkach pobranych w dniach: 0., 50., 75.,
100., 150. i >200. Natomiast stwierdzono istotne réznice w poziomie ekspresji genu
WT1 w prébkach szpiku i krwi obwodowej pobranych w dniach 15. i 30.
(p odpowiednio: 0,0305 i 0,0272). Wyniki przeprowadzonych analiz przedstawiono
w Tabeli 25.

Tabela 25. Poréwnanie wartosci ekspresji genu WT1 w szpiku i krwi obwodowej (liczba kopii genu WT1
na 10* kopii genu ABL) pochodzacych od wszystkich ocenianych pacjentéw, od ktérych uzyskano
material w kolejnych wyznaczonych punktach czasowych tj. 0., 15., 30., 50., 75., 100., 150., >200.; n -
liczebno$¢ badanych grup.

., . . wartosci | , . odchyl. btad — test
dzien | materiat | n mediana ) Srednia y a P
min/max standard. | standard. | t
B 0,59 —
0 Szplk 63 2339 3759600 4764 7035 886,3 0.1380
: 0,43 — ’
Krew 45 1457 11513.00 3059 3537 5273
; 0,00 —
Szpik 23 53,51 ’ 1050 1688 352,0
15. 6128,00 0,0305*
Krew 15 5,09 0,00 - 428,10 | 61,59 1232 31,80 ’
I 0,00 —
S zplk 31 39,81 ; 728,80 1468 263,7
30. 5828,00 0,0272%
Krew 23 6,05 0,98 - 258,00 | 30,99 67,14 14,00 ’
. 5,60 —
S zplk 22 37,33 j 891,80 2070 4412
50. 7355,00 0,1738
Krew 11 3,56 0,00-74,09 | 16,22 25,80 7,78 ’
; 3,86 —
S zplk 23 42,99 ’ 690,3 2210 460.8
75. 9928,00 0,2046
Krew 20 2,72 0,00 - 780,30 | 50,58 175.,6 39,26 ’
S zpik 32 36,34 2&%‘00 520,2 1339 236,7
100 ; 0,3488
) 0,00 — s
Krew 21 3,78 2262.00 2220 660,8 1442
Szpik 15 45,11 2’189%’00 392,4 1328 342,8
150. Krew 8 2,34 082 4783 1307 462,0 0,8832
’ 3711,00 ’ ’
S zpik 11 30,09 i ’63774‘00 372,8 6122 184.,6
>200. krew 7 1,83 0,00 2083 520,5 196,7 0,5654
’ 1388,00 ’ ’ ’

5.3.5.2. Poréwnanie ekspresja genu WT1 w szpiku kostnym i w krwi obwodowej
przed rozpoczeciem leczenia oraz w réznych punktach czasowych terapii

analizowana u poszczegolnych pacjentéw

Poréwnano ekspresje geny WT1 w szpiku kostnym 1 krwi obwodowe;j
w prébkach pochodzacych od tych samych pacjentéw, pobranych w réznych punktach
czasowych terapii (Wykres 14).
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Wykres 14. Wykres logarytmiczny liczby kopii genu WT1 wyrazonej na 10* kopii genu ABL w szpiku
i krwi obwodowej w dniu rozpoznania dla tych samych pacjentéw. Na wykresie, dla szpiku i krwi,
zaznaczono wartosci Sredniej wraz z wartoSciami bledu standardowego. Wyniki dla pozostatych dni
leczenia przedstawiono w Tabeli 26.

Tabela 26. Poréwnanie wartosci ekspresji genu WT1 w szpiku i krwi obwodowe;j (liczba kopii genu WT1

na 10* kopii genu ABL) pochodzacych od tych samych pacjentéw w kolejnych wyznaczonych punktach
czasowych tj. dni: 0., 15., 30., 50., 75., 100., 150., >200.; n — liczebnos$¢ badanych grup.

, . — test
., . . wartoscl | , . | odchyl. btad P
dzien | materiat | n | mediana | . srednia Y 4 par
min/max standard. | standard. )
wigzanych
; 0,59 —
szpik 39 | 2001 37596.00 5460 8515 1363
2 %k
0. - 155 0,0356
ew 39 | 1574 515,00 3056 3442 551,2
szpik 8 | 623,80 ‘2‘25400*0 979,3 1006 355,5
> %k
15 krew 8 | 30,10 1,70 - 61,04 89,57 31,67 0,0276
’ 270,70 ’ ’ ’
. 340
szpik 20 | 36,60 y 115,70 199,70 44,66
30. 865.30 0,0107*
krew 20 | 4,30 0,98 - 258,00 | 22,02 57,34 12,82 ’
) 8,17
szpik 8 | 31,9 g 131,60 173,50 61,32
50. 419,30 0,0772
krew 8 | 3,02 1,34-5845 | 12,39 20,02 7,08 ’
) 3,86 -
szpik 16 | 44,37 ’ 89,03 164,40 41,11
75. 696,50 0,0039**
krew 16 | 3,33 0,39 - 780,30 | 52,85 194,00 48,51 ’
. 11,17 -
szpik 14 | 3046 ; 35,19 25,29 6,76
100. 113,80 0,0005%**
krew 14 | 242 043-2642 | 6,66 8,80 235 ’
szpjk 6 | 46,95 9,84 83,67 | 42,25 27,58 11,26
150. 0,0205*
krew 6 1,40 0,82 - 8,91 2,75 3,11 1,27 ’
200 szpjk 6 | 22,62 8,57-175,18 | 30,58 25,53 10,42 0.0425%
>200.
krew 6 | 1,70 131-636 | 2,68 1,96 0,81 ’
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Istotnos¢ statystyczng badano testem dla par wigzanych przy 95% przedziale
ufnosci dla sredniej. Wyniki przedstawiono w Tabeli 26. Istotne r6znice w poziomie
ekspresji genu WT1, dla tych samych pacjentéw, uzyskano w dniach: 0., 15., 30., 75.,
100., 150. i >200. (p odpowiednio: 0,0356, 0,0276, 0,0107, 0,0039, 0,0005, 0,0205
10,0425). Natomiast w dniu 50. r6znica pomiedzy poziomem ekspresji genu WTI1

w szpiku i w krwi byta na granicy istotnosci. (p = 0,0772).

5.3.6. Odsetek blastow w szpiku kostnym w 15. dniu leczenia (ocena wczesnej

odpowiedzi) a ekspresja genu WT1
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Wykres 15. Wykres logarytmiczny przedstawiajacy odsetek komoérek blastycznych (%) w zaleznosci od
poziomu ekspresji genu WT1 w szpiku w dniu 15. Na wykresie, dla kazdej z grup, zaznaczona $rednia
z warto$ciami btedu standardowego.

Wsréd 29 pacjentéw z nizszym poziomem ekspresji WT1 (rzad wielkosci
wzgledem kontroli <1, >1, >2) u 28 (96,6%) odsetek blastow w szpiku kostnym w 15.
dniu leczenia byt nizszy od 5%. Tylko w jednym (3,4%) przypadku z nizsza ekspresja
genu WT1 odsetek blastow byt wyzszy od 5% 1 wynosit 5,7%. W grupie, w ktoérej
stwierdzono >2321 kopii genu WT1 na 10* kopii ABL (rzad wielkosci wzgledem
kontroli >3 i >4), u 16 pacjentéw (55,2%) odsetek blastow byl nizszy od 5%, a u 13
(44,8%) wyzszy niz 5% blastow (maksymalnie 70%). Odsetek blastéw w szpiku
kostnym oceniany w 15. dniu leczenia byt istotnie wyzszy (p=0,0123) w grupie
pacjentéw z liczba kopii genu WT1 >2321 w poréwnaniu do grupy z nizszg ekspresja
tego genu.

Wyniki przeprowadzonych analiz przedstawiono na Wykresie 15 1 w Tabeli 27.
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Tabela 27. Poréwnanie odsetka blastow w szpiku kostnym w 15. dniu leczenia w dwéch grupach
pacjentéw rézniacych si¢ ekspresja genu WT1 oznaczonego w szpiku w dniu 0. (<2321 kopii i >2321
kopii na 10" kopii genu ABL).

Ekspresja genu WT1
Odsetek blastéw | (liczba kopii genu WT1 na 10* kopii
w szpiku genu ABL)
kostnym w 15
dniu leczenia | <2321 (n=29) | >2321 (n=29)
Mediana 2,0 3,5
Zakres 0,0-5,7 0,0-70,0
Srednia 2,097 9,072
Odchylenie 1.485 14.45
standardowe
Btad
standardowy 0,275 2,684
warto$é p (test t) 0,0123"

5.3.7. Ocena przezycia catkowitego

W badanej grupie pacjentéw przeprowadzono ocen¢ przezycia metoda
Kaplana-Meiera, zar6wno w obrebie catej grupy pacjentéw, jak réwniez w grupach

dzieci wydzielonych pod wzgledem poziomu ekspresji genu WT1.

5.3.7.1. Analiza przezycia calkowitego w calej badanej grupie

W grupie 69 dzieci objetych badaniem do konca czasu obserwacji zmarto
facznie 24 pacjentéw, w tym 15 z powodu progresji biataczki i 9 z powodu powiktan we
wczesnym okresie choroby. Zakres czasu przezycia catkowitego wynosit od 0,2 do 64,4
(mediana: 27,4, Srednia: 27,2) miesiecy. Zgony wystapily w czasie od 0,2 do 22
(mediana: 6,3, $rednia: 7,9) miesiecy od rozpoczecia leczenia. Ponad 3-letnie i 5-letnie
OS wynosito 64,9%.

Najwyzszg Smiertelnos¢ odnotowano w ciggu pierwszych 22 miesigcy od chwili
rozpoznania. W ciagu tego okresu oceniana populacja zmalata do 64,9% 1 taki stan
utrzymywat sie przez kolejne 42 miesigce az do czasu zakonczenia obserwacji

(Wykres 16).
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Wykres 16. Krzywa catkowitego przezycia (OS) dla wszystkich badanych dzieci (n=69).

5.3.7.2. Analiza przezycia calkowitego zaleznie od grypy ryzyka
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Wykres 17. Krzywa catkowitego przezycia (OS) dla pacjentéw zakwalifikowanych do SRG i HRG.

Poréwnano krzywe OS (Wykres 17) miedzy pacjentami zakwalifikowanymi do
SRG (n=25) i HRG (n=44). W grupie SRG ponad: 2-letnie i 4-letne OS wynosito
79,5%, a w grupie HRG 56,6%. W HRG najwyzsza $miertelno$¢ przypadata na okres
pierwszych 19 miesiecy od rozpoczecia leczenia. Do tego czasu odsetek dzieci
pozostajacych przy zyciu wynosit 56,6%. W przypadku SRG do 17 miesigca terapii

przezyto 92,0% pacjentow. Najwyzsza sSmiertelnos¢ dla tej grupy odnotowano
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pomiedzy 17 a 22 miesigcem trwania leczenia. W tym czasie liczba pacjentéw z SRG
spadta do 79,5%. Uzyskane wartosci p < 0,05 przy 95% przedziale ufnosci dla sredniej

potwierdzity istotne r6znice pomiedzy badanymi grupami (Tabela 28).

Tabela 28. Przezycie catkowite a grupy ryzyka (SRG i HRG).

Odsetek
Grupa ponad 4- Test Mentel — Cox’a Test Gghan—Br?slow—
ryzyka letnicgo OS Wilcoxon’a
SRG 79.5% Chi” — 4,004 Chi” — 4,366
HRG 56,6% p—0,0454" p—0,0367"

5.3.7.3. Analiza przezycia calkowitego zaleznie od ekspresji genu WT1

w obserwowanej grupie
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Wykres 18. Krzywa Kaplana — Meiera przedstawiajaca prawdopodobienstwo przezycia pacjentow
w zaleznosci od wstepnego poziomu ekspresji genu WT1 w szpiku.

W celu okreslenia wptywu poziomu ekspresji genu WT1 na wynik leczenia
przeanalizowano OS w dwoéch grupach pacjentéw réznigcych sie¢ poziomem ekspresji
genu WT1 (Wykres 18). W przypadku genu WT1 przyjeto mediane réwng 2339 kopii
na 10* kopii genu ABL jako warto$¢ dzielagcg badang populacje na dwie grupy.
Pierwsza, w ktérej nie stwierdzono nadekspresji lub ekspresja tego genu byta tylko
nieznacznie podwyzszona (rzad wielkosci wzgledem kontroli: <1, >1, >2) 1 grupe
z bardzo wysoka ekspresja genu WTI1 (rzad wielkosci wzgledem kontroli: >3 1 >4)

w szpiku.
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W grupie pacjentéw z bardzo wysoka ekspresja genu WTI1 najwyzsza
smiertelnos¢ przypadata na okres pierwszych 19 miesiecy od rozpoczgcia terapii. Do
tego czasu odsetek dzieci nadal zyjacych wynosit 57,1%. Natomiast w grupie
z poziomem ekspresji WT1 <2339 kopii na 10* kopii ABL do 19 miesiagca terapii
przezyto 78,1% pacjentéw. Najwyzszg Smiertelnos¢ dla tej grupy odnotowano do 22
miesigca trwania leczenia, po tym czasie liczebno$¢ populacji spadta do poziomu
71,9%. Dzieci z niska lub nieznacznie podwyzszong ekspresja genu WT1 uzyskaty
wyzszy odsetek ponad 4-letniego OS niz z wysoka ekspresja, ale réznice nie byly
istotne statystycznie (Tabela 29).

Tabela 29. Poréwnanie grup pacjentéw z poziomem ekspresji genu WT1 w szpiku <2339 kopii i >2339
kopii na 10* kopii genu ABL.

Liczba
.. Odsetek
kopii ponad 4- Test Mentel — Cox’a Test Gejhan—Br?slow—
genu letnieeo OS Wilcoxon’a
WTI &
<2339 | 71,9% Chi” - 1,465 Chi” - 1,396
>2339 57,1% p-0,2262 p-0,2375

5.3.8. Gen WT1 i wybrane geny fuzyjne jako potencjalne markery monitorowania

minimalnej choroby resztkowej

5.3.8.1. Zmiany ekspresji genu WT1 w réznych punktach czasowych programu

terapeutycznego

5.3.8.1.1. Zmiany ekspresji genu WT1 w réznych punktach czasowych programu

terapeutycznego u tych samych pacjentow

Przeanalizowano poziom ekspresji genu WT1 w probkach szpiku kostnego
i krwi obwodowej pochodzacych od tych samych pacjentéw, w kolejnych punktach
czasowych okreslonych programem leczenia. Wczesniej przedstawione w obecnej pracy
wyniki badan wykazaly, ze poziom ekspresji genu WTI1 w tym samym punkcie
czasowym byl istotnie wyzszy w szpiku niz w krwi obwodowej (Tabela 26). Dlatego
badania dotyczace zmian ekspresji tego genu w réznych punktach czasowych
przeprowadzono odrebnie dla prébek pobranych ze szpiku kostnego 1 z krwi

obwodowej. Dane dotyczace ekspresji genu WT1 w réznych punktach czasowych, dla
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tego samego pacjenta, przedstawiono na Wykresach 19-21 oraz w Tabeli 30 (dla

szpiku) i Tabeli 31 (dla krwi obwodowej).
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Wykres 19. Wykres logarytmiczny poziomu ekspresji genu WT1 w szpiku i krwi obwodowej, wyrazony
w liczbie kopii genu WT1 na 10" kopii genu ABL w kolejnych punktach leczenia. Prébki w kazdym
punkcie terapii pochodza od tych samych pacjentéw. Na wykresie, dla szpiku i krwi, zaznaczono wartosci
btedu standardowego. Zielone stupki — szpik, czerwone stupki — krew.

Szpik kostny

Stwierdzono istotny spadek liczby transkryptu genu WT1 w prébce pobranej ze
szpiku kostnego w 15. dniu w poréwnaniu do punktu zerowego (p=0,0151). W tym
przypadku mediana i $rednia znormalizowanej liczby transkryptu badanego genu
zmniejszyly sie¢ odpowiednio: 7 1 5,5 razy. Poréwnujac réznice w ekspresji WT1
pomigdzy dniem 0. a dniem 30. zaobserwowano obnizenie ekspresji o 53 razy
w odniesieniu do mediany i 8 razy dla sredniej (p=0,0038), a migdzy dniem 15. a 30.
zanotowano spadek poziomu ekspresji o 11 razy dla mediany 1 2 razy dla sSredniej
(p=0,0132). Natomiast poréwnujac zmiany w poziomie ekspresji genu WT1 w szpiku
pomiedzy dniem 30. i pozostalymi punktami leczenia (50., 75., 100., 150. 1 >200.) nie
stwierdzono istotnych réznic (wartosci p > 0,05).
Krew obwodowa

Badajac poziom ekspresji genu WT1 w krwi obwodowej w dniu 15,
stwierdzono istotne zmniejszenie (p=0,0030) liczby kopii genu WT1 w stosunku do
dnia 0. dla tych samych pacjentéw. Wykazano obnizenie si¢ ekspresji genu WT1 o 112
razy dla mediany i 10 razy dla sredniej. Poréwnujgc r6znice pomig¢dzy dniem 0. a dniem
30. spadek poziomu ekspresji genu WT1 wyniost 211 razy dla mediany i1 29 razy dla
sredniej (p=0,0004). Miedzy dniem 15. a 30. zanotowano spadek poziomu ekspresji
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badanego genu o 12 razy dla mediany i 3 razy dla sredniej, ré6znice nie byty istotne
(p=0,0991). Poréwnujac zmiany w poziomie ekspresji genu WT1 w krwi obwodowe;j
pomiedzy dniem 30. i pozostatymi punktami leczenia (50., 75., 100., 150. i >200.)

réniez nie zaobserwowano istotnych réznic (p > 0,05).
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Wykres 20. Wykres logarytmiczny przedstawiajacy poziom ekspresji genu WT1 w szpiku w dniu 0.
iw 15. dniu leczenia (A), w dniu 15. i 30. (B), w dniu 0. i w 30. dniu leczenia (C). Na wykresie
zaznaczono wartoS$ci $redniej wraz z warto$ciami btedu standardowego.

Tabela 30. R6znice w poziomie ekspresji genu WT1 w szpiku pomigdzy dniami 0. i 30., 15. i 30. oraz 0.
i 30. dla tych samych pacjentéw; n — liczebno$¢ badanych grup.

, . Wartosé
., . . Wartosci | & .| Odchyl. | Btad p
Dzien | Material | n | Mediana | . Srednia - test par
min/max standard. | standard. .
wigzanych
0. szpik 22 | 1775 4,62-37596 | 5474 8263 1762
P! 0,0151%
15. szpik 22 | 2502 0,0-6128 1097 1712 365
15. szpik 16 | 543,00 0,0-6128 1425 1911 477,6
P! 0,0132%
30. SZplk 16 | 46,89 0,0 -3373 565,3 1042 260,6
0. szpik 29 | 2339 0,75-37596 | 6212 9192 1707
P! 0,0038%
30. szpik 29 | 43,88 0,0 - 5828 776,5 1507 279,9
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Wykres 21. Wykres logarytmiczny przedstawiajacy poziom ekspresji genu WT1 w krwi obwodowej
w dniu 0. i w 15. dniu leczenia (A), w dniu 15. 1 30. (B), w dniu 0. i w 30. dniu leczenia (C). Na wykresie
zaznaczono wartosci $redniej wraz z warto$ciami btedu standardowego.

