GENOMICZNY PROFIL OPORNOSCI NA ANTRACYKLINY W
DZIECIECYCH OSTRYCH BIALACZKACH

Ostre bialaczki (AL), w tym ostra bialaczka limfoblastyczna (ALL) i ostra biataczka
mieloblastyczna (AML) sa najczegstszymi nowotworami wieku dziecigeego. ALL stanowi 80%
zachorowan ponizej 18. roku zycia, natomiast na AML choruje okolo 15% dzieci z AL. W
protokotach chemioterapeutycznych stosuje sig¢ leki antracyklinowe (doksorubicyna,
daunorubicyna, idarubicyna, mitoksantron). Jednym z powazniejszych probleméw leczenia
przeciwbialaczkowego jest zjawisko opornosci na cytostatyki. Technologia mikromacierzowa
umozliwia szczegblowe poznanie mechanizméw odpowiedzialnych za zroZnicowang
odpowiedz na leki na wielu plaszezyznach, w tym genomu oraz transkryptomu.

Celem niniejszej pracy byto wskazanie potencjalnych determinantow braku wrazliwosci na
wybrane antracykliny w kontekscie badan z wykorzystaniem technik mikromacierzowych
(CGH oraz ekspresyinych).

W badaniach uczestniczyli pacjenci pediatryczni ze zdiagnozowana ALL lub AML, od
ktérych pobrano szpik. Z komorek jednojadrzastych materiat do badan izolowano metodami
kolumienkowymi. DNA potrzebne byto do przeprowadzenia ekspervmentéw metoda aCGH,
natomiast RNA do macierzy ekspresyjnych. Proby analizowano pod wzgledem jakosciowym i
ilosciowym, znakowano, poddawano reakcji fragmentacji i oczyszezaniu. Preparaty
hybrydyzowano do odpowiednich macierzy. Wszystkie etapy doswiadczen laboratoryjnych
przeprowadzono zgodnie z protokolami producentéw odczynnikéw. Wyniki uzyskane w
eksperymentach mikromacierzowych z sondami fluorescencyjnymi poddawano szczegotowej
analizie bioinformatycznej oraz statystycznej. Wyniki z analizy mikromacierzowej
zweryfikowano metodg qPCR dla wybranej grupy genéw. Zidentyfikowano charakterystyczne
rearanzacje cytogenetyczne i geny o zréZnicowanym poziomie ekspresji. Przeprowadzono
takze analize ontologiczng.

Na podstawie wynikéw analiz wykazano, Zze podioze opornodci na antracykliny w ostrych
biataczkach pediatrycznych jest zjawiskiem ztozonym. U podstaw lezg nie tylko delecje czy
duplikacje fragmentéw chromosomow, ale réwniez bardziej subtelne zmiany w poziomie
ekspresji wielu genow. Najliczniej reprezentowane byly geny odpowiedzialne za metabolizm
kwaséw nukleinowych, w tym czynniki transkrypcyjne. Ponadto znaczace byly takze geny
regulujagce apoptoze, szlaki sygnalowe integryn i chemokin oraz geny uczestniczgce w

aktywacji limfocytow B i T. Wspomniane zaburzenia mechanizméw wewnatrzkomoérkowych



prowadza gtéwnie do ominigcia apoptozy komorek biataczkowych, ich wzmozonej proliferacji,
zaburzenia adhezji migdzykomorkowej, a takze zahamowania aktywacji limfocytéw B i T.

Analizowane profile cytogenetyczne i ekspresyjne umozliwily identyfikacje nowych
markerdw braku wrazliwosci na antracykliny. Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna
wytypowac nowe cele kolejnych badan naukowych, ktore moga wspoméc efektywnos¢ terapii
przeciwbiataczkowej. Wéréd wskazanych nowych potencjalnych markeréw sg receptory
limfocytow B i T (geny CD), geny odpowiedzialne za wigzanie receptorow (geny S700) i
transport komdrkowy (geny SLC), szlak sygnalizacji komoérkowej (geny DUSP) oraz szlaki
sygnatowe integryn (ITGB2) i kaspaz (geny CASP). Istotne w przelamaniu zjawiska
lekoopornosci na antracykliny wydaja sie réwniez rearanzacje chromosomowe, tj. del5¢35.3-
q32, amp8p11.21-p12 oraz del9p21.3.

Zestawienie danych transkryptomicznych i genomowych uzyskanych przy uzyciu
zaawansowanych technik molekularnych, daje wielowymiarowe spojrzenie na problem
opornosci na leki. Na podstawie wynikéw stwierdzono, ze ekspozycja biataczkowych blastow
na antracykliny inicjuje zlozong odpowiedz komorkows, ktéra jest odzwierciedleniem

globalnych zmian w ekspresji wyzej opisanych biologicznie istotnych gendw.
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