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1. WSTEP

Biataczki sg heterogenng grupa chordéb nowotworowych, stanowiaca okoto 30%
przypadkéw nowotworow wsrod dzieci. Zwykle swoj poczatek majg w szpiku kostnym,
gdzie obserwuje si¢ nieprawidlowo wysoka liczbe biatych krwinek (blastow
biataczkowych) [1]. Pod wzgledem klinicznym wyro6znia si¢ wicle postaci biataczek. W
biataczkach przewleklych dochodzi do gromadzenia si¢ gltownie dojrzatych, lecz
nieprawidlowych leukocytow. Sa one charakterystyczne dla ludzi starszych, ale moga
wystepowa¢ w kazdej grupie wiekowej. Ostre bialaczki wyr6zniaja si¢ szybkim
namnazaniem niedojrzatych (progenitorowych) komoérek krwi, na skutek czego
niemozliwa jest efektywna produkcja zdrowych komorek krwi przez szpik kostny. Ostre
postaci biataczek sa najczestsza formg u dzieci i wymagaja szybkiego podjecia jak
najbardziej skutecznej terapii antynowotworowej [2].

W zaleznosci od linii komérkowej w hematopoezie, wyrdznia si¢ ostra bialaczke
limfoblastyczng (acute lymphoblastic leukemia, ALL) oraz ostrag biataczke
micloblastyczng (acute myeloblastic leukemia, AML). Obecno$¢ rearanzacji
chromosomowych, zmiany w poziomie ekspresji gendw oraz zaburzenia szlakow
komorkowych moga przyczyni¢ si¢ do leukemogenezy, a takze bezposrednio wplywac

na efektywnos$¢ leczenia [3].

1.1.  Czynniki etiologiczne bialaczek

Etiologia biataczek nadal nie jest w pelni poznana. Jednak mozna wyr6zni¢ kilka
czynnikdw, ktére z najwigkszym prawdopodobienstwem wptywaja na proces
leukemogenezy [4]. Naleza do nich:

a) czynniki genetyczne:

- wrodzone zespoly genetyczne: zespdt Downa, zespot Blooma, zespot
Klinefeltera, zespot Turnera, ataksja-teleangiektazja, rodzinna monosomia 7
chromosomu, zespot MonoMAC;

- wrodzone zespoly niewydolnosci szpiku kostnego: anemia Fanconiego,
zespOt Shwachmana-Diamonda, zespot Blackfana-Diamonda, cigzki ztozony
niedobor odpornosci (severe combined immunodeficiency, SCID), zespot
Zinsser-Cole-Engman  (dyskeratosis congenita, DKC), agranolucytoza
Kostmana, agammaglobulinemia sprz¢zona z chromosomem X, wrodzona
maloplytkowos¢  amegakariocytowa  (congenital amegakaryocytic

thrombocytopenia, CAMT), zespot matoptytkowosci 1 aplazji kosci
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b)

f)

1.2.

promieniowej (wrodzona matoptytkowos¢ hipoplastyczna; thrombocytopenia
with absent radii syndrome; TAR);

- wrodzone zespoty spowodowane defektami w genach supresorowych: zespot
Li-Fraumeni, nerwiakowlokniakowatos$¢ typu 1 (zespot Recklinghausena,
NF1), zespot Noonan, zaburzenie podobne do zespotu Noonan (Noonan
syndrome-like disorder);

czynniki $rodowiskowe: ostabiajg kontrole przeciwnowotworowsa, powoduja

transformacj¢ nowotworowg, Np.: promieniowanie jonizujgce, srodki chemiczne,

zmiany $rodowiska (zanieczyszCzenia);

czynniki osobnicze: oslabienie mechanizméw kontrolujacych proliferacje

komorek, ostabienie obrony immunologicznej, zaburzenia szlakow

komorkowych;

poprzedzajace choroby: zespoly mielodysplastyczne (myelodysplastic syndrome,

MDS) mogga przerodzi¢ si¢ w AML;

chemioterapia z powodu innych nowotworow: leki alkilujace i inhibitory

topoizomerazy Il powoduja bialaczki wtdérne, polekowe;

wirusy: obecnie nie ma ostatecznie potwierdzonych dowodow na wirusowa

etiologi¢ biataczek, jednak przypuszczalng rolg¢ przypisuje si¢ gltownie

retrowirusom, np. wirus ludzkiej biataczki z komoérek T (human T-cell

lymphotropic virus, HTLV), rzadziej wirusom DNA, np. wirus Epstein-Barr [4,

5].