Tabela 31. Réznice w poziomie ekspresji genu WT1 w krwi obwodowej pomiedzy dniami 0. i 30., 15.
i 30. oraz 0. i 30. dla tych samych pacjentéw; n — liczebno$¢ badanych grup.

) Warto$¢
. . . Wartosct | . | Odchyl. | Bfad P
Dzien | Material | n | Mediana | . Srednia (test par
min/max standard. | standard. )
wigzanych)
0. krew 15 | 1574 043-8273 | 2760 2993 772,7
0,0030%*
15. krew 15 | 14,84 0,0-1728 268,4 542 139,9
15. krew 12 | 73,25 1,66 - 428.1 109,7 129,6 37,42 0.0991
30. krew 12 | 6,115 1,51-258,0 | 33,56 72,73 21,00 ’
0. krew 21 | 1377 043-8273 | 2379 2598 567
0,0004 %*3*
30. krew 21 | 6,05 1,65-1244 | 82,03 272 59,35

Poréwnujac uzyskane wyniki dla szpiku i krwi obwodowej pochodzacych od

tych samych pacjentéw mozna zauwazyC, ze poziom ekspresji genu WT1 w krwi

obnizat si¢ znacznie w ciggu pierwszych 15 dni leczenia, plasujgc si¢ na poziomie,

ktérego wartosci w kolejnych punktach nie réznity si¢ w sposéb istotny migdzy sobg

(p>0,05). Natomiast w przypadku szpiku poziom ekspresji badanego genu spadat
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istotnie w pierwszych 15 dniach terapii. Istotny spadek transkryptu genu WTI
wystepowat réwniez migdzy 15. dniem i 30., a w kolejnych badanych punktach liczba

kopii tego transkryptu utrzymywata si¢ na podobnym poziomie (p > 0,05).

5.3.8.1.2. Zmiany ekspresji genu WT1 w réznych punktach czasowych programu

terapeutycznego u wszystkich pacjentéw wlgczonych do badan

Podobne badania poréwnawcze dla zmian ekspresji genu WTI1
w poszczegdlnych punktach czasowych programu terapeutycznego jak dla tych samym
pacjentéw, przeprowadzono dla wszystkich préobek uzyskanych w wyznaczonych
punktach czasowych terapii. W pracy przedstawiono ogélny wykres poziomu ekspresji

genu WT1 w szpiku i w krwi (Wykres 22). Wyniki przedstawiono w Tabeli 32.

c
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)
&0
'g 100-
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)
g 104
=
N
&
1_

0 15 30 50 75 100 150 >200
dzien terapii

Wykres 22. Wykres logarytmiczny poziomu ekspresji genu WT1 w szpiku i krwi obwodowej
w kolejnych etapach leczenia. Prébki pochodza od wszystkich pacjentéw. Na wykresie, dla szpiku i krwi,
zaznaczono warto$ci bledu standardowego. Stupki zielone — szpik, stupki czerwone — krew.

Dla probek pochodzacych od wszystkich 69 pacjentow w poszczegdlnych
dniach terapii uzyskano wartosci ekspresji genu WT1 (Tabela 32) wykazujace podobne
tendencje jak w przypadku prébek pochodzacych od tych samych pacjentéw (Tabele 30
1 31). Poréwnujac zmiany w poziomie ekspresji genu WTI1 pomigdzy dniem 30
1 kolejnymi punktami leczenia nie zaobserwowano istotnych réznic dla wszystkich

probek zebranych w trakcie badan (wartosci p > 0,05).
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Tabela 32. Réznice w poziomie ekspresji genu WT1 w szpiku i w krwi obwodowej pomigdzy dniami 0.
130., 15. 1 30. oraz 0. i 30. dla wszystkich prébek uzyskanych od pacjentéw; n - liczebno$¢ badanych

grup.
. . . Wartosci | . . | Odchyl. | Btad
Dzien | Material | n | Mediana . Srednia Y 4 p
min/max standard. | standard. | ( testt)
0. szpik 65 | 2339,00 0,59 - 4718,00 6952,00 862,30
37596,00 «
0.00 = 0,0145
15. szpik 23 | 53,51 6128.00 1050,00 1688,00 352,00
. 0,00 —
15. szpik 23 | 53,51 1050,00 1688,00 352,00
6128,00
: 000 0,4595
30. szpik 31 | 39,81 S828,00 728,80 1468,00 263,70
. 0,59 —
0. szpik 65 | 2339,00 4718,00 6952,00 862,30
37596,00 ok
- .00 = 0,0022
30. szpik 31 | 39.81 5828.00 728,80 1468,00 263,70
0 krew 45 | 1458,00 0:43 - 3059,00 3537,00 527,30
: ’ 11513,00 ’ ’ ’ 0.0017%**
b
15. krew 15 | 5,09 0,00 - 428,10 | 61,59 123,20 31,80
15. krew 15 | 5,09 0,00 - 428,10 | 61,59 123,20 31,80 03282
30. krew 23 | 6,05 0,98 - 258,00 | 30,99 67,14 14,00 ’
0,43 -
47 | 1458,00 ’ 3048,00 3508,00 511,70
0. krew 11513,00 0.0001 3%
b
30. krew 23 | 6,05 0,98 - 258,00 | 30,99 67,14 14,00

5.3.8.2. Zmiany ekspresji genu WT1 i genéw fuzyjnych w réznych punktach

czasowych programu terapeutycznego

100000

10000

1000

100

10

0,1

pacjent 1

///

—o— WT1 szpik

—8—AML1/ETO szpik

WT1 krew

——AML1/ETO krew

Wykres 23. Wykres logarytmiczny kopii genu WT1 podczas monitorowania MRD u pacjenta, u ktérego
stwierdzono obecnos$¢ genu fuzyjnego AMLI-ETO. Na wykresie zaznaczone punkty leczenia, w ktérych
pobrano materiat od pacjenta (szpik, krew). Poziom ekspresji badanych genéw wyrazony na 10* kopii
genu ABL.
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W kolejnym etapie badan przeanalizowano przebieg leczenia pacjentéw,
u ktérych stwierdzono obecnos¢ jednego z badanych genéw fuzyjnych, wzgledem genu
WTI1 (Wykresy 23-33). Dla kazdego z pacjentow przedstawiono punkty, w ktérych

pobrano material (szpik, krew obwodowa) do badania w trakcie leczenia.

pacjent 2

100000

10000 ‘ ﬁ\\
1000 —o— WT1 szpik
\\\ /I \\ —8— AML1/ETO szpik
100
\t iﬁ / l \% WT1 krew
10

% > —¢—AML1/ETO
1 T T \\ T T T 1

0 68 103\@12 752 783
0,1

Wykres 24. Wykres logarytmiczny kopii genu WT1 podczas monitorowania MRD u pacjenta, u ktérego
stwierdzono obecnos$¢ genu fuzyjnego AMLI-ETO. Na wykresie zaznaczone punkty leczenia, w ktérych
pobrano materiat od pacjenta (szpik, krew). Poziom ekspresji badanych genéw wyrazony na 10* kopii
genu ABL.
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\

pacjent 3
100000

10000

1000 \\ \ —4—WT1 szpik

—8— AML1/ETO szpik

100
\ ——n WT1 krew

10 \ >(/ AML1/ETO krew
1 T T 1
0 \11/ 5 112
01—t

Wykres 25. Wykres logarytmiczny kopii genu WT1 podczas monitorowania MRD u pacjenta, u ktérego
stwierdzono obecnos$¢ genu fuzyjnego AMLI-ETO. Na wykresie zaznaczone punkty leczenia, w ktérych
pobrano materiat od pacjenta (szpik, krew). Poziom ekspresji badanych genéw wyrazony na 10* kopii
genu ABL.
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pacjent 4
100000
10000 .\\
1000
\ —o—WT1 szpik
100 ‘\\1N o —®—AMLL/ETO szpik
10 e WT1 krew
\ Cox u ==>e=AML1/ETO krew
1 T T T T 1
0 55 \25 267 526
0,1 -
0,01

Wykres 26. Wykres logarytmiczny kopii genu WT1 podczas monitorowania MRD u pacjenta, u ktérego
stwierdzono obecnos$¢ genu fuzyjnego AMLI-ETO. Na wykresie zaznaczone punkty leczenia, w ktérych
pobrano material od pacjenta (szpik, krew). Poziom ekspresji badanych genéw wyrazony na 10 kopii
genu ABL.

pacjent 5

100000

10000
1000 “\\\ —o—WT1 szpik
\'\\‘\)\ " —8—AML1/ETO szpik

WT1 krew

10 —>—AML1/ETO krew

0 21 37 73 102

Wykres 27. Wykres logarytmiczny kopii genu WT1 podczas monitorowania MRD u pacjenta, u ktérego
stwierdzono obecnos¢ genu fuzyjnego AMLI-ETO. Na wykresie zaznaczone punkty leczenia, w ktérych
pobrano material od pacjenta (szpik, krew). Poziom ekspresji badanych genéw wyrazony na 10 kopii
genu ABL.
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pacjent 6
100000 I;
10000
1000 | \ i
—o— WT1 szpik
\ —@— AML1/ETO szpik
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\0—0\\\ WT1 krew
10 ——AML1/ETO krew
1 T T T y T 1
0 17 31 70 109
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Wykres 28. Wykres logarytmiczny kopii genu WT1 podczas monitorowania MRD u pacjenta, u ktérego
stwierdzono obecnos$¢ genu fuzyjnego AMLI-ETO. Na wykresie zaznaczone punkty leczenia, w ktérych
pobrano material od pacjenta (szpik, krew). Poziom ekspresji badanych genéw wyrazony na 10* kopii
genu ABL.

pacjent 7
100000
10000 o

\ \. —B— AML1/ETO szpik
100 WT1 krew
\/’ —s— AML1/ETO krew

10

Wykres 29. Wykres logarytmiczny kopii genu WT1 podczas monitorowania MRD u pacjenta, u ktérego
stwierdzono obecnos$¢ genu fuzyjnego AMLI-ETO. Na wykresie zaznaczone punkty leczenia, w ktérych
pobrano materiat od pacjenta (szpik, krew). Poziom ekspresji badanych genéw wyrazony na 10* kopii
genu ABL.
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pacjent 8
1000000

100000

10000
\\ —o— WT1 szpik
1000 \ —8— AML1/ETO szpik
WT1 krew

—— AML1/ETO krew

100

10

Wykres 30. Wykres logarytmiczny kopii genu WT1 podczas monitorowania MRD u pacjenta, u ktérego
stwierdzono obecnos$¢ genu fuzyjnego AMLI-ETO. Na wykresie zaznaczone punkty leczenia, w ktérych
pobrano material od pacjenta (szpik, krew). Poziom ekspresji badanych genéw wyrazony na 10 kopii
genu ABL.

pacjent 9
100000 -/I\\
10000
1000 N\ >\\\ —o—WT1 SZpik
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100 WT1 krew
\ —>—AML1/ETO krew
10
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0 36 42 88

Wykres 31. Wykres logarytmiczny kopii genu WT1 podczas monitorowania MRD u pacjenta, u ktérego
stwierdzono obecnos$¢ genu fuzyjnego AMLI-ETO. Na wykresie zaznaczone punkty leczenia, w ktérych
pobrano material od pacjenta (szpik, krew). Poziom ekspresji badanych genéw wyrazony na 10 kopii
genu ABL.
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pacjent 10
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°
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Wykres 32. Wykres logarytmiczny kopii genu WT1 podczas monitorowania MRD u pacjenta, u ktérego
stwierdzono obecnos$¢ genu fuzyjnego PML-RARo. Na wykresie zaznaczone punkty leczenia, w ktérych
pobrano materiat od pacjenta (szpik, krew). Poziom ekspresji badanych genéw wyrazony na 10 kopii
genu ABL.

pacjent 11
100000

10000 \

1000 \ —o— WT1 szpik

—— CBFB/MYH11 szpik

100 WT1 krew

=>=CBFB/MYH11 krew
10 L4

Wykres 33. Wykres logarytmiczny kopii genu WT1 podczas monitorowania MRD u pacjenta, u ktérego
stwierdzono obecno$¢ genu fuzyjnego CBFB-MYHI11. Na wykresie zaznaczone punkty leczenia, w
ktérych pobrano materiat od pacjenta (szpik, krew). Poziom ekspresji badanych genéw wyrazony na 10*
kopii genu ABL.

Przebieg krzywych w trakcie terapii, zarowno dla genu WT1 jak i wybranego

genu fuzyjnego (Wykresy 23-33), przedstawia podobne tendencje w trakcie
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monitorowania MRD. W przypadku pacjenta 1 (Wykres 23) i 2 (Wykres 24) znaczny
wzrost poziomu ekspresji genu WT1 i genu fuzyjnego odpowiadat wystgpieniu wznowy
choroby. W chwili wznowy (odpowiednio 418 i 752 dzien terapii) wartosci dla ekspresji
obu markeréw byly poréwnywalne do tych stwierdzonych w chwili rozpoznania.
U pozostatych pacjentéw stwierdza si¢ wyrazne obnizenie poziomu ekspresji

w kolejnych punktach leczenia.

5.3.8.3. Analiza polimorfizméw wybranych sekwencji zwigzanych z regulacja

ekspresji genu WT1

W kolejnym etapie doswiadczen przeprowadzono badania na obecnosc
polimorfizméw genetycznych, wystepujacych w obrebie regionéw regulatorowych genu
WTI1. Regiony promotora i sekwencji wzmacniajagcych genu WTI, ktére zostaly
poddane amplifikacji przy uzyciu metody PCR z zastosowaniem specyficznych
starteréw, rozdzielono na kolumnie stosujac metode DHPLC. Uzyskano nastepujace
chromatogramy:

- dla odcinka promotora 1 (para starteréw F1-R1):

Rycina 25. Chromatogram przedstawiajacy rozdzial amplifikowanego odcinka promotora 1 genu WTI.
Przedstawiono po jednym z wykreséw dla pigciu grup uzyskanych w trakcie rozdziatu DHPLC.

- dla odcinka promotora 2 (para starteréw F2-R2):

WV
"

Rycina 26. Chromatogram przedstawiajacy rozdzial amplifikowanego odcinka promotora 2 genu WT1.
Przedstawiono po jednym z wykreséw dla trzech grup uzyskanych w trakcie rozdziatu DHPLC.
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- dla sekwencji wzmacniajgcej w intronie 3 (para starteréw F3-R3):

Vv

"

Rycina 27. Chromatogram przedstawiajacy rozdzial amplifikowanego odcinka sekwencji wzmacniajacej
w intronie 3 genu WTI1. Przedstawiono po jednym z wykreséw dla trzech grup uzyskanych w trakcie
rozdziatu DHPLC.

- dla sekwencji wzmacniajacej na koncu 3’ (para starterow F4-R4):

Vv
n

Rycina 28. Chromatogram przedstawiajacy rozdzial amplifikowanego odcinka sekwencji wzmacniajacej
na koncu 3’ genu WT1. Przedstawiono po jednym z wykreséw dla czterech grup uzyskanych w trakcie
rozdzialu DHPLC.

Analiza otrzymanych chromatograméw umozliwita wyodrebnienie 5 grup dla
odcinka promotora I, 3 grup dla odcinka promotora II, 3 grup dla sekwencji
wzmacniajgcej w obrebie intronu 3 i 4 grup dla sekwencji wzmacniajacej na 3’ koncu
genu  WTI1, wyodrebnionych podczas przesiewowego badania DHPLC.
Sekwencjonowaniu poddano po jednej prébce z kazdej grupy (w sumie 15 prébek).
Obecnos¢ zmian polimorficznych analizowano u 53 pacjentéw (76,8% z wszystkich
pacjentéw wilaczonych do badan), dla ktérych uzyskano produkty w reakcji PCR dla
wszystkich czterech badanych regionéw genu WTI1. Podczas analizy uzyskanych
danych pod uwage brano zaréwno znane juz polimorfizmy genu WTI, jak réwniez
szukano nowych zmian w obrebie badanych sekwencji. Uzyskane sekwencje
poréwnano z sekwencja umieszczong w bazie danych ENSEMBL.:

http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ Gene/Summary?g=ENSG00000184937.
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Ponizej przedstawiono wyniki sekwencjonowania:

- region promotora I (para starteréw F1-R1), Ryciny 29-32:

20 30
G T AT 4 C z Cc T T CT T T G A& G C

G/C (C/G-YS)
11:32457545 (ni¢ wiodaca).
Sekwencja niekodujaca, powyzej

A\ miejsca startu transkrypcji.
‘ﬂ\ ‘ / \1 Brak informacji dla tego SNP.
X e"ﬁ"l / | W badanej sekwencji DNA obecnos¢
/ / | | U wszystkich ocenianych pacjentéw
\ w badanej sekwencji DNA
‘ ' ‘ ‘ L stwierdzono G.

Rycina 29. Wariant: rs72893528

170 180
T TH&-E E TG & & C -G &L I L Lok
G/T (C/A -M)
11:32457386 (ni¢ wiodaca)
Sekwencja niekodujaca, powyzej
miejsca startu transkrypcji.
Podane 2 indywidualne genotypy.
W badanej sekwencji DNA obecnos¢
G stwierdzono u 91 % pacjentéw.
Na Rycinie 31 przedstawiono drugi
wariant obserwowany w tej pozycji.

Rycina 30. Wariant: 1s2234579 4

170 130
T T &G E T G- & ER LT E T EE &G

G/T (C/A -M)

11:32457386 (ni¢ wiodaca)
Sekwencja niekodujaca, powyzej
miejsca startu transkrypcji.

Podane 2 indywidualne genotypy.

W badanej sekwencji DNA obecnos¢
G/A stwierdzono u 9% pacjentow.

Rycina 31. Wariant: rs2234579
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210 220
CoCodicBi- B T R Mh G GG L X & G b

Rycina 32. Wariant: brak danych na temat mutacji.

Cl/insA/G

11: 32457352 — 32457351 (ni¢
wiodaca).

Sekwencja niekodujaca, powyzej
miejsca startu transkrypcji.

U wszystkich ocenianych pacjentéw
w badanej sekwencji DNA
stwierdzono obecno$¢ insercji A.

- region promotora II (para starterow F2-R2), Ryciny 33 i 34:

1z0 130
F B 5 EFER B B FMESCERNE B BECHE: G B GG

Rycina 33. Wariant: rs2234580

270 280
o Cofiebe BCIF & E SRR TR TRl EOE B 6

Rycina 34. Wariant: rs5030133

T/C (A/G -R)

11:32457138 (ni¢ wiodaca).
Sekwencja 5' UTR, pozycja w
transkrypcie: 39.