Ostra bialaczka limfoblastyczna

Ostra biataczka limfoblastyczna (ALL) stanowi ponad 80% ostrych biataczek u

dzieci. Czgsto$¢ zachorowania szacuje si¢ na 3,9 przypadkow na 100 000 dzieci ponizej
19 roku zycia rocznie. Najwigcej przypadkow obserwuje si¢ miedzy 2. a 5. rokiem zycia
[1]. Zaawansowane techniki diagnostyczne i prognostyczne umozliwily osiggniecie
wyleczalnosci ALL na poziomie 80%. Obecnie 5-letni wspotczynnik przezycia wynosi
okoto 90% [3]. Sukces zostal osiagniety dzigki prawidlowej stratyfikacji pacjentow,
ocenie prawdopodobienstwa choroby resztkowej (jednej z gldwnych przyczyn
niepowodzen terapii) oraz intensyfikacji chemioterapii pacjentdéw z grupy najwyzszego
ryzyka. Mimo tego, nawroty choroby nadal obserwowane sg u 25% chorych dzieci.
Wznowa choroby w ciggu 2 lat od diagnozy zmniejsza szanse na przezycie nawet do 20%

[5]. Zachorowalno$¢ na ostre biataczki czegsciej obserwuje si¢ u chitopcoOw niz u
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dziewczynek. U dzieci wraz z wiekiem maleje, a nastepnie rosnie w wieku dorostym. W
Tabeli 1 przedstawiono rozktad czestosci zachorowan na ostrg biataczke limfoblastyczna
wsrdd chtopcdw i dziewcezynek w latach 2008-2017 w Polsce. Zachorowalno$¢ na ALL

wsrod dzieci jest okoto 5-krotnie wyzsza niz na AML [3].

Tabela 1. Czg¢sto$¢ zachorowania na biataczki limfoblastyczne wérdd chtopcoéw i dziewczynek w latach
2008-2017 na terenie calej Polski [6].

Liczba zachorowan wsréd chlopcow Liczba zachorowan wsréd dziewczynek
° o 5 e Suma ' ° o 5 = Suma '
I & N AN zachorowan A o — AN zachorowan
Y 5 = 2 w danym 5 Y = 2 w danym
i i roku = = roku
2008 rok 56 34 26 14 130 49 30 18 8 105
2009 rok 45 33 25 26 129 46 31 11 9 97
2010 rok 56 33 20 23 132 37 22 10 12 81
2011 rok 51 23 17 21 112 38 23 11 11 83
2012 rok 60 31 14 18 123 36 27 7 12 82
2013 rok 53 20 14 15 112 38 35 10 10 93
2014 rok 44 46 9 11 110 33 18 8 11 70
2015 rok 33 32 15 20 100 51 42 11 11 115
2016 rok 49 42 20 16 127 26 38 7 10 81
2017 rok 35 44 16 15 110 47 28 13 4 92
Suma
zachorowaft | ye) | 335 | 176 | 179 401 | 294 | 106 | 98
w przedziale
wiekowym

ALL wywodzi si¢ z limfoidalnej linii hematopoetycznej. Transformacja
nowotworowa moze dotyczy¢ zardéwno komoérek prekursorowych limfocytow typu B
oraz T. B-ALL stanowi okoto 80% przypadkéw ostrej biataczki limfoblastycznej,
natomiast T-ALL okoto 20% [3]. Leukemogeneza polega na nieprawidtowo$ciach w
procesach regulujacych proliferacje, roznicowanie oraz $mier¢ komoérki. W konsekwencji
dochodzi do klonalnej ekspansji blastow [7]. Zmiany genomowe i transkryptomiczne
mog3a inicjowac sygnaty rozrostowe 1 przezycia oraz prowadzi¢ do supresji roznicowania
lub zwigkszenia samoodnowy. Zaburzenia te mogg wspoOlistnie¢ 1 wpltywaé na
biologiczny oraz kliniczny obraz choroby, w tym na odpowiedZ na terapi¢ 1 przezycie
pacjentow pediatrycznych [1].

Badania morfologiczne, cytochemiczne, immunofenotypowanie, charakterystyka
cytogenetyczna oraz molekularna blastow biataczkowych umozliwiaja precyzyjna
diagnoze ostrych biataczek. Swiatowa Organizacja Zdrowia (World Health Organization,
WHO) w 2016 roku dokonata klasyfikacji ostrej biataczki limfoblastycznej. Wczesniej
(przed 2008 rokiem) stosowana byla klasyfikacja FAB (French—American—British
classification system). Zaroéwno klasyfikacja WHO, jak i FAB nie uwzgledniaja

kryterium wieku [8]. W Tabeli 2 zaprezentowano poréwnanie obu systemow klasyfikacji.
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Tabela 2. Poréwnanie klasyfikacji FAB i WHO dla ostrej biataczki limfoblastycznej [8].

FAB WHO

L1 - typ prolimfocytowy a) biataczki limfoblastyczne z komorek B:
L3 - typ Burkitta NOS)

genetycznymi

- biataczka limfoblastyczna typu B/ chloniak z t (9; 22) (q34,1; q11,2); BCR-ABL1

- biataczka limfoblastyczna typu B/ chloniak z t (v; 11q23.3); przegrupowanie KMT2A
- biataczka limfoblastyczna B/ chtoniak z t (12; 21) (p13,2; q22,1); ETV6-RUNX1