Czestos¢ alleli: A=0,392; G=0,608.
Czestos¢ genotypow: A/A=0,203;
A/G=378; G/G=0,419.

Podane 76 indywidualnych genotypy.
U wszystkich ocenianych pacjentéw
w badanej sekwencji DNA
stwierdzono T.

C/T (G/A-R)

11:32456981 (ni¢ wiodaca)
Sekwencja 5' UTR, pozycja w
transkrypcie: 196.

Czestos¢ alleli: A=0,006; G=0,994.
Czestos¢ genotypow: G/A=0,013;
G/G=0,987.

Podane 80 indywidualnych
genotypow.

U wszystkich ocenianych pacjentéw
w badanej sekwencji DNA
stwierdzono C.
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- region sekwencji wzmacniajgcej w intronie 3 (para starteréw F3-R3), ryciny 35-38:

130 140 150

R EEYE PR P EA e R g AOTC-Y)

11:32448744 (ni¢ wiodaca)

l Sekwencja intronowa, niekodujaca.
Czestos¢ alleli: C=0,006; G=0,994.
Czestos¢ genotypow: T/C=0,011;
T/T=0,989.
Podane 91 indywidualnych
genotypow.
U wszystkich ocenianych pacjentéw
w badanej sekwencji DNA
stwierdzono A.

Rycina 35. Wariant: rs5030177

280 Z920 2
G: & G C E G-F: G X G C EaERECCyR i B C
-/C (-/G - Typ: delecja)
11:32448595-32448594 (ni¢
wiodaca).
Sekwencja intronowa, niekodujaca.

Brak informacji dla tego SNP.

U wszystkich ocenianych pacjentéw
w badanej sekwencji DNA
stwierdzono GC.

Rycina 36. Wariant: rs35925541

310 320

CElATo YTt Y ec e iy ¢ T/GAC-M)
11:32448569 (ni¢ wiodaca).
Sekwencja intronowa, niekodujaca.
Czesto$¢ alleli: A=0,372; C=0,628.
Czestos¢ genotypow: A/A=0,178;
A/C=0,389; C/C=0,433.
Podane 92 indywidualne genotypy.
W badanej sekwencji DNA obecnos¢
T stwierdzono u 66% pacjentéw. Na
Rycinie 38 przedstawiono drugi
wariant obserwowany w tej pozycji.

Rycina 37. Wariant: rs5030178 I
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Rycina 38. Wariant: rs5030178

T/G (A/C - M)

11:32448569 (ni¢ wiodaca).
Sekwencja intronowa, niekodujaca.
Czesto$¢ alleli: A=0,372; C=0,628.
Czestos¢ genotypow: A/A=0,178;
A/C=0,389; C/C=0,433.

Podane 92 indywidualne genotypy
W badanej sekwencji DNA obecnos¢
T/G stwierdzono u 34% pacjentow.

- region sekwencji wzmacniajgcej na koncu 3’ (para starterOw F4-R4), ryciny 39-44:

120 130
s e O ) BB b Gl Tasl Tl 1

Rycina 39. Wariant: rs5030335

1z0 130
Erbemedn & B BRI e b e TR R DT L

Rycina 40. Wariant: rs5030335

C/T (G/A-R)

11:32408693 (ni¢ wiodaca)
Sekwencja ponizej genu, niekodujaca.
Czestos¢ alleli: A=0,076; G=0,925.
Czestos¢ genotypow: A/A=0,017;
A/G=0,117; G/G=0,867 (1,301
prébek, 11 populacji).

Podane 420 indywidualnych
genotypow.

W badanej sekwencji DNA obecnos¢
C stwierdzono u 80% pacjentéw. Na
Rycinie 40 przedstawiono drugi
wariant obserwowany w tej pozycji.

C/T (G/A-R)

11:32408693 (ni¢ wiodaca).
Sekwencja ponizej genu, niekodujaca.
Czestos¢ alleli: A=0,076; G=0,925.
Czestos¢ genotypow: A/A=0,017;
A/G=0,117; G/G=0,867 (1,301
prébek, 11 populacji).

Podane 420 indywidualnych
genotypow.

W badanej sekwencji DNA obecnos¢
C/T stwierdzono u 20% pacjentow.
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G/A(CIT-Y)

11:32408666 (ni¢ wiodaca).
Sekwencja ponizej genu, niekodujaca.
Czestos¢ alleli: C=0,983; T=0,017.
Czestos¢ genotypoéw: C/C=0,965;
C/T=0,035.

Podane 159 indywidualnych
genotypow.

W badanej sekwencji DNA obecnos¢
G/A stwierdzono u 3% pacjentéw. Na
| Rycinie 41a przedstawiono drugi

~ wariant obserwowany w tej pozycji.

Rycina 41. Wariant: rs5030336

a)

G/A (C/IT-Y)

11:32408666 (ni¢ wiodaca).

Sekwencja ponizej genu, niekodujaca.

Czestos¢ alleli: C=0,983; T=0,017.

150 160 Czestos¢ genotypow: C/C=0,965;

FEENAR T B e Rty ¢ OT=003.

Podane 159 indywidualnych

genotypow.

W badanej sekwencji DNA obecnos¢

G stwierdzono u 97% pacjentow.

a b
b)
T/C (A/G -R)
11:32408665 (ni¢ wiodaca).
Sekwencja ponizej genu, niekodujaca.
Czestos¢ alleli: A=0,994; G=0,006.
Czestos¢ genotypow: A/A=0,988;

A/G=0,012.

Rycina 42. Wariant: rs5030336 (a) i rs5030337 (b) Podane 358 indywidualnych
genotypow.
U wszystkich ocenianych pacjentéw
w badanej sekwencji DNA
stwierdzono T.

370 380

G G ACAAGT CATG GG CAAMAACTGTTCLC A GAWCT-Y)
11:32408445 (ni¢ wiodaca).
Sekwencja ponizej genu, niekodujaca.
Czestos¢ alleli: C=0,948; T=0,052.
Czestos¢ genotypow: C/C=0,907;
C/T=0,081; T/T=0,012.
Podane 534 indywidualne genotypy.
U wszystkich ocenianych pacjentéw
w badanej sekwencji DNA
stwierdzono G.

X

Rycina 43. Wariant: rs5030338
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T/A

11: 32408629 (ni¢ wiodaca).
sekwencja ponizej genu, niekodujaca.
W badanej sekwencji DNA obecnos¢
T/A stwierdzono u 32,1% pacjentow.
W pozostatych przypadkach
obserwowano T (61,9%).

Rycina 44. Wariant: brak danych na temat SNP.

Po przeanalizowaniu trzech badanych odcinkéw genu WTI, tj. sekwencji
proksymalnego odcinka regionu promotora i dwoch sekwencji wzmacniajacych,
zaobserwowano obecnos$¢ zaréwno znanych SNP, jak réwniez dwéch nowych, dotad
nie opisanych zmian nukleotydowych (brak danych w bazie ENSEMBL).

Wsréd znanych SNP wykazano:

Wariant rs72893528 (G/C) dotyczy sekwencji niekodujacej, znajdujacej sie
powyzej miejsca startu transkrypcji. U wszystkich pacjentéw wiaczonych do analizy
stwierdzono obecnos¢ G w obu allelach (homozygota). W zwigzku z brakiem danych na
temat tego SNP nie pordwnano cz¢stosci wystepowania homozygoty G/G w stosunku
do populacji kontrolnej (brak w bazie ENSEMBL).

Wariant rs2234579 (G/T) wystepuje w regionie sekwencji niekodujace;,
znajdujace] si¢ powyzej miejsca startu transkrypcji. W przypadku 91% pacjentow
stwierdzono obecno$s¢ G w obu allelach (homozygota). U 9% pacjentéw wariant ten
wystepowat jako heterozygota G/A. W zwigzku z obecnoscig w bazie ENSEMBL tylko
dwoéch indywidualnych genotypéw nie poréwnywano czgstosci wystepowania
zaobserwowanych zmian.

Wariant rs2234580 (T/C) znajduje si¢ w obrgbie regionu 5’UTR (ewentualna
zmiana nukleotydu nie zmienia sekwencji biatkowej) genu WT1 i zajmuje 39 pozycje
w transkrypcie. U wszystkich pacjentéw wilaczonych do analizy stwierdzono obecnos¢
T w obu allelach (homozygota). Czestos¢ wystgpowania genotypéw T/T, T/C 1 C/C
w populacji kontrolnej wynosita odpowiednio: 20,3%, 37,8% 1 41,9% (ENSEMBL).

Wariant rs5030133 (C/T) znajduje si¢ w obrgbie regionu 5’UTR genu WTI
i zajmuje 196 pozycje w transkrypcie. U wszystkich pacjentéw wiaczonych do analizy

stwierdzono obecnos¢ C w obu allelach (homozygota). Czgstos¢ wystepowania

95



opisanych genotypéw C/C i C/T w populacji kontrolnej wynosita odpowiednio: 98,7%
1 1,3% co dopowiada uzyskanym wartosciom 100% C/C w badanej populacji.

Wariant 1s5030177 (A/G) znajduje si¢ w obrebie regionu sekwencji
wzmacniajgce] w intronie 3 (sekwencja intronowa, niekodujgca) genu WTI.
U wszystkich pacjentéw wiaczonych do analizy stwierdzono obecnos¢ A w obu allelach
(homozygota). Czestos¢ wystgpowania opisanych genotypéw A/A i A/G w populacji
kontrolnej wynosita odpowiednio: 98,9% 1 1,1% co dopowiada uzyskanym wartoSciom
100% A/A w badanej populacji.

Wariant rs35925541 wystepuje w obrebie regionu sekwencji wzmacniajgcej
w intronie 3 (sekwencja intronowa, niekodujaca) genu WT1. W przypadku obecnosci
tego wariantu dochodzi do delecji nukleotydu G w pozycji 11:32448595. U zadnego
z badanych pacjentéw nie stwierdzono delecji wymienionego nukleotydu.

Wariant rs5030178 (T/G) wystepuje w obrebie regionu sekwencji
wzmacniajgcej w intronie 3 (sekwencja intronowa, niekodujaca) genu WT1. U 66%
pacjentéw stwierdzono obecnos¢ T w obu allelach (homozygota), u 34% pacjentow
T/G. Czestos¢ wystepowania opisanych genotypéw T/T, T/G 1 G/G w populacji
kontrolnej wynosita odpowiednio: 17,8%, 38,9% i 43,3% co dopowiada uzyskanym
wartosciom dla genotypu T/G w populacji badanej. Wariant T/T w przypadku
pacjentéw wystepowal 3,7 razy czesciej niz w populacji kontrolnej (ENSEMBL).

Wariant rs5030335 (C/T) dotyczy sekwencji wzmacniajgcej znajdujacej si¢ na
koncu 3’ (sekwencja ponizej genu, niekodujaca) genu WTI. U 80% badanych
pacjentéw stwierdzono obecnos¢ C w obu allelach (homozygota), u 20% pacjentéw
C/T. Czestos¢ wystepowania opisanych genotypéw C/C, C/T i1 T/T w populacji
kontrolnej wynosita odpowiednio: 86,7%, 11,7% 1 1,7% co odpowiada uzyskanym
wartosciom dla genotypéw C/C i C/T w populacji badane;.

Wariant rs5030336 (G/A) wystepuje w sekwencji wzmacniajacej znajdujacej sie
na koncu 3’ (sekwencja ponizej genu, niekodujaca) genu WTI1. U 97% pacjentéw
stwierdzono obecnos¢ G w obu allelach (homozygota), u 3% G/A. Czestos¢
wystepowania opisanych genotypéw G/G 1 G/A w populacji kontrolnej wynosita
odpowiednio: 96,5% i 3,5% co odpowiada uzyskanym wartosciom dla genotypéw G/G
1 G/A w populacji badane;j.

Wariant rs5030337 (T/C) wystepuje w sekwencji wzmacniajacej znajdujacej si¢
na koncu 3’ (sekwencja ponizej genu, niekodujgca) genu WT1. U wszystkich pacjentow

wiaczonych do analizy stwierdzono obecnos¢ T w obu allelach (homozygota). Czestos¢
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wystepowania opisanych genotypéw T/T 1 T/C w populacji kontrolnej wynosita
odpowiednio: 98,8% i 1,2% co odpowiada uzyskanym wartosciom dla genotypu T/T
w populacji badane;.

Wariant rs5030338 (G/A) dotyczy sekwencji wzmacniajacej znajdujacej si¢ na
koncu 3’ (sekwencja ponizej genu, niekodujgca) genu WT1. U wszystkich pacjentéw
wilaczonych do analizy stwierdzono obecnos¢ G w obu allelach (homozygota). Czestos¢
wystepowania opisanych genotypéw G/G, G/A i A/A w populacji kontrolnej wynosita
odpowiednio: 90,7%, 8,1% 1 1,2% co odpowiada uzyskanym wartosciom dla genotypu
G/G w populacji badane;j.

Przeanalizowano zwigzek pomiedzy obecnoscig stwierdzonych, znanych SNP
genu WTI1 a poziomem ekspresji tego genu. Nie wykazano wptywu tych
polimorfizméw na poziom ekspresji genu WT1 (p>0,05).

Dodatkowo stwierdzono dwie zmiany, dotychczas nieopisane w bazie
ENSEMBL. Dotyczyty one: 1) sekwencji promotora (sekwencja niekodujaca powyzej
miejsca startu transkrypcji) i 2) sekwencji wzmacniajacej znajdujgcej si¢ na koncu 3’
(sekwencja niekodujgca) genu WTI1. W obrgbie badanej sekwencji proksymalnej
promotora genu WTI1, u wszystkich badanych pacjentéw z AML, uzyskano obraz
sekwencjonowania wskazujacy na obecnos¢ insercji A mig¢dzy nukleotydami C i G
znajdujacymi si¢ w pozycjach 11:32457352 1 11:32457351 badanego genu. Druga
opisywana zmiana (wczesniej nie opisany SNP) dotyczy zamiany T/A w pozycji
11:32408629, ktéra wystepowala u 32% obecnie przedstawianych pacjentow.

Przeprowadzone analizy dla zmiany T/A (11:32408629) nie wykazaly wptywu
jej obecnosci na poziom ekspresji genu WT1. Poréwnujac grupe pacjentéw, u ktérych
stwierdzono obecnos¢ opisywanej zmiany (T/A) z pacjentami bez zmiany, nie

zaobserwowano istotnych r6znic w poziomie ekspresji genu WT1 (p>0,05).

5.4. Ocena stabilnosci RNA w otrzymanych prébkach szpiku i krwi obwodowej

Material do badan molekularnych, z uzyciem RNA, stanowily prébki szpiku
kostnego i krwi obwodowej pobrane od pacjentéw z AML na antykoagulant (EDTA).
Pomimo wytycznych, dotyczacych zabezpieczenia i transportu, czes¢ materiatu ulegta
degradacji. Na Wykresach 34-35 przedstawiono graficznie rozktad zebranego materiatu
w poszczegblnych punktach czasowych leczenia z uwzglednieniem probek, ktore ulegly

degradacji i materiatu, ktéry wykorzystano do analiz. Dane zebrano w Tabeli 33.
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Sposréd 249 przestanych prébek ze szpiku kostnego, RNA uleglo degradacji
w29 (11,6%), w tym najczesciej w materiale pobranym w dniach: 15. (23,3%), 75.

(17,9%) 1 150. (16,7%). Najnizszy odsetek zdegradowanego RNA uzyskano

w probkach pochodzacych z punktu 0. (3,1%) i pobranych powyzej 200. dnia (0%).
Sposréd 177 przestanych probek z krwi obwodowej, RNA uleglo degradacji
w 27 (15,3%), w tym najczesciej w materiale pobranym w dniach: 50. (31,2%), 75.

(20,0%) 1 >200. (22,9%). Najnizszy odsetek zdegradowanego RNA uzyskano
w probkach pochodzacych z punktu 0. (5,3%).

® Prébki, ktére ulegty
degradacji

ilo$¢ prébek

B Prébki, ktére wykorzystano
do analiz

dzien terapii

Wykres 34. Wykres przedstawiajacy rozktad probek RNA uzyskanych ze szpiku w kolejnych punktach
terapii.

60 1_
40

B Prébki, ktére ulegty

20 degradacji

ilo$¢ prébek

B Prébki, ktére wykorzystano
do analiz

15 30 50

75
100150 509

dzien terapii

Wykres 35. Wykres przedstawiajacy rozktad probek RNA uzyskanych z krwi obwodowej w kolejnych
punktach terapii.
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Tabela 33. Materiat w postaci RNA analizowany w kolejnych punktach terapii.

Materiat Dzien leczenia Materiat ﬁiﬁ?;;a\i/any Degra‘dacja
otrzymany %) materiatu (%)

0. 65 63 (96,9) 23,1
15. 30 23 (76,7) 7 (23,3)
30. 35 31 (88,6) 4(11,4)
50. 25 22 (88,0) 3 (12,0)

Szpik 75. 28 23 (82,1) 5(17.9)
100. 37 32 (86,5) 5(13,5)
150. 18 15 (83.,3) 3 (16,7)
>200. 11 11 (100,0) 0 (0,0)
Razem 249 220 (88,4) 29 (11,6)
0. 47 45 (95,7) 2(5.3)
15. 18 15 (83,3) 3 (16,7)
30. 28 23 (82,1) 57,9
50. 16 11 (68,8) 5@31,2)

Krew 75. 25 20 (80,0) 5(20,0)
100. 25 21 (84,0) 4 (16,0)
150. 9 8 (88,9) 1(11,1)
>200. 9 7(77,8) 2(22,2)
Razem 177 150 (84,7) 27 (15,3)

Na degradacje¢ RNA w badanych prébkach miaty wplyw: obecnos¢ skrzepow
(najprawdopodobniej niedostateczne wymieszanie materiatu z antykoagulantem, n=10,
34,5%), liza komorek (zamrozenie materialu, n=4, 13,8%), zbyt dlugi transport

(powyzej 48 godzin, n=8, 27,6%), transport w temperaturze powyzej +4°C
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(temperatura otoczenia,

n=7, 24,1%). W przypadku

zdegradowanego RNA,

z otrzymanego materialu izolowano tylko DNA, ktére postuzylo do oznaczenia

FLT3-ITD.

Tabela 34. Przyczyny degradacji/braku RNA w prébkach.

Przyczyna Materiat
degradacji/braku :
RNA Szpik (%) Krew (%)

Zamrozenie 4 (13,8) 4 (14,8)
Transport pow. 48 godz. 8 (27,6) 8(29,6)
Tranqurt W temperaturze 7 (24.1) 6 (22.3)
otoczenia

Obecnos¢ skrzepow 10 (34,5) 9 (33,3)
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6. Dyskusja

AML jest jedng z postaci ztosliwych nowotworéw uktadu krwiotwoérczego,
charakteryzujacg si¢ niekontrolowanym rozrostem niedojrzalych krwinek biatych
(innych niz limfocyty) lub erytroblastow 1 komoérek produkujacych plytki krwi
(megakariocyty). Dochodzi do zahamowania prawidtowej czynnosci szpiku i wyparcia
z niego prawidlowych komérek, a w dalszym etapie do ci¢zkiej niedokrwistosci, skazy
krwotocznej i1 zaburzen odpornosci, a takze zaburzen funkcji wielu narzadéw (nacieki
komoérek nowotworowych). Nieprawidlowe komorki stwierdzane w ostrych biataczkach
reprezentuja klonalny rozrost i zahamowanie na pewnym etapie rozwoju prawidlowej
hematopoezy. Proces nowotworowy jest wynikiem zaburzonej funkcji komorki
(nieprawidtowe: przekazywanie sygnatéw, apoptoza, transkrypcja 1rdéznicowanie
komorek) wskutek kumulowania si¢ wielu zmian genetycznych pod wptywem réznych
czynnikéw [12, 48, 74, 118, 139, 175].

Cytogenetyczne i molekularne badania komoérek biataczkowych stanowig wazny
element w diagnozowaniu biataczek. Zidentyfikowanie specyficznych dla danego
podtypu biataczki nieprawidtowosci cytogenetycznych, pozwala na doktadniejsza
diagnoze i lepsza kwalifikacje do grup ryzyka. Biologia AML r6zni si¢ zasadniczo od
patogenezy innych rodzajow biataczek, czg¢sto dochodzi do powstania biatek fuzyjnych,
kodowanych przez geny powstale wskutek translokacji chromosomowej [12, 78, 147,
175, 177].

Zmiany w obregbie kariotypu stwierdza si¢ u ponad 70% dzieci z AML [19, 41,
59, 64, 81, 116, 122, 136, 171, 178, 182, 238]. Anomalie dotyczg liczby chromosoméw
lub zmian strukturalnych (inwersje, translokacje i delecje), badz obu tych aberracji.
Identyfikacja zaburzen jest tym istotniejsza, ze ich obecnos¢ koreluje si¢ z przebiegiem
choroby [78]. Do najczestszych zaburzen chromosomalnych naleza: t(8;21), t(15;17),
inv(16), t(9;11), t(11g23), monosomia 7, t(1;22), inv(3)/t(3;3), 1 t(6;9), ale rzeczywista
czestos¢ wystepowania poszczegdlnych zaburzen chromosomalnych i molekularnych
udzieci z AML jest ciggle nieznana [77, 78, 100, 170, 175, 177, 213]. Dlatego podj¢to
badania w tym temacie.

Do badan wilasnych wiaczono pacjentéw, u ktérych stwierdzono AML jako
nowotwor pierwotny. Material badany, odpowiadajacy powyzszym kryteriom,
otrzymano od 69 (53,1%) dzieci sposrod 130 znowo rozpoznang pierwotng AML
w okresie 01.03.2006-31.06.2009 r. w 14 osrodkach PPGLBC. W ocenianej grupie
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pacjentéw bylo nieco wigcej chlopcéw w poréwnaniu do dziewczat (1,15:1), co jest
zgodne z innymi doniesieniami [56, 99].

Obecnie przedstawiana praca stanowi element wieloosrodkowych badan,
ktéorych celem bylo wdrozenie standardéow badan molekularnych, stuzacych do
identyfikacji i1 okreslenia poziomu wybranych markeré6w nowotworowych u dzieci
z AML na terenie Polski. W przeprowadzonych badaniach skupiono si¢ nad najczescie;j
wystepujagcymi  zmianami, stanowigcymi istotny znany czynnik rokowniczy
(powtdrzenie ITD w genie FLT3) lub potencjalny marker dla oznaczenia minimalnej
choroby resztkowej (MRD), takich jak obecnos¢ transkryptow mRNA powstalych na
skutek rearanzacji chromosomowych tj.: t(8;21) (AML1-ETO), t(15;17) (PML-RARa)
iinv16 (CBFB-MYHI11) oraz nadekspresje genu WT1.

Wystepowanie wybranych genéw fuzyjnych. W materiale wtasnym tacznie u 14
(20%) pacjentéw stwierdzono obecnos¢ jednego z wyzej wymienionych transkryptéw
(Wykres 1).

Wedtug danych literaturowych  wystgpowanie transkryptu fuzyjnego
AMLI1-ETO stwierdza si¢ u 7-16% w populacji dziecigcej, a jego obecnos¢ kojarzona
jest z typem M, wg klasyfikacji FAB [19, 41, 64, 78, 116, 136, 171, 178, 213, 238].
W przedstawionej obecnie grupie pacjentow z AML gen AMLI-ETO wykryto w 13%
przypadkéw. Wszyscy oceniani pacjenci z obecnym genem AMLI-ETO byli
zakwalifikowani do typu M», co jest zgodne z obserwacjami innych autoréw.

Obecnos¢ transkryptu fuzyjnego PML-RARa stwierdza si¢ u 2-10% w populacji
dzieciecej z AML. Translokacja t(15;17) zwigzana jest z ostrag biataczka
promielocytowa (typ Ms wg klasyfikacji FAB) [19, 64, 78, 133, 136, 137, 171, 182,
211, 213]. W badanej obecnie grupie dzieci z AML gen fuzyjny PML-RARa
stwierdzono w 4% przypadkéw, a obecnos¢ opisywanego genu dotyczyta typu Ms.

Wystepowanie transkryptu fuzyjnego CBFB-MYHI11 stwierdza si¢ u 3-8%
w grupie pediatrycznej z AML. Inwersje chromosomu 16 koreluje si¢ z typem My [29,
30, 64, 78, 122, 136, 137, 178, 213, 238, 246]. W materiale wltasnym gen fuzyjny
CBFB-MYHI11 stwierdzono w 3%. Pacjenci z powyzsza nieprawidlowoscig byli
zakwalifikowani do typu M4 wg FAB.

W badaniach wlasnym nie analizowano wptywu obecnosci transkryptow
fuzyjnych na przebieg leczenia, utrzymywania si¢ remisji lub czasu przezycia pacjenta

ze wzgledu na matg liczebnos¢ podgrup.
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Analiza obecnie przedstawianego materialu wskazuje na trafno$¢ doboru

specyficznych sond i starteréw uzytych w metodzie PCR w czasie rzeczywistym (z ang.
Real Time PCR) do iloSciowego oznaczania gendéw fuzyjnych [69, 232]. Zestawy do
badan zostaty dobrane tak, aby produkty amplifikacji obejmowaty kodujace transkrypty
powstate na skutek rearanzacji chromosomowej. Diagnostyka jest szybka i pozwala na
doktadne okreslenie poziomu nieprawidlowych transkryptéw. Ponadto uzyskane wyniki
badan molekularnych byty zgodne z wynikami uzyskanymi metoda FISH (wyniki
uzyskane z dokumentacjg pacjenta), co pozwala stwierdzi¢ przydatnos¢ metody PCR
w czasie rzeczywistym do oznaczen i wprowadzenia jej do rutynowej diagnostyki
AML.
Wystepowanie powtoérzen FLT3-ITD. Obecnos¢ powtérzen FLT3-ITD w AML
zwigzana jest z niekorzystnym rokowaniem. W grupie chorych, u ktérych stwierdza si¢
ta nieprawidtowos¢, obserwuje si¢ niski odsetek remisji catkowitych, dtugich przezy¢
i skrécenie czasu przezycia wolnego od choroby [2, 8, 107, 109, 110, 126, 146, 152,
243, 254]. Czestos¢ wystepowania FLT3-ITD stwierdza si¢ u 5-22% dzieci chorych na
AML [8, 97, 109, 126, 146, 254]. W przedstawione] obecnie grupie dzieci z AML
wystepowanie powtérzen tandemowych ITD stwierdzono w 8,7% (Wykres 2).
Powtérzenia ITD w badanej grupie dotyczyly zawsze zmian w obrgbie jednego allela
genu FLT3.

Analizujac material wlasny wykazano, ze powtérzenia tandemowe FLT3-ITD
czesciej wystepowaly w przypadku okreslonych typéw wg FAB. To zaburzenie
najczesciej stwierdzono w typie: M3 (60%). W typach My, M; i My odsetek powtdrzen
tandemowych FLT3-ITD, byl podobny i wynosit odpowiednio: 11%, 11% 1 7%
(Tabela 14), a w pozostatych typach nie znaleziono tej zmiany. Z danych literaturowych
wynika, ze w grupie pediatrycznej czesciej stwierdza si¢ obecnos¢ FLT3-ITD w typach
M, (15-22%), M3 (25-67%) 1 M4 (8-20%) [109, 126]. Przeprowadzone badanie na duzej
grupie chorych (234 pacjentéw) wykazato, ze FLT3-ITD bylo obecne we wszystkich
typach AML z wyjatkiem M5, a najwyzszy odsetek przypadkéw z tg nieprawidtowoscia
wykazano w Mo-M3 i w Mg u dzieci z AML (11-25%) [254]. Istnieja réwniez prace,
przedstawiajace rzadsze wystepowanie FLT3-ITD, stwierdzona nieprawidlowosé
dotyczyla typow M;-My [101, 112]. Przedstawione powyzej doniesienia oraz wyniki
badan witasnych wskazuja na czestsze wystgpowanie FLT3-ITD w typach Mo-My
u dzieci z AML.

103



Natomiast u pacjentéw dorostych obecnos¢ FLT3-ITD stwierdzano
we wszystkich typach AML, a czestos¢ tej zmiany tylko nieznacznie réznita si¢ miedzy
poszczegdlnymi typami [71, 110, 143, 198, 215]. Zaobserwowano, ze odsetek
FLT3-ITD w danym typie AML zmienial si¢ réwniez w obrgbie grup wiekowych
u dorostych [5].

U pacjentki BE (material wtasny), u ktérej stwierdzono obecnos¢ FLT3-ITD
zaobserwowano, ze badany region ré6znit si¢ w stosunku do pozostatych pacjentéw
z opisywang zmiang. Przy zastosowaniu tego samego zestawu starterow do reakcji PCR
stwierdzono, ze ITD u pacjentki BE obejmowato wigkszy obszar genu. Diugosc
produktu PCR (Rycina 23) dla jednego z prazkéw w tym przypadku wynosita okoto
600 pz (prawidtowy produkt PCR to 329 pz), podczas gdy pozostali pacjenci
z FLT3-ITD (Rycina 24) wykazywali obecnos¢ zmiany obejmujacej okoto 50 pz.
Pacjentka BE miata ustalony typ M3 ze stwierdzong translokacjg t(15;17). Zmarta
w pigte] dobie po rozpoznaniu z powodu powiklan (intensywne krwawienia
1 posocznica). W dostepnej literaturze sugeruje si¢, ze dtugos¢ genu objeta zmiang ma
istotne znaczenie dla czasu przezycia [143, 145]. Im wigkszy region objety jest ITD tym
gorsze rokowanie, co moze tlumaczy¢ niekorzystny przebieg choroby
w przedstawionym powyzej przypadku.

W obecnie przedstawianych badaniach ograniczono si¢ do oznaczenia czgstosci
powtérzen tandemowych genu FLT3 u dzieci z AML. Nie analizowano wpltywu
obecnosci wykrytej zmiany na wyniki leczenia, a takze nie sekwencjonowano
otrzymanych prazkéw. Uzyskane pozytywne wyniki (obecnos¢ FLT3-ITD) zgodnie
z obowigzujacymi w PPGLBC kryteriami decydowaly o zakwalifikowaniu pacjenta do
HRG z wyjatkiem typu Mj i bialaczki z zespotem Downa (Tabela 4). Jednakze,
w przypadku obecnosci FLT3-ITD probki powinny zosta¢ poddane sekwencjonowaniu,
aby okresli¢ wielkos¢ obszaru objetego powtérzeniami w celu zbadania znaczenia
rokowniczego obszaru genu objetego zmiang, co powinno by¢ przedmiotem dalszych
badan.

Znaczenie zmian w obrebie genu WT1. Gen WT1 ulega nadekspresji u ponad 70%
(70-90%) przypadkow dzieciecej AML [18, 20, 108, 119, 142, 156, 163]. W zwigzku
z tym prowadzone s3 badania nad wykorzystaniem tego markera do monitorowania
leczenia AML. W niektérych doniesieniach przedstawiono wptyw liczby transkryptu

genu WTI na catkowite przezycie [15, 18, 95, 161, 197, 244].
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Poréwnujac poziom ekspresji genu WT1 w krwi obwodowej przedstawianej
obecnie grupie dzieci z AML z grupg oséb zdrowych, zaobserwowano wyraznie wyzszy
poziom ekspresji tego genu u pacjentéw z biataczka (Wykres 3, Tabela 15). Podobne
r6znice pomiedzy chorymi a zdrowymi przedstawiaja dane zawarte w literaturze [15,
79, 159].

W materiale wtasnym, w chwili rozpoznania AML, u 92,8% stwierdzono

nadekspresje genu WT1 w probce otrzymanej ze szpiku kostnego, co jest zgodne
z danymi przedstawianymi w dostepnej literaturze [18, 20, 108, 119, 142, 156, 163].
U 81,2% pacjentéw poziom ekspresji genu WT1 byt co najmniej o dwa rzedy wielkosci
wyzszy wzgledem kontroli. Poziomy transkryptu genu WT1 oznaczone w krwi
obwodowej pobranej od obecnie analizowanej grupy pacjentow z AML wykazywaty
podobne tendencje do uzyskanych w badaniach szpiku kostnego (Tabela 13).
Poziom ekspresji genu WT1 a cechy zwigzane z pacjentem i z bialaczky.
W badaniach wtasnych nie wykazano réznic miedzy poziomem ekspresji genu WT1
w zaleznosci od pfici 1 wieku dziecka (Wykresy 4-5, Tabela 16). W innych badaniach
stwierdzono nizszg ekspresj¢ tego genu u niemowlat w poréwnaniu do starszych dzieci
[20]. W obecnie analizowanym materiale wykazano, ze najwyzsza ekspresja genu WT1
byla w typie M3 (Wykres 6, Tabela 17 i 18), a najnizsza w Ms. Wedlug danych
literaturowych, w przypadku AML, obserwowano wyraznie wyzszy poziom ekspresji
genu WT1 w typach My-M3, a nizszy w typach M4-M;[163, 168, 227], co wykazano
rowniez w analizach wlasnego materialu. W typie Ms stwierdza si¢ szczegdlnie niski
poziom ekspresji genu WT1 [227].

W materiale wlasnym nie stwierdzono zwigzku pomig¢dzy poziomem ekspresji
genu WTI1 a grupami ryzyka ustalonymi zgodnie z kryteriami stosowanego programu
terapeutycznego (Wykresy 7-8, Tabele 19-20). Inne badania wykazaty brak zwigzku
miedzy ekspresja genu WT1 a cytogenetycznymi grupami ryzyka [20]. W obecnie
przedstawianych badaniach sprawdzono réwniez czy obecnos¢ badanych gendéw
fuzyjnych tj.. AML1-ETO, PML-RARa i CBFB-MYHI11 moze korelowaé¢ z réznym
poziomem ekspresji genu WTI1. Stwierdzono wyzszy poziom ekspresji genu WTI1
u pacjentéw z obecnym genem fuzyjnym CBFB-MYHI11 i PML-RARa w poréwnaniu
do genu AMLI1-ETO (Wykres 9, Tabela 21). Ze wzgledu na niska liczebno$¢ podgrup
pacjentow z CBFB-MYHI11 i PML-RARa nie przeprowadzono szczegétowych analiz
statystycznych. Nieliczne dostepne publikacje przedstawiajace zaleznosci migdzy

ekspresja genu WT1 a rodzajem genu fuzyjnego, wskazuja na obecnos$¢ rdéznic
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w zaleznosci od rodzaju wystepujacych aberracji [120, 163, 237]. Najwyzszy poziom
ekspresji genu WT1 opisywany byt w przypadku fuzji PML-RARa [163], a najnizszy
poziom ekspresji genu WT1 obserwowany byl u pacjentéw ze zmiang AMLI-ETO
[120, 163, 237].

W obecnie przedstawionych badaniach wykazano, ze w grupie dzieci z wyzsza
ekspresja genu WT1 oznaczong przed rozpoczeciem leczenia w probece krwi obwodowej
byla istotnie wyzsza mediana liczby leukocytéw (p=0,037) w poréwnaniu do grupy
z nizszg ekspresja tego genu (Wykres 10, Tabela 22). U pacjentéw z wyzsza ekspresja
genu WTI stwierdzono réwniez wyzszg liczbe blastow w krwi obwodowej (Wykres 11,
Tabela 23), ale réznice pomiedzy porOwnywanymi grupami byly na pograniczu
istotnosci (p= 0,051). Natomiast nie wykazano zwigzku pomiedzy poziomem ekspresji
genu WT1 a odsetkiem blastow stwierdzonym w szpiku kostnym przed rozpoczeciem
leczenia (Wykres 12, Tabela 24). Boublikova i1 wsp. nie stwierdzili zwigzku migedzy
poziomem ekspresji genu WT1 a wstepna liczba leukocytow [20].

Roéznice w poziomie ekspresji genu WT1 w szpiku kostnym i w krwi obwodowej
przed rozpocze¢ciem leczenia oraz w réoznych punktach czasowych terapii. Badajac
poziom ekspresji genu WT1 zaobserwowano, ze jego wartosci réznig si¢ istotnie
w zaleznosci od rodzaju materialu jakim jest szpik i krew obwodowa. Poréwnujac
poziom ekspresji badanego genu dla prébek krwi i szpiku pochodzacych od tych
samych pacjentow stwierdzono wyzszy poziom transkryptu tego genu w szpiku
(Tabela 26). Wazng informacja jest to, ze wartosci ekspresji genu WT1 w krwi
obwodowej w kolejnych punktach leczenia tj. w dniach: 30., 50., 75., 100., 150. 1 >200
miaty wartosci zblizone do wartosci prawidtowych. Srednia warto$¢ mediany dla liczby
transkryptu WT1 w opisywanych punktach czasowych wyniosta 2,69 kopii
(1,4-4,3 kopii). W przypadku szpiku mediana dla poziomu ekspresji WT1 w dniach
30.>200. wynosita srednio 35,48 kopii/10* kopii ABL (22,6-44,4 kopii). Wedtug
danych literaturowych wartosci poziomu genu WT1 w szpiku u oséb zdrowych moga
przyjmowac wartosci 0,73-6,03 kopii na 10* kopii ABL [163]. Inni autorzy uwazajg, ze
stosunek kopii genu WT1 do ABL réwny 1:16 w szpiku jest wartoscig granicznag,
powyzej ktorej poziom ekspresji genu WT1 obserwowany jest tylko w grupie oséb
chorych [162]. Dla leukocytéw krwi obwodowej wartosci prawidlowe liczby
transkryptu WT1 mogg przyjmowac wartosci w zakresie 0-4,9 kopii na 10* kopii ABL
[159, 163]. Uzyskane wtasne wyniki badan sugeruja slusznos¢ badania szpiku,

w trakcie leczenia AML, z uwagi na szybkie obnizenie liczby kopii genu WT1 w krwi
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obwodowej do poziomu obserwowanego w populacji zdrowej, podczas gdy poziom
ekspresji genu WT1 w szpiku utrzymuje si¢ nadal na podwyzszonym poziomie przez
dtuzszy okres czasu.

Ekspresja genu WT1 a odpowiedZ na wstepne leczenie. W badaniu wlasnym
przeanalizowano rowniez wptyw poziomu ekspresji genu WT1 na rodzaj odpowiedzi na
leczenie indukcyjne ocenianej w 15. dniu realizacji programu terapeutycznego
(Wykres 15). W przypadku pacjentéw, u ktérych w szpiku poziom ekspresji genu WT1
byl ponizej wartosci mediany (rzad wielkosci <1, >1 1 >2 wzgledem kontroli), u ponad
96% chorych w dobie 15. odsetek blastow byl nizszy od 5%. Natomiast w grupie
pacjentéw, u ktérych poziom ekspresji WT1 byt powyzej wartosci mediany az w 49%
odsetek komorek blastycznych byl wyzszy od 5% (maksymalnie 70%) (Wykres 15,
Tabela 27). W chwili rozpoznania w obu poréwnywanych grupach nie obserwowano
réznic - odsetek blastow w szpiku byl podobny i wynosit okoto 73% (Wykres 12,
Tabela 24). Odsetek blastow w szpiku kostnym powyzej 5%, stwierdzony w 15. dniu
terapii, stanowi jeden z najbardziej niekorzystnych czynnikow rokowniczych [147, 165,
175]. Obserwacje wlasne wskazuja na niekorzystny wplyw wysokiego poziomu
ekspresji genu WT1 na wstepne wyniki leczenia co zostalo rowniez przedstawione
przez innych autoréw [15, 18, 95, 161].

Poziom genu WT1 a calkowity czas przezycia. Analizujac dlugos¢ przezycia
w badanej obecnie grupie zaobserwowano, ze w ciggu pierwszych 22 miesigcy doszto
do najwigkszego odsetka zgonéw (Wykres 16). Poréwnujac krzywe przezycia dla SRG
1 HRG (Wykres 17) z wykresem przezycia dla calej populacji badanych pacjentéw
stwierdzono, ze gtéwny wptyw na spadek liczebnosci badanej populacji miata wysoka
sSmiertelnos¢ pacjentéw w HRG (Tabela 28). Waznym aspektem bylo sprawdzenie czy
poziom ekspresji genu WT1 wptywa na dtugos¢ przezycia u chorych na AML. Dzieci
z niska lub nieznacznie podwyzszong ekspresja genu WT1 (n=32) uzyskaly wyzszy
odsetek ponad 4-letniego OS niz z wysoka ekspresja (n=31), ale r6znice nie byly istotne
statycznie (Tabela 29). Niektére dane literaturowe potwierdzajg to spostrzezenie [15,
18, 95, 161], ale istnieja prace przedstawiajgce zarowno odmienne wyniki badan [197,
244], jak réwniez wykazujace brak wptywu poziomu ekspresji genu WT1 na OS [82].
Uzyskane w obecnie przedstawianej pracy wyniki badan nie wykazuja wptywu
oznaczonego poziomu ekspresji genu WT1 przed wilaczeniem leczenia na przezycie

pacjentéw z AML.
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Gen WTI1 i wybrane geny fuzyjne jako potencjalne markery monitorowania
minimalnej choroby resztkowej. Monitorowanie minimalnej choroby resztkowej jest
waznym aspektem sprawdzajacym przebieg choroby oraz skutecznos¢ terapii. Pozwala
na szybkie stwierdzenie wczesnej progresji lub nawrotu choroby 1 podjecie
odpowiednich krokéw terapeutycznych. Coraz czesciej rozwaza si¢ mozliwosé
wykorzystanie poziomu ekspresji genu WT1 jako markera w monitorowaniu MRD
u pacjentéw z AML [108, 159, 163, 194]. Trend ten zwigzany jest z wysoka czestoscig
nadekspresji genu WT1 w tej grupie chorych, a zwlaszcza u dzieci [18, 20, 108, 119,
142, 156, 163].

W trakcie prowadzonych badan wiasnych sprawdzono réznice w poziomie
ekspresji genu WT1 w kolejnych punktach terapii. Zaobserwowano istotne réznice
w ekspresji tego genu w trzech poczatkowych punktach czasowych tj.: dzien
rozpoznania (0.), dzien 15. i 30. (Tabele 30-32). W dalszych punktach nie stwierdzono
istotnych zmian, a wartosci poziomu ekspresji byty zblizone do oznaczonych w dniu 30.
W przypadku wznowy choroby stwierdzono wzrost ekspresji genu WT1 do poziomu
obserwowanego w chwili rozpoznania (Wykresy 23-25). Podobne tendencje
zaobserwowano w przypadku oznaczen w krwi obwodowe;.

Poréwnujac przebieg wykresOw poziomu transkryptéw dla badanych genéw
fuzyjnych z poziomem transkryptu dla genu WT1 mozna zauwazy¢ poréwnywalng
kinetyke zmian (Wykresy 23-33). Podobne obserwacje przedstawiono w dost¢pnym
pismiennictwie [34, 161, 227, 237]. Sugeruje to mozliwos¢ wykorzystania genu WT1
jako potencjalnego markera monitorowania MRD. Niektérzy autorzy wskazujga na
wykorzystanie poziomu ekspresji genu WT1 jako markera MRD dopiero wtedy, gdy nie
s3 dostepne inne transkrypty charakterystyczne dla danego typu AML [82]. W biataczce
najbardziej specyficznym markerem jest obecnos¢ charakterystycznej zmiany
dotyczacej zmian kariotypu jak np. gen fuzyjny, ktérego produkt powstaje na drodze
rearanzacji chromosomowej. W przypadku obecnosci genu fuzyjnego, poziom ekspresji
WT1 moze dostarcza¢ dodatkowych informacji o przebiegu leczenia. Oznaczona
wstepnie wysoka ekspresja genu WT1 umozliwia pomiar MRD w kolejnych punktach
terapii (Tabele 30-32).

W  badaniach wlasnych nie przeprowadzono szczegétowych analiz
statystycznych, dotyczacych zmian poziomu ekspresji dla badanych fuzyjnych
transkryptow, tj. genéw: AMLI-ETO, PML-RARa i CBFB-MYHI11, ze wzgledu na

mate liczebnosci grup pacjentéw, u ktérych stwierdzono te zmiany. W obecnie
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przedstawianej pracy, poziom ekspresji 1 monitorowanie MRD za pomoca transkryptéw
fuzyjnych, dla poszczegdlnych pacjentéw, przedstawiono graficznie na wykresach
(Wykresy 23-33). Zamieszczone wykresy przedstawiajg zmian¢ poziomu mRNA
w trakcie terapii. Na podstawie otrzymanych wartosci mozna sledzi¢ poziom komoérek
nowotworowych i skutecznos¢ leczenia indywidualnie, w wybranej grupie pacjentow.
Analiza polimorfizméw wybranych sekwencji zwiazanych z regulacja ekspresji
genu WT1. Wysoka ekspresja genu WT1 u pacjentow z AML wydaje si¢ by¢ zwigzana
ze zmianami w obregbie sekwencji regulatorowych tego genu. W zwiazku z duzym
odsetkiem pacjentéw z nadekspresja genu WT1 w materiale wlasnym, podjeto prébe
analizy wybranych sekwencji tego genu (sekwencja promotora - cze$¢ proksymalna
1 dwie sekwencje wzmacniajgce — intron 3 1 koniec 3’). Wiele badan dotyczacych zmian
genetycznych w obregbie genu WT1, obejmuje czesci kodujace genu a wiec eksony [70,
90, 105, 106, 149, 167, 216, 223, 234]. Do miejsc, w ktérych stwierdzono obecnosc
znaczacych w AML mutacji lub SNP nalezg ekson 7 i ekson 9 [17, 42, 87, 89, 105, 106,
121, 149, 167, 216, 234]. Sekwencje poddane analizie, znajdujace si¢ poza sekwencja
kodujaca genu, wybrano na podstawie wynikow badan innych autoréw [66, 92], ktérzy
wykazali faktyczny zwigzek tych sekwencji z regulacjg ekspresji genu WT1.

W  przeprowadzonych wtasnych badaniach laboratoryjnych wykorzystano
DHPLC, jako technike przesiewowa pozwalajacg na wyodrebnienie 15 grup wzgledem
identycznego przebiegu chromatograméw, indywidualnych dla kazdego z pacjentow.
Dla kazdej z wyodrebnionych grup (ten sam zapis chromatogramu) wybrano losowo
pojedyncze sekwencje reprezentatywne, ktére nastgpnie zostaly poddane
sekwencjonowaniu. Wykryto liczne, opisane juz wczesniej polimorfizmy (Ryciny
29-31, 33-43), ktére znajdujg si¢ w bazie danych ENSEMBL. W przedstawianej
obecnie pracy nie badano korelacji miedzy rodzajem stwierdzonych polimorfizméw
a przynaleznoscig pacjenta do okreslonego typu AML wg klasyfikacji FAB oraz grupy
ryzyka (SRG, HRG) i wynikami leczenia, ale przeanalizowano zwiazek pomiedzy
obecnoscig stwierdzonych znanych SNP genu WTI1 a poziomem ekspresji tego genu.
Nie wykazano jednakze wptywu tych polimorfizméw na poziom ekspresji genu WT1
(p>0,05).

W trakcie analizy sekwencyjnej wybranych odcinkéw genu WTI1 opréocz
znanych juz polimorfizméw wykryto nowe zmiany, dotad nie opisane w dostepnym
pisSmiennictwie. Nalezag do nich: zmiana T/A w pozycji 11:32408629 w obrebie

sekwencji wzmacniajacej na koncu 3’ genu WT1 (Rycina 44) i obecnos¢ insercji A
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w pozycji pomiedzy 11:32457352 a 11:32457351 w sekwencji promotorowej genu

(Rycina 32). Analizy przeprowadzone dla zmiany T/A w pozycji 11:32408629 nie
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PEA3 PAX2 Spl CTCF
AAGCTTGACT GAGTTCTTTC TGCGCITTCC TGAAGTTCCC GCCCTCTTGG

PAX8 AP2 CTCFx2 TCF-1 CF1
AGCCTACCTG CCCCTCCCTC CAAACCACTC TTTTAGATTA ACAACCCCAT

AP2 PAXS
CTCTACTCCC ACCGCATTCG ACCCTGCCCG GACTCACTGC TTAACCTGAAC

F- A‘CV insercja A

WT1
GGACTCTCCA GTGAGACGAG GCTCCCACAC TGGCGAAGGC CAAGAAGGGG
+1

H4TF1 j j

AP4
AGGTGGGGGG AGGGTTGTGC CACCGGCC AGCTGAGAGC GCGTGTTGGG

_l_> CTCF CTCF Spl  CTCF

TTGAAGAGGA GGGTGTCTCC GAGAGGGACG CTCCCTCGGA CCCGCCCTCA

E2A AP4 WT1 CTCF GCF
CCCCAGCTGC GAGGGCGCCC CCAAGGAGCA GCGCGCGCTG CCTGGCCGGG

AP2
CTTGGGCTGC TGAGTGAATG GAGCGGCCGA GCCTCCTGGC TCCTCCTCTT

AP2  GCFx4 CTCF NF-IL6 TCF-1 CTCF
CCCCGCGCCG CCGGCCCCTC TTTATTTGAG CTTTGGGAAG CTGAGGGCAG

E2A AP4 NF-IL6 WT1 TEF-2 AP2
CCAGGCAGCT GGGGTAAGGA GTTCAAGGCA GCGCCCACAC CCGGGGGCTC

WT1 Spl WTix2 CTCFx2
TCCGCAACCC GACCGCCTGT CCGCTCCCCC ACTTCCCGCC CTCCCTCCCA

PuFx3 WT1 AP2
CCTACTCATT CACCCACCCA CCCACCCAGA GCCGGGACGG CAGCCCAGGC

GCF AP2 GCF PEA3 Ets-1 TCF-2a
GCCCGGGCCC CGCCGTCTCC TCGCCGCGAT CCTGGACTTC CTCTTGCTGC

NF-IL6
AG

Rycina 45. Sekwencja czesci proksymalnej promotora poddana analizie sekwencyjnej. Sekwencje CR
(thum. w tekscie) zaznaczono na czerwono. Na zielono zaznaczone nukleotydy GC, miejsce w ktérym
dochodzi do insercji A (thum. w tekscie). Strzatkami zaznaczono miejsca startu transkrypcji (podwdjne
podkredlenia), +1 jako gtéwne miejsce startu. Potencjalne miejsca wiazania czynnikéw transkrypcyjnych
zostaly podkreslone [66].
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wykazaty wptywu jej obecnosci na poziom ekspresji genu WT1 (p>0,05). Interesujacy
jest fakt, ze opisywana zmiana dotyczyla sekwencji scisle zwigzanej z ekspresja genu
(sekwencja wzmacniajgca na koncu 3’ genu WTI) i byla stwierdzona w stosunkowo
duzej (32%) grupie obecnie przedstawianych pacjentéw z AML.

Natomiast insercja A (pozycja pomiedzy 11:32457352 a 11:32457351) dotyczy
regionu niekodujacego czesci promotorowej genu WT1. Badany odcinek promotora
(Rycina 45) wybrano do analizy w niniejszej pracy na podstawie wczesniejszych badan
[66], w ktorych wykazano, ze powyzsza sekwencja posiada zardwno liczne potencjalne
miejsca wigzace czynniki transkrypcyjne, jak réwniez miejsca inicjacji transkrypcji.
Ponadto opisywany fragment o dtugosci ok. 650 pz odgrywa znaczaca role w regulacji
ekspresji genu WT1, wptywajac na podniesienie poziomu transkryptu tego genu [92].
Obecnos¢ insercji A jest tym istotniejsza, iz wystepuje w obrebie sekwencji
potencjalnie rozpoznawanej przez czynnik transkrypcyjny YY1 (dawniej F-ACT1 [66,
125]). Omawiana insercja zostata zidentyfikowana u wszystkich pacjentéw badanych
pod wzgledem obecnych polimorfizméw genu WT1.

Ludzki czynnik transkrypcyjny YY1, znany jako NF-E1 [166], UCRBP [63] i o
[83], jest biatkiem zbudowanym z 414 aminokwaséw i charakteryzuje si¢ wysoka
homologia miedzygatunkowg (okoto 95% podobienstwa na poziomie mRNA) [248].
YY1 wykazuje dziatanie regulatorowe na ekspresj¢ wielu gendw komoérkowych jak
i wirusowych poprzez oddziatywanie z docelowa sekwencja DNA w obrebie
promotoréw tych genéw [203, 207]. Obecnie znanych jest przeszto 1600 miejsc
rozpoznawanych przez czynnik transkrypcyjny YY1 w okoto 2500 promotoréw genéw
kregowcow 1 93 miejsca w promotorach 129 genéw wirusowych [94]. YY1 moze
aktywowa¢ lub hamowac¢ transkrypcje genéw w zaleznosci od wzglednego stezenia
[25], obecnosci innych specyficznych czynnikéw tkankowych [203] czy sekwencji
promotorowych otaczajacych miejsca wigzania dla YY1 [207].

Istnieja modele wyjasniajace potencjalng role YY1 w aktywacji badz
hamowaniu aktywnosci gendéw docelowych. W przypadku aktywacji transkrypcji
oddziatywanie YY1 moze odbywa¢ si¢ na poziomie interakcji z czynnikami
transkrypcyjnymi a nast¢pnie wigzania do DNA [9, 31, 124, 201, 228]. Inny opisany
mechanizm to hamowanie aktywnosci represora i/lub odstoniecie domeny aktywacyjnej
[225]. YY1 moze réwniez aktywowac ekspresje gendw poprzez wiaczenie
koaktywatora, ktéry wywotuje odpowiedz genu docelowego [3, 9, 123, 247, 249].

Ponadto, przytaczenie YY1 do DNA moze powodowal zmiany w strukturze
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chromatyny i tym samym utatwiac¢ przytaczenie innych czynnikéw transkrypcyjnych do

sekwencji docelowych wptywajac na poziom ekspresji genéw [245, 250].

o &
()= (oD

PROMOTOR PROMOTOR
PROMOTOR
C.

aktywator %
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aktvwator YY1 %

PROMOTOR |

Rycina 46. Modele przedstawiajace potencjalne mechanizmy regulacji ekspresji genéw na poziomie
hamowania transkrypcji przez czynnik transkrypcyjny YY1. A) mechanizm kompetycji, w ktérym
sekwencja docelowa aktywatora obejmuje sekwencje rozpoznawana przez YY1, B) mechanizm
blokowania procesu transkrypcji poprzez przytaczenie YY1 ponizej miejsca wigzania aktywatora, C)
hamowanie transkrypcji na poziomie oddziatywania YY1 z aktywatorem — upoSledzenie dziatania
aktywatora, D) oddziatywanie YY1 z korepresorem [75, 203].

Hamowanie procesu transkrypcji przez YY1 moze dotyczy¢ réznych interakcji
opisywanego czynnika w obrgbie promotora genu docelowego. Postulowane sa
mechanizmy, prowadzace do obnizenia poziomu aktywnosci transkrypcyjnej przy

udziale YY1 (Rycina 46). Jeden z nich wskazuje na obecnos¢ sekwencji docelowych
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dla aktywatoréw transkrypcji, ktére pokrywaja si¢ z miejscami rozpoznawanymi przez
YY1. W tym przypadku dochodzi do zajecia opisywanego miejsca przez YY1
(kompetycja), w wyniku czego blokowana jest transkrypcja [24, 125, 155, 160, 203,
233]. Innym przyktadem blokowania transkrypcji poprzez YY1 jest jego przytaczenie
ponizej miejsca wigzania aktywatora transkrypcji (dystalnie, w kierunku 3’). Dzieje si¢
tak w przypadku promotoréw posiadajacych dodatkowe miejsca wigzania YY1. W tej
sytuacji, pomimo obecnosci aktywatora, nie dochodzi do aktywacji genu na poziomie
mRNA [75]. Hamowanie transkrypcji moze zachodzi¢ réwniez na zasadzie
bezposredniego oddziatywania YY1 z aktywatorem procesu. Zakléca to dziatanie
aktywatora i tym samym przebieg procesu aktywacji genu [72]. Innym modelem
hamowania transkrypcji przez YY1 jest jego interakcja z pomocniczym biatkiem
inhibitorowym (korepresor). Korepresor w tym przypadku bezposrednio wptywa na
obnizenie aktywacji transkrypcji badz bierze udzial w przebudowie/kondensacji
chromatyny [72, 225].

Promotor genu WTI jest sekwencja bogata w GC, nie posiada typowego TATA
box, miejsca CCAAT czy innego elementu inicjujgcego [88, 169]. Podobnie do wielu
innych tego typu promotoréw, WT1 posiada liczne miejsca wigzania czynnika Spl [36,
88]. Potencjalne miejsce wigzania YY1 w badanej sekwencji promotora genu WTI
znajduje si¢ powyzej (w kierunku 5°) regionu bogatego w miejsca rozpoznawane przez
czynnik Spl, jak réwniez PAX?2 czy PAXS 1 przed miejscem rozpoczecia transkrypcji
[66]. Region CR (z ang. conserved region) rozpoznawany przez wymienione czynniki
transkrypcyjne obejmuje sekwencje wysoce konserwatywna w sekwencji promotora,
obejmujaca 38 par zasad [44, 45, 49]. Badania dotyczace potencjalnego znaczenia
opisywanych czynnikéw transkrypcyjnych (Spl, PAX2, PAXS) wskazuja, ze wptywaja
one na poziom transkryptu genu WTI1. Dotyczy to réwniez wigzania do regionu CR [36,
44, 45, 49].

Podwyzszong ekspresj¢ genu WT1 stwierdza si¢ w wysokim odsetku pacjentéw
z AML [18, 20, 108, 119, 142, 156, 163]. Obecnos¢ insercji A, w potencjalnym miejscu
wigzania czynnika YY1, moze sugerowaé role tego czynnika w regulacji ekspresji
badanego genu. Zaktadajac, ze regulacja ekspresji genu WT1 zachodzitaby na poziomie
wigzania YY1 do sekwencji promotorowej genu (Rycina 46 B), obecnos¢ opisanej
insercji moze znosi¢ takg zaleznos¢ poprzez uniemozliwienie przytaczenia si¢ czynnika
YY1 do sekwencji docelowej. W takim przypadku nie dochodzitoby do oddzialywania
czynnika YY1 (potencjalnie wplywajacego na regulacje ekspresji genu WT1 poprzez
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hamowanie procesu transkrypcji) z aktywatorami transkrypcji. Transkrypcja mogtaby
zachodzi¢ stale, skutkujagc wysokim poziomem mRNA genu WT1 w komoérkach
nowotworowych.

Stabilnosé RNA. Krew i szpik kostny w zwigzku z obecnoscig komoérek jadrzastych
1 mozliwoscig izolacji RNA, stanowig wazne zrédio pozwalajace okresli¢ profil
ekspresji genowej pacjenta [117, 239]. RNA jest materialem genetycznym podatnym na
dzialanie RNaz, przez co wykazuje nizszg stabilnos¢ od DNA. W zwigzku z tym,
w pracy z RNA nalezy zachowa zar6wno szczegdlnie wysoki poziom czystosci
odczynnikéw, jak réwniez odpowiednio zabezpieczy¢ materiatl biologiczny przed
izolacja. Wazna jest takze temperatura transportu materialu biologicznego, jak réwniez
temperatura 1 warunki przechowywania wyizolowanego RNA [57].

W materiale wlasnym zaobserwowano degradacje RNA w czesci probek
pochodzacych od pacjentéw. Najczestsza przyczyna byto niedostateczne wymieszanie
krwi 1 szpiku z antykoagulantem, jak rowniez transport w temperaturze otoczenia lub
zbyt diugi transport. W przypadku zamrozenia dochodzito do pekania elementow
morfotycznych co uniemozliwialo oddzielenie komorek jadrzastych i izolacje RNA.

Komérki zachowuja swoja zywotnos¢ do 48 godzin od pobrania [57].
Z obserwacji wilasnych wynika, ze transport materialu biologicznego nie powinien
przekracza¢ 48 godzin od jego pobrania. RNA wyizolowane z krwi i szpiku,
otrzymanych w ciagu doby, nie wykazywalo wstepnej degradacji. Na dobrg kondycje
RNA miata réwniez wptyw temperatura podczas transportu, wynoszaca 4-8°C. Znane
sg zestawy do izolacji RNA z krwi lub szpiku kostnego [117, 179]. Wada niestety sa
wysokie koszty. Niektorzy autorzy, w celu podniesienia stabilnosci RNA, sugeruja
usuniecie erytrocytow przed lizg leukocytéw w Trizolu [102] lub uzycie formamidu do
zawieszenia wyizolowanego RNA [32].

Rozwéj wiedzy medycznej 1 doskonalenie technik biotechnologicznych
pozwalaja na doktadne poznanie coraz wigkszej liczby mechanizméw transformacji
nowotworowej. Wyjasnienie natury poszczegdlnych procesOw ontogenezy umozliwia
umieszczenie ich na liscie potencjalnych celéw terapii. W przysztosci planuje si¢
opracowanie nowych sposobéw leczenia dostosowanych do zaburzen molekularnych
w komérce nowotworowej, co poprawi diagnozowanie i zwigkszenie efektywnosci
leczenia nowotworéw, a takze zmniejszy ryzyko powiktan.

Cytogenetyczne i molekularne badania komérek biataczkowych stanowig wazny

element w diagnozowaniu biataczek. Zidentyfikowanie specyficznych dla danego
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podtypu biataczki nieprawidtowosci cytogenetycznych, pozwala na doktadniejsza
diagnoze i lepsza kwalifikacje do grup ryzyka. Biologia AML r6zni si¢ zasadniczo od
patogenezy innych rodzajéw biataczek. W AML czesto dochodzi do powstania biatek
fuzyjnych, kodowanych przez geny powstate wskutek translokacji chromosomowe;.

Obecnie 50-60% dzieci z AML uzyskuje wieloletnie bezobjawowe przezycie
[37, 39, 50, 51, 52, 175, 177]. Lepsze poznanie biologii tej choroby moze w przysztosci
pomé6c w odkryciu nowych czynnikéw pozwalajacych na precyzyjng stratyfikacje do
grup terapeutycznych, jak réwniez zastosowanie odpowiedniej terapii. Prowadzone
badania nad nowymi preparatami leczniczymi dotycza m. in.: modyfikatoréw opornosci
na leki, inhibitoréw proteasoméw, inhibitoréw transdukcji sygnatléw ukierunkowanych
na gen RAS (np. inhibitory transferazy farnezylowej) oraz na kinazy tyrozynowe,
kodowane przez geny FLT3 1 c-kit, czynnikow nasilajagcych apoptoze oraz nowych
sposobow immunoterapii. Prowadzone sg przedkliniczne badania nad szczepionkami
dzialajacymi na gen WTI, geny telomerazy i geny homeotyczne (z ang. homeobox
genes) [62, 74, 114, 128, 202, 241]. Zastosowanie nowych metod leczenia,
dostosowanego nie tylko intensywnoscig do grupy ryzyka, ale takze specyficznoscig do
zmian wystepujacych w danym typie AML oraz unowoczes$nienie terapii
wspomagajacej, moze przyczynic¢ si¢ do zwiekszenia wyleczalnosci oraz zmniejszenia
powiktan terapii 1 poprawy jakosci zycia pacjentow.

Zastosowanie nowych metod leczenia, dostosowanych intensywnoscig nie tylko
do grupy ryzyka, ale takze specyficznoscia do odpowiedniego typu biataczki moze
doprowadzi¢ do dalszej poprawy zaréwno wyleczalnosci, jak 1 zmniejszenia
niepozadanych skutkéw terapii przeciwbiataczkowe;.

Przedstawione w obecnej pracy badania cytogenetyczne i molekularne sg
niezbedne do zakwalifikowania pacjenta do okreslonej grupy ryzyka oraz wyboru
optymalnego leczenia i monitorowania choroby resztkowej. Badanie okreslonych
nieprawidlowosci chromosomalnych stanowi wazny czynnik prognostyczny choroby.
Duplikacja genu FLT3 stanowi jeden znajbardziej niekorzystnych czynnikéw
prognostycznych.

Dalsze badania dotyczace znaczenia poziomu ekspresji, polimorfizméw
imutacji genu WTI1, ze wzgledu na jego specyficzng wielokierunkowa funkcje
w komoérce, moze przyczyni¢ si¢ do lepszego poznania mechanizméw

odpowiadajacych za powstanie 1 progresj¢ AML. Ponadto, ze wzgledu na kluczowa
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role tego genu w proliferacji 1 réznicowaniu komodrek, zahamowanie jego

nieprawidlowej funkcji moze stanowi¢ potencjalny cel terapeutyczny.
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7. Wnioski

1.

W poréwnaniu do danych literaturowych w materiale wtasnym transkrypty
oznaczonych genéw fuzyjnych (AMLI-ETO [13%], PML-RARa [4%],
CBFB-MYHI11 [3%]), duplikacja genu FLT3-ITD [8,7%] i nadekspresja genu WT1
[81,2%] wystepowaty z podobng czestoscia.
W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze:
v’ dzieci z wyzszg liczba kopii genu WT1 miaty istotnie wyzsza liczbe
leukocytow,
v' odsetek blastow w szpiku kostnym oznaczony w 15. dniu leczenia byt
istotnie wyzszy w grupie pacjentéw z wysoka liczbg kopii genu WT1,
v' poziom ekspresji genu WT1 w tym samym punkcie czasowym byt
istotnie wyzszy w szpiku kostnym niz w krwi obwodowe;j.
Dzieci z niska ekspresja genu WTI1 uzyskaly wyzszy odsetek ponad 4-letnich
przezy¢ [78%] niz z wysoka ekspresja tego genu [57%], ale réznice nie byly istotne
statystycznie.
Badania w kolejnych punktach czasowych wykazaly systematyczny spadek
zaréwno transkryptéw gendéw fuzyjnych, jak 1 genu WTI1, co moze by¢
wykorzystane w monitorowaniu MRD u dzieci z AML. Konieczne jest jednak
przeprowadzenie kolejnych badan w celu oznaczenia istotnie statystycznego punktu
czasowego pomiaru MRD 1 jego poziomu, okreslajacego zwigkszone ryzyko
wystgpienia wznowy biataczki.
Analizy dotyczace fragmentéw genu WTI1 odpowiedzialnych za regulacje jego
ekspresji wykazaly obecnos¢ 11 znanych SNP oraz dwoch nowych, nie opisanych
wczesniej zmian. W przypadku stwierdzonych znanych polimorfizméw nie
wykazano wptywu ich obecnosci na poziom ekspresji genu WT1. Nowa zmiana,
insercja A, wystepowata u wszystkich badanych pacjentéw, natomiast zmiana T/A
(32% pacjentéw) nie wykazata wptywu na ekspresje genu WT1.
Przedstawione w literaturze dane dotyczace nieprawidtowosci wystepujacych
w genie WT1 na przebieg AML u dzieci sg niejednoznacze. Dlatego konieczne jest
prowadzenie dalszych badan w celu lepszego zrozumienia roli tego genu
w etiopatogenezie AML, co moze przyczyni¢ si¢ do gltebszego poznania tej choroby
1 wyodrebnienia nowych czynnikéw rokowniczych, a takze do opracowania

innowacyjnych, bardziej specyficznych sposobéw terapii.
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8. Streszczenie

Wprowadzenie. Ostra biataczka szpikowa (AML) stanowi 10-15% zlosliwych
nowotworow ukladu krwiotwoérczego u dzieci. Charakteryzuje si¢ niekontrolowanym
rozrostem niedojrzatych krwinek biatych (innych niz limfocyty) lub erytroblastéw
1 megakarioblastow. Obecnie stosowane metody leczenia pozwalaja na osiggnigcie
okoto 75% wyleczen u wszystkich dzieci z chorobg nowotworowa, ale w AML tylko
50% dzieci uzyskuje wieloletnie bezobjawowe przezycia. Biologia AML r6zni si¢
zasadniczo od biologii innych rodzajow biataczek. W przeprowadzonych badaniach
wlasnych skupiono si¢ nad najczescie] wystepujagcymi zmianami molekularnymi,
stanowigcymi istotny znany juz czynnik rokowniczy (powtérzenia tandemowe ITD
w genie FL'T3) lub potencjalne markery dla oznaczenia minimalnej choroby resztkowe;j
(MRD), takie jak patologiczne transkrypty mRNA powstale w wyniku rearanzacji
chromosomowych tj.: AMLI1-ETO [t(8;21)], PML-RARa [t(15;17)] i CBFB-MYHI11
[invl6]. Szczegdlng uwage zwrécono na zmiany dotyczace nadekspresji
1 polimorfizméw genu WTI.
Pacjenci, material i metody. Do badan wtasnych wtaczono 69 (53,1%) dzieci
(0,2-18,5, mediana 11,2 lat) sposréd 130 znowo rozpoznang pierwotna AML
(w okresie 01.03.2006-31.06.2009 r. w 14 osrodkach Polskiej Pediatrycznej Grupy
ds. Biataczek i Chtoniakéw), od ktérych uzyskano kwalifikujace si¢ do badan
molekularnych prébki szpiku i/lub krwi obwodowej (pobrane co najmniej przed
rozpoczeciem leczenia biataczki) oraz istotne dane kliniczne. Wszyscy chorzy byli
leczeni wg programu AML-BFM INTERIM 2004. Wstepna liczba krwinek biatych
wynosita od 1000 do 573 000/mm> (mediana 29 300), a liczba blastéw w krwi
obwodowej wynosita od 0 do 561 540/mm’ (mediana 11 000). Reprezentowane byly
wszystkie typy AML wg klasyfikacji FAB, a najcze¢sciej stwierdzono typ M, (31,9%).
Do grupy wysokiego (HRG) i1 standardowego ryzyka (SRG) zakwalifikowano
odpowiednio: 25 1 44 pacjentow. Informacje dotyczace wynikéw badan
cytogenetycznych uzyskano o 34 (49,3%) pacjentach, w tym u 30 kariotyp byt
nieprawidlowy. Wsréd wszystkich oznaczonych kariotypéw najczesciej wystepujacymi
zaburzeniami byly: t(8;21) [26,5%], t(15;17) [8,8%], inv(16) [5,9%].

Badania molekularne wykonywano w probkach szpiku 1 krwi w czasie
diagnozowania AML oraz w 6 okreslonych punktach protokotu celem poszukiwania

resztkowych komérek nowotworowych posiadajacych to samo zaburzenie genetyczne.
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Do przeprowadzenia ilosciowej reakcji RT-PCR 1 RQ-PCR 4 transkryptéw genéw
fuzyjnych (AMLI-ETO, CBFB-MYHI11, PML-RARa /podtyp berl i ber3/)
zastosowano protokét opracowany przez Europe Against Cancer Program. Do zbadania
ekspresji genu WT1 zastosowano startery opisane przez Trka i wsp. W probce DNA
przeprowadzano analiz¢ duplikacji genu FLT3 przy pomocy starterow
komplementarnych do regionu JM. Analize¢ polimorfizméw wybranych odcinkéw genu
WT1 wykonano metoda DHPLC i sekwencjonowania.

W celu okreslenia zaleznosci pomiedzy poziomem ekspresji genu WTI

acechami zwigzanymi z pacjentem i biataczka, wykonano badania poréwnawcze,
w ktérych uwzgledniono nastepujace parametry: wiek, pte¢; typ AML, grupa ryzyka,
liczba krwinek bialych oraz liczba blastow w krwi obwodowej i odsetek blastow
w szpiku kostnym przed rozpoczetym leczeniem. W celu oceny znaczenia
prognostycznego nadekspresji genu WTI1 przeprowadzono analizy poréwnawcze
pomiedzy obecnoscig tego markera a wczesng odpowiedzig na leczenie oceniang w 15.
dniu leczenia indukcyjnego (odsetek blastow w szpiku kostnym) i czasem przezycia
catkowitego (OS). Oceniono réwniez stabilnos¢ RNA w dostarczonym materiale (szpik
kostny 1 krew obwodowa). Analizy statystyczne wykonano z uzyciem programu
GraphPad Prism 5. Obserwacje zakonczono 30.11.2010 r.
Wyniki. Wsréd 69 badanych dzieci z AML u 9 (13%) pacjentéw wykryto transkrypt
dla genu fuzyjnego AMLI1-ETO. U 3 (4%) chorych stwierdzono transkrypt dla genu
PML-RARa (podtyp ber3), a u 2 (3%) innych transkrypt genu CBFB-MYHI11. W 6
(8,7%) przypadkach byly obecne powtdrzenia tandemowe (ITD) w genie FLT3.
Duplikacje genu FLT3 najczesciej stwierdzono w typie M3 (60%).

Liczba kopii genu WT1/ 10* kopii genu ABL oznaczona w chwili rozpoznania
AML (punkt 0.) u 45 dzieci w probkach krwi wynosita 0.43-11 513 (mediana 1457,7),
w tym 39 (86,7%) chorych prezentowato nadekspresje tego genu co najmniej o dwa
rzedy wielkosci wzgledem kontroli. Poziom ekspresji genu WT1 we krwi oznaczono
rowniez u 6 zdrowych dorostych ochotnikéw. Stwierdzono istotnie wyzsza (p<0,001)
liczbe kopii genu WT1 we krwi obwodowej w komoérkach u pacjentow z AML
w poréwnaniu do 0séb zdrowych.

U 63 pacjentéow liczba kopii genu WT1/ 10* kopii genu ABL szpiku kostnym
w punkcie 0 wynosita 0.59-37 596 (mediana 2339,1), w tym 50 (81,2%) chorych
prezentowalo nadekspresje tego genu co najmniej o dwa rzedy wielkosci wzgledem

kontroli.
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Nie wykazano réznic w ekspresji genu WT1 w zaleznosci od plci 1 wieku
dziecka. Najwyzszy poziom ekspresji genu WT1 wystepowal w typie M3, najnizszy
w typie Ms. Nie stwierdzono réznic w liczbie kopii genu WT1 oznaczonej we krwi
1 w szpiku kostnym miedzy HRG 1 SRG. Najwyzsza srednig i mediane liczby kopii
genu WTI1 stwierdzono u pacjentéw z genem fuzyjnym CBF-MYHI11 i PML-RARa,
anajnizsza z AMLI-ETO. Dzieci z wigksza liczba kopii genu WT1 oznaczong przed
rozpoczeciem leczenia miaty istotnie wyzsza liczbe leukocytéw (p=0,0365). Srednia
liczba blastow byta wyzsza w grupie pacjentow z wyzsza ekspresja genu WTI, ale
réznice byly na granicy istotnosci statystycznej (p=0,0514). Wykazano, ze S$redni
odsetek blastow w szpiku w chwili rozpoznania AML byl podobny w obu
poréwnywanych grupach, r6znigcych si¢ ekspresja genu WT1.

Wykazano, ze poziom ekspresji genu WT1 w tym samym punkcie czasowym
byt wyzszy w szpiku niz w krwi obwodowe;j. Istotne ré6znice w poziomie ekspresji genu
WTI, dla tych samych pacjentéw, uzyskano w dniach: 0., 15., 30., 75., 100., 150.
1>200. (p odpowiednio: 0,0356, 0,0276, 0,0107, 0,0039, 0,0005, 0,0205 i 0,0425).
Natomiast w dniu 50. r6znica pomigdzy poziomem ekspresji genu WT1 w szpiku
i w krwi byla na granicy istotnosci (p = 0,0772). Odsetek blastéw w szpiku kostnym
oceniany w 15. dniu leczenia byl istotnie wyzszy (p=0,0123) w grupie pacjentéw
z liczbg kopii genu WT1 >2321 w poréwnaniu do grupy z nizszg ekspresja tego genu.

W grupie 69 dzieci objetych badaniem do konca czasu obserwacji zmarto
facznie 24 pacjentéw, w tym 15 z powodu progresji biataczki i1 9 z powodu powiklan we
wczesnym okresie choroby. Ponad 4-letnie OS wynosito 64,9%. W SRG (n=25) ponad
4-letne OS wynosito 79,5%, a w HRG (n=44) 56,6%. R6znice byly istotne statystycznie
(p= 0,04). Dzieci z niska lub nieznacznie podwyzszong ekspresja genu WTI1 uzyskaty
wyzszy odsetek ponad 4-letniego OS (78,1%) niz z wysoka ekspresja (57,1%), ale
réznice nie byty istotne statystycznie.

Stwierdzono istotny spadek liczby transkryptu genu WT1 w prébce pobranej
ze szpiku kostnego w 15. dniu w poréwnaniu do punktu zerowego (p=0,0151), a takze
pomiedzy dniem 0. a dniem 30. (p=0,0038) i migdzy dniem 15. a 30. (p=0,0132).
Natomiast poréwnujac zmiany w poziomie ekspresji genu WT1 w szpiku pomiedzy
dniem 30. i pozostatymi punktami leczenia (50., 75., 100., 150. 1 >200.) nie stwierdzono
istotnych réznic (wartosci p > 0,05). Badania w krwi obwodowej u tych samych
pacjentéw wykazaly istotny spadek liczby kopii genu WT1 miedzy dniem 0. 1 15.
(p=0,0030), a takze miedzy dniem 0. i 30. (p=0,0004). Poréwnujac zmiany w poziomie
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ekspresji genu WT1 w krwi obwodowej pomiedzy dniem 30. i pozostalymi punktami
leczenia (15. 50., 75., 100., 150. i >200.) nie zaobserwowano istotnych réznic. Krzywe
obrazujace zmiany ekspresji genu WT1 i obecnego genu fuzyjnego w przebiegu terapii
wykazywaly podobne tendencje.

Obecnos¢ zmian polimorficznych analizowano u 53 pacjentéw (76,8%
z wszystkich pacjentéw wiaczonych do badan). Po przeanalizowaniu trzech badanych
odcinkéw genu WTI, tj. sekwencji proksymalnego odcinka regionu promotora i dwoch
sekwencji  wzmacniajacych, stwierdzono 11 znanych SNP. Obecnos¢ tych
polimorfizméw nie miata wptywu na poziom ekspresji genu WTI1. Dodatkowo
stwierdzono dwie nowe zmiany w obrgbie 1) sekwencji promotora i 2) sekwencji
wzmacniajgce]j znajdujacej si¢ na koncu 3’. W obrebie badanej sekwencji proksymalnej
promotora genu WTI1, u wszystkich badanych pacjentow z AML, uzyskano obraz
sekwencjonowania wskazujacy na obecnos¢ insercji A mig¢dzy nukleotydami C i G
znajdujacymi si¢ w pozycjach 11:32457352 1 11:32457351 badanego genu. Druga
opisywana zmiana dotyczyta zamiany T/A w pozycji, ktéra wystepowata u 32%
ocenionych pacjentbw 1 nie miala wptywu na poziom ekspresji genu WTI.
W przypadku insercji A jej obecnos¢ dotyczyta sekwencji potencjalnie rozpoznawanej
przez czynnik transkrypcyjny YY1 mogacy bra¢ udziat w regulacji ekspresji genu WTI.

Sposréd 249 przestanych probek ze szpiku kostnego, RNA uleglo degradacji
w 29 (11,6%), najczesciej w materiale pobranym w dniu 15. (23,3%). Sposrod 177
przestanych préobek z krwi obwodowej, RNA uleglto degradacji w 27 (15,3%).
Na degradacje RNA w badanych prébkach miaty wptyw obecnos¢ skrzepéw (34,5%),
dostarczenia materialu w czasie dluzszym niz 48 godzin od pobrania (27,6%) i transport
probek w nieodpowiednich warunkach (37,9%).
Podsumowanie. Lepsze poznanie biologii tej choroby moze w przysztosci pomde
w odkryciu nowych czynnikéw pozwalajacych na bardziej precyzyjng stratyfikacje do
grup terapeutycznych, jak réwniez zastosowanie bardziej specyficznego leczenia.
W celu wyboru odpowiedniej terapii powinny by¢ kontynuowane badania nad
zaburzeniami biorgcymi udzial w ztozonym procesie nowotworzenia oraz nad istotnymi
czynnikami wptywajacymi na przebieg choroby. Okreslone zaburzenia molekularne
mogg rowniez stanowic cel terapeutyczny przez wprowadzenie leczenia hamujacego lub
korygujacego skutki tych nieprawidtowosci.

Chromosomalne nieprawidlowosci 1 zaburzenia genowe, identyfikujace

mieloidalne komorki biataczkowe maja nie tylko diagnostyczng wartos¢, ale coraz
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istotniejsze terapeutyczne implikacje. W poréwnaniu do danych literaturowych
transkrypty badanych 3 genéw fuzyjnych (AMLI1ETO, PML-RARa i CBF-MYHI11),
a takze duplikacja genu FLT3 1 nadekspresja genu WT1 oznaczonych we wlasnym
materiale wystepowaty z podobng czestoscig. U ponad 80% ocenianych pacjentow
w chwili rozpoznania AML stwierdzono wysoka ekspresj¢ genu WTI1. Badania
molekularne w kolejnych punktach czasowych wykazywaly systematyczny spadek
liczby kopii transkryptow genu fuzyjnego i genu WT1, co moze by¢ wykorzystane do
oznaczania choroby resztkowej u pacjentéw z AML. Konieczne jest przeprowadzenie
dalszych badan w celu ustalenia istotnie statystycznego punktu czasowego pomiaru

MRD i jego poziomu, okreslajacego ryzyko wystgpienia wznowy AML.
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9. Abstract

Introduction. Acute Myeloid Leukemia (AML) is associated with 10-15% of all
malignant tumors of the hematopoietic system in children. Its major characteristics
include uncontrolled growth of immature white blood cells (excluding lymphocytes),
erythroblasts and megakaryoblasts. Generally, current treatment strategies lead to
complete remission of the neoplasm in about 75% of cases, though for AML such a
remission is observed only in ~50% of children. One of the reasons for this occurrence
is that AML substantially differs on the molecular level from other types of leukemia.
Experiments and analyses conducted within this study focused mainly on the presence
of the most frequently occurring genetic markers of the disease (Internal Tandem
Duplications, ITD within the FLT3 gene) or potential markers for minimal residual
disease (MRD); these included presence of pathological mRNA transcripts arising from
chromosomal rearrangements (i.e. AMLI-ETO [t(8;21)], PML-RARa [t(15;17)] and
CBFB-MYHI11 [inv16]). Special consideration was given to alterations in the WT1 gene
expression levels and polymorphisms within the WT1 gene.
Patients, materials and methods. Current study included 69 children (53.1%) aged
0.2-18.5 years (median of 11.2 years), selected from the primary AML group (n=130;
admission time: 01.03.2006-31.06.2009; source: 14 Polish Pediatric Centers of
Leukemia and Lymphoma Group). Bone marrow and/or peripheral blood samples were
collected from each subject at least one year before the commencement of the treatment.
All patients were treated according to AML-BFM INTERIM 2004 programme. The
initial white blood cells count was 1,000—573,000/mm3 (median 29,300), and the
peripheral blood blasts number was in the range of 0-561,540/mm” (median 11,000). All
types of AML (according to FAB classification) were represented within the group and
M, was the most common type (31.9%). Population was stratified into high risk group
(HRG; n=25) and standard risk group (SRG; n=44). Cytogenetic data were obtained
from 34 patients (49.3%) and in 30 cases an abnormal karyotype was discovered.
Among all analyzed sampled, the most frequent abnormalities were: t(8;21) [26.5%],
t(15;17) [8.8%], inv(16) [5.9%].

Molecular analysis was conducted on bone marrow and peripheral blood
samples at the time of the AML diagnosis and in further 6 protocol data points, in order
to determine the residual cancer cells presenting similar genetic alteration. Europe

Against Cancer Program protocol was used in RT-PCR and RQ-PCR reactions targeting
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4 fusion transcripts (AMLI1-ETO, CBFB-MYHI11, PML-RARa /subtypes berl and
ber3/). Primers designed by Trka ef al. were used in order to analyze expression of the
WT1 gene. Duplications of FLT3 gene in DNA samples were detected with primers
specific for the JM region. Polymorphisms of selected regions of WT1 gene were
analyzed with DHPLC and sequencing.

To determine correlation between WT1 expression levels and AML occurrence

in children, a comparison study was carried out. Within the study following parameters
were analyzed: age, gender, AML type, risk group, white blood cells count, peripheral
blood blasts count, and proportion of bone marrow blasts prior to the treatment. To
evaluate the prognostic value of WT1 gene expression levels, comparative analysis was
conducted in order to determine the association between expression levels and early
response to the treatment (proportion of blasts in bone marrow on day 15), as well as
overall survival (OS). Further, RNA stability was evaluated (for bone marrow and
peripheral blood samples). Statistical analysis was conducted using GraphPad Prism 5
programme. The study was terminated on 30.11.2010.
Results. Among 69 included AML children, AMLI-ETO fusion gene transcript was
detected in 9 cases (13%). In 3 cases (4%) the PML-RARa gene transcript (subtype
ber3) was identified, and in 2 other cases (3%) the CBF-MYHI11 gene transcript was
detected. ITD of FLT3 gene was detected in 6 individuals (8.7%). This mutation was
the most frequent one for the M3 AML type (60%).

The number of WT1 gene copies (per 10* ABL gene copies) detected at the
moment of AML recognition (time point 0) in blood samples of 45 subjects was
43-11,513 (median 1,457.7), and overexpression of WT1 gene was observed in 39
patients (86.7 %; at least 100 X increase in gene expression, compared to the control).
The level of WT1 gene expression was also assessed in samples from 6 healthy
volunteers. WT1 expression levels were significantly higher (p<0.001) in peripheral
blood cells of AML subjects compared to healthy subjects.

At time point 0, in bone marrow samples derived from 63 AML patients, the
copy number of WT1/10* ABL gene was assessed to be 0.59-37,596 (median 2339.1)
and in 50 (81.2%) cases WT1 transcript levels were more than 100 x higher compared
to the control group.

No significant age or gender related differences in WT1 gene transcript levels

were identified. The highest expression of WT1 gene was observed for the AML M3
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type, whereas the lowest one for the AML Ms type. No differences in WT1 gene
expression were observed between HRG and SRG groups. The highest average and
median of WT1 transcript copy number was noted in patients with CBF-MYHI11 and
PML-RARa« fusion genes, and the lowest one in patients with AMLI-ETO fusion gene.
Children with higher WTI1 gene expression levels, as determined prior to the
commencement of the therapy, had significantly more leukocytes (p=0.0365). The
average number of blasts was higher in the group of patients with higher expression of
WTI1 gene, but these differences were of borderline significance (p=0.0514). It was
observed that the average proportion of blasts in bone marrow at the moment of AML
recognition was similar for both compared groups, which differed in WT1 gene
expression.

Furthermore, data analysis revealed that at certain time point WT1 transcript
levels were higher in bone marrow compared to the peripheral blood cells. Significant
differences in the WT1 gene expression levels for each patient was observed in days: 0,
15, 30, 75, 100, 150 and >200 (p: 0.0356, 0.0276, 0.0107, 0.0039, 0.0005, 0.0205 and
0.0425 respectively). However, on day 50. the difference between expression of gene
WTTI in bone marrow and blood cells was of borderline significance (p = 0.0772). On
day 15 of the treatment course, the proportion of blasts in bone marrow was
substantially higher (p=0.0123) in the group of patients with WT1 gene transcript levels
>2,321 compared to the group characterized by lower WT1 gene expression.

Of 69 children included, 24 died before the end of the study. Cause of death for
15 of them was leukemia progression and for 9 disease complication at early stages. OS
> 4 years was observed for 64.9% of cases. In the SRG (n=25) OS > 4 years was
observed for 79.5% of cases, and in the HRG (n=44) for 56.6% of cases. These
differences were statistically significant (p=0.04). Proportion of patients reaching OS >
4 was higher for children with low or slightly increased WT1 gene expression (78.1%),
compared with children with high WT1 expression (57.1%); observed differences were
not statistically significant.

Vast decrease in WT1 gene transcript number compared to the baseline was
observed for bone marrow samples on day 15 (p=0.0151). Similar relation was observed
for day O vs day 30 and day 15 vs day 30 (p=0.0038 and p=0.0132, respectively).
Nevertheless, analysis of WT1 gene expression levels on day 30. and subsequent time
points (days 50, 75, 100, 150 and >200) revealed no significant differences (p>0.05).

Blood analysis for individual patients showed significant decrease in WT1 transcript
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level between day O and day 15 (p=0.0030), as well as between day O and day 30
(p=0.0004). Comparison of WT1 gene expression levels in peripheral blood on day 30
and other time points of the treatment (15, 50, 75, 100, 150 and >200) revealed no
significant changes. Curves representing changes in expression of WT1 gene and the
fusion gene showed similar tendencies during the treatment.

The presence of single nucleotide polymorphisms (SNPs) was studied in a total
of 53 patients (76.8% of all patients included in the study). After examination of three
regions of WT1 gene that included sequences of proximal part of the promoter region
and two enhancers 11 known SNPs were affirmed. Their presence did not influence
WT1 gene expression. Additionally, two new changes were recognized, one in the
promoter region and the other one in the enhancer element located on the 3’ terminus.
Within the analyzed promoter proximal sequence of WTI1 gene in all of the AML
patients, presence of the adenine insertion between C and G nucleotides at positions
11:32,457,352 and 11:32,457,351 of the analyzed gene was confirmed. The second
described alteration was present in 32% of patients and consisted of T/A change in
position 11:32,408,629; this polymorphism had no effect on WT1 gene expression. Of
interest is that the aforementioned A insertion was located in the promoter region
potentially recognized by YY1 transcription factor. One may assume that such a change
may play an important role in WT1 gene expression.

Among 249 bone marrow samples received, in 29 (11.6%) RNA was degraded.

This applied mostly to the clinical specimens collected on day 15 (23.3%). In 117
peripheral blood samples received, RNA was degraded in 27 (15.3%). Alleged reasons
for RNA degradation included: presence of blood clots (34.5%), delayed material
delivery (>48h; 27.6%) and inappropriate transport conditions (37.9%).
Summary. Better understanding of AML biology may in the future aid in recognition
of new markers that would support appropriate therapeutic group stratification.
Furthermore, it may also improve the decisive process for the choice of treatment.
Nonetheless, further studies are required to determine the influence of aforementioned
alterations on the complex process of carcinogenesis and disease progression. Identified
molecular targets may be also used as treatment targets, supporting the individually
profiled therapy.

Chromosomal malignancies and gene disturbances characteristic for myeloid
leukemia cells are of importance not only for diagnostic purposes, but also constitute

important therapeutic targets. Obtained results showing presence of transcripts of 3
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analyzed fusion genes (AML-1ETO, PML-RARa and CBFB-MYHI11), FLT3-ITD and
WT1 gene overexpression were consistent with ones presented in the literature. In more
than 80% of patients, high expression of WT1 gene was detected at the moment of
AML diagnosis. Subsequent molecular studies revealed a systematic decrease in the
level of fusion gene and WT1 gene expression, which may be useful as diagnostic tool
for MRD monitoring in AML patients. Further research is warranted, as recognition of

time-dependency and MRD levels may support prediction of AML recurrence.
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Wystepowanie antygenéw powierzchniowych w okreslonym typie AML
(str. 14).

Giéwne nieprawidlowosci chromosomalne 1 zaburzenia genowe
w dziecigcej] AML (str. 17).

Rearanzacje chromosomowe i zwigzane z nimi grupy ryzyka (str. 18)
Kryteria klasyfikacji pacjentéw do okreslonej grupy ryzyka wg programu
AML BFM Interim 2004. Program stosowany od 2005 r. w osrodkach
Polskiej Pediatrycznej Grupy ds. Leczenia Bialaczek 1 Chioniakéw
(PPGLBC) (str. 19).

Charakterystyka pacjentéw (str. 29).

Charakterystyka zaburzen chromosomalnych/kariotypu (str. 30).

Sprzet laboratoryjny wykorzystywany podczas doswiadczen (str. 32).
Sktad mieszaniny reakcyjnej PCR dla analizy powtérzen FLT3-ITD
(str. 35).

Sktad mieszaniny reakcyjnej odwrotnej transkrypcji (RT PCR) (str. 38).
Sktad mieszaniny reakcyjnej stosowanej podczas amplifikacji produktéw
dla genéw fuzyjnych 1 genu ABL z zastosowaniem systemu TagMan
(str. 40).

Sktad mieszaniny reakcyjnej stosowanej podczas amplifikacji
produktéw dla genu WT1 i genu ABL z zastosowaniem systemu TagMan
(str. 42).

Sktad mieszaniny reakcyjnej PCR dla amplifikacji badanych odcinkéw
promotora i sekwencji wzmacniajacych genu WTI (str. 47).

Zaburzenia molekularne: wybrane geny fuzyjne 1 inne zmiany
genetyczne oznaczone przed rozpoczeciem leczenia (str. 54).
Wewnetrzna tandemowa duplikacja genu FLT3. Czgstos¢ wystepowania
powtdrzen ITD w badanej grupie dzieci z AML a typy ostrej biataczki
szpikowej (str. 56).

Poréwnanie zdrowej grupy kontrolnej z grupg chorych na AML de novo
w zaleznosci od poziomu ekspresji genu WT1 w krwi obwodowej

(str. 58).
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Tabela 17.
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Tabela 19.

Tabela 20.

Tabela 21.

Tabela 22.

Tabela 23.

Tabela 24.

Tabela 25.

Tabela 26.

Poréwnanie poziomu ekspresji WT1 w zaleznosci od pici pacjenta
w szpiku w chwili rozpoznania (str. 60).

Poziom ekspresji genu WT1 w szpiku w chwili rozpoznania w zaleznosci
od typu AML wg FAB (str. 61).

Poréwnanie poziomu ekspresji WT1 w szpiku w chwili rozpoznania
w zaleznosci od typu AML wg FAB. W tabeli podano wartosci p dla
poréwnywanych podgrup (str. 62).

Por6éwnanie grup pacjentow (SRG, HRG) w zaleznosci od poziomu
ekspresji WT1 w szpiku w chwili rozpoznania (str. 63).

Poréwnanie grup pacjentéw (SRG, HRG) w zaleznosci od poziomu
ekspresji WT1 w krwi obwodowej w chwili rozpoznania (str. 64).
Wartosci uzyskane dla liczby kopii genu WTI1 na 10* kopii genu ABL
wszpiku w zaleznosci od obecnosci transkryptow fuzyjnych
AMLI-ETO, CBFB-MYHI11 i PML-RARa (str. 65).

Por6éwnanie liczby leukocytéow w krwi obwodowej w dwoch grupach
r6znigcych si¢ ekspresja genu WT1 w krwi obwodowej (<1457 kopii
1>1457 kopii na 10* kopii genu ABL) (str. 67).

Poréwnanie liczby blastéw w krwi obwodowej w chwili diagnozy AML
w dwoch grupach pacjentéw réznigcych si¢ poziomem ekspresji genu
WTI1 (<1457 1 >1457 kopii na 10* kopii genu ABL) w dniu 0. (str. 68).
Poréwnanie odsetka blastow w szpiku kostnym w chwili rozpoznania
w dwoéch grupach pacjentéw réznigcych si¢ ekspresja genu WTI
oznaczong w szpiku w dniu 0. (<2321 kopii 1 >2321 kopii na 10* kopii
genu ABL) (str. 69).

Por6éwnanie wartosci ekspresji genu WT1 w szpiku i krwi obwodowe;j
(liczba kopii genu WTI na 10* kopii genu ABL) pochodzacych od
wszystkich ocenianych pacjentéw, od ktérych uzyskano material
w kolejnych wyznaczonych punktach czasowych tj. 0., 15., 30., 50., 75.,
100., 150., >200. (str. 71).

Poréwnanie wartosci ekspresji genu WT1 w szpiku 1 krwi obwodowej
(liczba kopii genu WTI na 10* kopii genu ABL) pochodzacych od tych

samych pacjentow w kolejnych wyznaczonych punktach czasowych

. dni: 0., 15., 30., 50., 75., 100., 150., >200. (str. 72).
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Tabela 27.

Tabela 28.
Tabela 29.

Tabela 30.

Tabela 31.

Tabela 32.

Tabela 33.

Tabela 34.

Poréwnanie odsetka blastéw w szpiku kostnym w 15. dniu leczenia
w dwoéch grupach pacjentéw réznigcych si¢ ekspresja genu WTI
oznaczonego w szpiku w dniu 0. (<2321 kopii i >2321 kopii na 10* kopii
genu ABL) (str. 74).

Przezycie catkowite a grupy ryzyka (SRG i HRG) (str. 76).

Poréwnanie grup pacjentéw z poziomem ekspresji genu WT1 w szpiku
<2339 kopii 1 >2339 kopii na 10* kopii genu ABL (str. 77).

Roéznice w poziomie ekspresji genu WT1 w szpiku pomiedzy dniami O.
1 30., 15.1 30. oraz 0. i 30. dla tych samych pacjentéw (str. 79).

Réznice w poziomie ekspresji genu WT1 w krwi obwodowej pomiedzy
dniami 0. 1 30., 15. 1 30. oraz 0. i 30. dla tych samych pacjentéw (str. 80).
Roéznice w poziomie ekspresji genu WT1 w szpiku i w krwi obwodowe;j
pomiegdzy dniami 0. 1 30., 15. 1 30. oraz 0. i1 30. dla wszystkich prébek
uzyskanych od pacjentéw (str. 82).

Materiat w postaci RNA analizowany w kolejnych punktach terapii
(str. 99).

Przyczyny degradacji/braku RNA w prébkach (str. 100).
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12. Spis wykresow

Wykres 1.

Wykres 2.

Wykres 3.

Wykres 4.

WyKkres S.

Wykres 6.

Wykres 7.

Wykres 8.

Wykres 9.

Wykres 10.

Wykres 11.

Wykres 12.

Wykres 13.

Wykres kolowy przedstawiajacy czestos¢ (%) wystgpowania wybranych
gendéw fuzyjnych w populacji badanej (str. 55).

Wykres kolowy przedstawiajacy % wystepowania powtérzen FLT3-1TD
w populacji badanej (str. 55).

Wykres logarytmiczny przedstawiajgcy poziom ekspresji genu WTI
(liczba kopii genu WT1 na 10* kopii genu ABL) w krwi obwodowej
u ludzi zdrowych i u chorych na AML (str. 57).

Wykres logarytmiczny przedstawiajacy poziom ekspresji genu WTI1
w szpiku w czasie rozpoznania, w zaleznosci od pfci (str. 59).

Wykres logarytmiczny przedstawiajgcy poziom ekspresji genu WTI
w szpiku w zaleznosci od wieku dziecka w chwili rozpoznania choroby
(str. 60).

Wykres logarytmiczny przedstawiajgcy poziom ekspresji genu WTI
w szpiku w zaleznosci od typu AML wg FAB (str. 61).

Wykres logarytmiczny przedstawiajacy poziom ekspresji genu WTI1
w szpiku w czasie rozpoznania, w zaleznosci od grupy ryzyka (str. 63).
Wykres logarytmiczny przedstawiajgcy poziom ekspresji genu WTI
w krwi obwodowej w czasie rozpoznania w zaleznosci od grupy ryzyka
(str. 64).

Wykres logarytmiczny liczby kopii genu WT1 wyrazonej na 10* kopii
genu ABL w AMLI1-ETO,
CBFB-MYHI11 i PML-RARa (str. 65).

szpiku w zaleznosci od obecnosci
Wykres logarytmiczny przedstawiajacy wstepng liczbe leukocytéw
w zaleznosci od poziomu ekspresji genu WT1 w krwi obwodowej
(str. 66).

Wykres przedstawiajacy liczbe blastéw/mm’ w zaleznosci od liczby
kopii genu WT1 w krwi obwodowej w czasie rozpoznania (str. 68).
Wykres przedstawiajacy odsetek komorek blastycznych w zaleznosci od
poziomu ekspresji genu WT1 w szpiku w czasie rozpoznania (str. 69).
Wykres logarytmiczny liczby kopii genu WT1 wyrazonej na 10* kopii
genu ABL w szpiku ikrwi obwodowej w dniu rozpoznania dla

wszystkich prébek uzyskanych od pacjentéw (str. 70).
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Wykres 14.

Wykres 15.

Wykres 16.

Wykres 17.

Wykres 18.

Wykres 19.

Wykres 20.

Wykres 21.

Wykres 22.

Wykres 23.

Wykres 24.

Wykres 25.

Wykres logarytmiczny liczby kopii genu WT1 wyrazonej na 10* kopii
genu ABL w szpiku ikrwi obwodowej w dniu rozpoznania dla tych
samych pacjentow (str. 72).

Wykres logarytmiczny przedstawiajacy odsetek komorek blastycznych
(%) w zaleznosci od poziomu ekspresji genu WT1 w szpiku w dniu 15.
(str. 73).

Krzywa catkowitego przezycia (OS) dla wszystkich badanych dzieci
(str. 75).

Krzywa catkowitego przezycia (OS) dla pacjentéw zakwalifikowanych
do SRG 1 HRG (str. 75).

Krzywa Kaplana-Meiera przedstawiajgca prawdopodobienstwo przezycia
pacjentéw w zaleznosci od wstepnego poziomu ekspresji genu WTI
w szpiku (str. 76).

Wykres logarytmiczny poziomu ekspresji genu WT1 w szpiku i krwi
obwodowej dla tych samych pacjentow, wyrazony w liczbie kopii genu
WT1 na 10* kopii genu ABL w kolejnych punktach leczenia (str. 78).
Wykres logarytmiczny przedstawiajacy poziom ekspresji genu WTI1
w szpiku w dniu 0. i w 15. dniu leczenia, w dniu 15. i 30., w dniu 0.
i w 30. dniu leczenia (str. 79).

Wykres logarytmiczny przedstawiajgcy poziom ekspresji genu WTI
w krwi obwodowej w dniu 0. i w 15. dniu leczenia, w dniu 15. i 30.,
w dniu 0. 1 w 30. dniu leczenia (str. 80).

Wykres logarytmiczny poziomu ekspresji genu WT1 w szpiku i krwi
obwodowej dla wszystkich pacjentéw, w kolejnych etapach leczenia
(str. 81).

Wykres logarytmiczny kopii genu WT1 podczas monitorowania MRD
u pacjenta 1,

AMLI-ETO (str. 82).

u ktérego stwierdzono obecnos¢ genu fuzyjnego
Wykres logarytmiczny kopii genu WT1 podczas monitorowania MRD
u pacjenta 2,

AMLI-ETO (str. 83).

u ktérego stwierdzono obecnos¢ genu fuzyjnego
Wykres logarytmiczny kopii genu WT1 podczas monitorowania MRD

upacjenta 3, u ktérego stwierdzono obecnos¢ genu fuzyjnego

AMLI-ETO (str. 83).
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Wykres 26.

Wykres 27.

Wykres 28.

Wykres 29.

Wykres 30.

Wykres 31.

Wykres 32.

Wykres 33.

Wykres 34.

Wykres 35.

Wykres logarytmiczny kopii genu WT1 podczas monitorowania MRD
upacjenta 4, u ktérego stwierdzono obecnos¢ genu fuzyjnego
AMLI-ETO (str. 84).

Wykres logarytmiczny kopii genu WT1 podczas monitorowania MRD
upacjenta 5, u ktérego stwierdzono obecnos¢ genu fuzyjnego
AMLI1-ETO (str. 84).

Wykres logarytmiczny kopii genu WT1 podczas monitorowania MRD
upacjenta 6, u ktérego stwierdzono obecnos¢ genu fuzyjnego
AMLI1-ETO (str. 85).

Wykres logarytmiczny kopii genu WT1 podczas monitorowania MRD
upacjenta 7, u ktérego stwierdzono obecnos¢ genu fuzyjnego
AMLI1-ETO (str. 85).

Wykres logarytmiczny kopii genu WT1 podczas monitorowania MRD
upacjenta 8, u ktérego stwierdzono obecnos¢ genu fuzyjnego
AMLI1-ETO (str. 86).

Wykres logarytmiczny kopii genu WT1 podczas monitorowania MRD
upacjenta 9, u ktérego stwierdzono obecnos¢ genu fuzyjnego
AMLI1-ETO (str. 86).

Wykres logarytmiczny kopii genu WT1 podczas monitorowania MRD
u pacjenta 10, u ktérego stwierdzono obecnos¢ genu fuzyjnego
PML-RARa (str. 87).

Wykres logarytmiczny kopii genu WT1 podczas monitorowania MRD
upacjenta 11, u ktérego stwierdzono obecnos¢ genu fuzyjnego
CBFB-MYHI11 (str. 87).

Wykres przedstawiajacy rozktad probek RNA uzyskanych ze szpiku
w kolejnych punktach terapii (str. 98).

Wykres przedstawiajacy rozkitad probek RNA wuzyskanych z krwi

obwodowej w kolejnych punktach terapii (str. 98).
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13. Spis rycin

Rycina 1.
Rycina 2.

Rycina 3.

Rycina 4.
Rycina 5.

Rycina 6a.

Rycina 6b.

Rycina 7a.

Rycina 7b.

Rycina 8.
Rycina 9.

Rycina 10.

Rycina 11.

Rycina 12.

Rycina 13.

Rycina 14.

Ogo6lny schemat leczenia AML BFM Interime 2004 (str. 22).

Warunki termiczne reakcji PCR dla analizy powtérzen ITD w genie
FLT3 (str. 36).

Wynik rozdzialu elektroforetycznego dla analizy ITD w genie FLT3
(str. 36).

Warunki termiczne reakcji RT PCR (str. 37).

Warunki termiczne dla reakcji PCR w czasie rzeczywistym dla
wybranych genéw fuzyjnych (str. 41).

Przyktadowa krzywa standardowa dla genu ABL wyliczona na podstawie
poziomu fluorescencji odczytanej podczas reakcji PCR w czasie
rzeczywistym (str. 41).

Przyktadowy poziom fluorescencji dla genu ABL odczytany podczas
reakcji PCR w czasie rzeczywistym (str. 41).

Przyktadowa krzywa standardowa dla genu WT1 wyliczona na podstawie
poziomu fluorescencji odczytanej podczas reakcji PCR w czasie
rzeczywistym (str. 43).

Przyktadowy poziom fluorescencji dla genu WT1 odczytany podczas
reakcji PCR w czasie rzeczywistym (str. 43).

Warunki termiczne reakcji RealTime PCR dla genu WT1 (str. 44).
Rycina przedstawia proksymalny odcinek regionu promotora genu WT1,
ktéry poddano amplifikacji (str. 45).

Rycina przedstawia sekwencje wzmacniajaca w intronie 3 genu WTI1
(str. 46).

Rycina przedstawia sekwencje wzmacniajacg na koncu 3’ genu WTI1
(str. 46).

Warunki termiczne reakcji PCR dla analizy regionéw promotora I i II
genu WT1 (str. 47).

Warunki termiczne reakcji PCR dla analizy regionéw wzmacniajacych -
intron 3 1 koniec 3° genu WT1 (str. 48).

Wynik rozdziatu elektroforetycznego dla fragmentu I promotora genu

WTI, amplifikowanego z zastosowaniem starterow F1-R1 (str. 48).
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Rycina 15.

Rycina 16.

Rycina 17.

Rycina 18.

Rycina 19.

Rycina 20.

Rycina 21.

Rycina 22.

Rycina 23.

Rycina 24.

Rycina 25.

Rycina 26.

Wynik rozdziatu elektroforetycznego dla fragmentu II promotora genu
WTI, amplifikowanego z zastosowaniem starterow F2-R2 (str. 48).

Wynik rozdzialu elektroforetycznego dla fragmentu sekwencji

wzmacniajgcej (intron 3) genu WTI, amplifikowanego z zastosowaniem
starterow F3-R3 (str. 49).
Wynik

rozdziatu elektroforetycznego dla

WTI1,

fragmentu  sekwencji

wzmacniajagce] na koncu 3’ genu amplifikowanego
z zastosowaniem starteréw F4-R4 (str. 49).

Krzywe temperatur przedstawiajace topnienie sekwencji odcinka
I promotora genu WTI1, amplifikowanego z zastosowaniem starterow
F1-R1. Chromatogram przedstawiajacy graficznie sposéb opuszczania
kolumny przez badang sekwencje w zaleznosci od temperatury (str. 50).
Krzywe temperatur przedstawiajace topnienie sekwencji odcinka
II promotora genu WTI1, amplifikowanego z zastosowaniem starterow
F2-R2. Chromatogram przedstawiajacy graficznie sposéb opuszczania
kolumny przez badang sekwencje w zaleznosci od temperatury (str. 51).
Krzywe temperatur przedstawiajace topnienie sekwencji wzmacniajacej
genu WT1 wintronie 3, amplifikowane] z zastosowaniem starterow
F3-R3. Chromatogram przedstawiajacy graficznie sposéb opuszczania
kolumny przez badang sekwencje w zaleznosci od temperatury (str. 52).
Krzywe temperatur przedstawiajace topnienie sekwencji wzmacniajacej
na koncu 3’ genu WTI, amplifikowanej z zastosowaniem starterow
F4-R4. Chromatogram przedstawiajacy graficznie sposéb opuszczania
kolumny przez badang sekwencje w zaleznosci od temperatury (str. 53).
Przyktadowy wynik reakcji sekwencjonowania z zastosowaniem
automatycznego sekwenatora kapilarnego (str. 53).

Obraz elektroforetyczny analizy ITD w genie FLT3. Produkt PCR dla
allelu z duplikacjg o dtugosci okoto 600 pz (str. 56).

Obraz elektroforetyczny analizy ITD w genie FLT3. Typowy obraz
elektroforezy (str. 57).

Chromatogram przedstawiajacy rozdzial amplifikowanego odcinka
promotora 1 genu WTTI (str. 88).

Chromatogram przedstawiajacy rozdzial amplifikowanego odcinka

promotora 2 genu WT1 (str. 88).
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Rycina 27.

Rycina 28.

Rycina 29.

Rycina 30.

Rycina 31.

Rycina 32.

Rycina 33.

Rycina 34.

Rycina 35.

Rycina 36.

Rycina 37.

Rycina 38.

Rycina 39.

Rycina 40.

Rycina 41.

Rycina 42.

Rycina 43.

Chromatogram przedstawiajacy rozdzial amplifikowanego odcinka
sekwencji wzmacniajacej w intronie 3 genu WTT1 (str. 89).
Chromatogram przedstawiajacy rozdzial amplifikowanego odcinka

sekwencji wzmacniajacej na koncu 3’ genu WTI (str. 89).

Wariant: rs72893528 w regionie promotora (para starteréw F1-R1)
(str. 90).
Wariant: 1s2234579 w regionie promotora (para starteréw F1-R1)
(str. 90).
Wariant: 1s2234579 w regionie promotora (para starterow F1-R1)
(str. 90).

Insercja A w pozycji pomiedzy 11: 32457352-11:32457351 w regionie
promotora (para starteréw F1-R1) (str. 91).

Wariant: 1s2234580 w regionie promotora (para starterow F2-R2)
(str. 91).

Wariant: rs5030133 w regionie promotora (para starteréw F2-R2)
(str. 91).

Wariant: rs5030177 w regionie sekwencji wzmacniajacej w intronie 3
(para starterow F3-R3) (str. 92).

Wariant: rs35925541 w regionie sekwencji wzmacniajacej w intronie 3
(para starterow F3-R3) (str. 92).

Wariant: rs5030178 w regionie sekwencji wzmacniajacej w intronie 3
(para starterow F3-R3) (str. 92).

Wariant: rs5030178 w regionie sekwencji wzmacniajgcej w intronie 3
(para starterow F3-R3) (str. 93).

Wariant: rs5030335 w regionie sekwencji wzmacniajacej na koncu 3’
(para starterow F4-R4) (str. 93).

Wariant: rs5030335 w regionie sekwencji wzmacniajgcej na koncu 3’
(para starterow F4-R4) (str. 93).

Wariant: rs5030336 w regionie sekwencji wzmacniajacej na koncu 3’
(para starterow F4-R4) (str. 94).

Wariant: rs5030336 1 rs5030337 w regionie sekwencji wzmacniajacej na
koncu 3’ (para starterow F4-R4) (str. 94).

Wariant: rs5030338 w regionie sekwencji wzmacniajgcej na koncu 3’

(para starterow F4-R4) (str. 94).
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Rycina 44.

Rycina 45.

Rycina 46.

T/A w pozycji 11: 32408629 w regionie sekwencji wzmacniajacej na
koncu 3’ (para starterow F4-R4) (str. 95).

Sekwencja czesci  proksymalnej promotora poddana analizie
sekwencyjnej (str. 110).

Modele przedstawiajace potencjalne mechanizmy regulacji ekspresji
gené6w na poziomie hamowania transkrypcji przez czynnik

transkrypcyjny YY1 (str. 112).
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