- biataczka limfoblastyczna typu B/ chtoniak z hiperdiploidia

- biataczka limfoblastyczna typu B/ chloniak z hipodiploidia

- biataczka limfoblastyczna typu B / chtoniak z t (5; 14) (q31,1; q32,3) IL3-IGH

- biataczka limfoblastyczna typu B/ chtoniak z t (1; 19) (q23; p13.3); TCF3-PBX1

- jednostka tymczasowa: biataczka limfoblastyczna typu B/ chtoniak, BCR-ABL1-like
- jednostka tymczasowa: biataczka limfoblastyczna B/ chtoniak z iAMP21

b) biataczka / chtoniak limfoblastyczny typu T:
- jednostka tymczasowa: biataczka limfoblastyczna z prekursorowych komorek T

cytotoksycznosci (natural killer, NK)

L2 - typ prolimfoblastyczny | - biataczka / chtoniak limfoblastyczny typu B, nieokreslony inaczej (not otherwise specified,

- biataczka limfoblastyczna typu B/chtoniak z nawracajacymi nieprawidtowo$ciami

- jednostka tymczasowa: biataczka limfoblastyczna / chioniak z komoérek naturalnej

Rearanzacje chromosomowe sa jedna z przyczyn genezy ALL. Szacuje sig, ze okoto
40% przypadkow ostrej biataczki limfoblastycznej zwigzanych jest ze zmianami
genetycznymi [5]. Zalicza si¢ do nich m.in. delecje 1 amplifikacje regionow
chromosomowych, a takze mutacje punktowe w obrgbie konkretnych genéw zwigzanych,
np. z réznicowaniem i rozwojem limfocytow (Tabela 3).

W  zalezno$ci od typu ostrej biataczki limfoblastycznej mozna wyrdznicé
charakterystyczne rearanzacje chromosomowe. W pediatrycznej B-ALL najczestsza
zmiang cytogenetyczng jest wysoka hiperdiploidia (w 25% przypadkow ALL). Zwykle
obserwuje si¢ dodatkowy chromosom X, 4., 6., 10., 14., 17., 18. lub 21., co wigze si¢ z
korzystnym rokowaniem [9]. Dla dzieci pigcioletni czas przezycia bez nawrotu (event-
free survival, EFS) waha si¢ od 80 do 90%, natomiast 5-letni catkowity wspotczynnik
przezycia (overall survival, OS) wynosi ponad 90%. Dla dorostych dane te sa gorsze [5].
Posiadanie dodatkowego chromosomu 4., 6., 10. i 17. wiaze si¢ z lepsza prognoza, niz
wykrycie dodatkowego chormosomu 5. lub izochromosomu 17., 1(17)(q10) [10]. Wysoka
hiperdiploidia moze wspotwystgpowa¢ z mutacjami genow CDKN2A, ETV6, FLT3,
IKZF1, KRAS oraz PAX5 [11]. Ponadto, w ponad potowie przypadkéw hiperdiploidii

obecne sg rowniez mutacje genu CREBBP [1].
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Tabela 3. Genetyczne zmiany wystepujace u dzieci z ALL [1, 12].

Zmiany

Czestotliwos¢

Podtyp genetyczny genetyczne wystepowania Prognoza Komentarz
B-ALL
>53'§§;§£L§fﬁéw - 250 ALL korzystna 5-letni OS 90-95%
24-31 zwigzana z mutacjami TP53,
hipodiploidia chromosomow 50 - delecjami IKZF2 i IKZF3,
<44 chromosomow 32-39 2% ALL niekorzystna mutacjami w obrebie szlakow
chromosomow Ras i PI3K
t(12;21)(p13;922) E}-\éﬁia’\lﬁ()l 20% ALL korzystna -
1(1;19)(023;p13.1) TCF3'§§>)((11) (E2A- 4% ALL posrednia -
t(17;19)(q22;p13) TCF3-HLF <0,5% ALL niekorzystna -
niekorzystna wysoka czestotliwosé
. (niemowleta) wystgpowania u niemowlat
- -6% posrednia 0); zwigzane z nadekspresja
rearanz(?\;l:Jle)(MTZA 5-6% ALL redn (80% . dek .
(pozostate grupy FLT3 oraz zmianami
wiekowe) epigenetycznymi
t(1;11)(921;923) KMT2A-MLLT11 - niekorzystna rzadko wystepujgca zmiana
} wystepuje w 50% przypadkow
(4, q21;q - niekorzystna niemowlat z z
4:11)(q21;023 KMT(iAF SFFI ieki iemowlat z ALL
rearanzacjami KMT2A
} wystepuje w 15% przypadkow
1(9:11)(p22:923) KMT?:F'Q")'—LT?’ - - niemowlat z ALL z
rearanzacjami KMT2A
wystepuje w 5% przypadkoéw
1(10;11)(p12;q23) KMT2A-AF10 - - niemowlat z ALL z
rearanzacjami KMT2A
wystepuje w 20-25%
t(11;19)(q23;p13.3) KMT2A-ENL - - przypadkow niemowlat z ALL z
rearanzacjami KMT2A
1(9;22)(q34;911.2) BCR-ABL1 3-5% ALL niekorzystna zwigzana z delecjg IKZF1
iIAMP21 (intrachromosomal ; r
amplification of chromosome wiele kopii genu 2% ALL niekorzystna -
RUNX1
21)
trisomia 21 chromosomu mCuFt{aLc'j:eZ PJZ ARIIS ) - posrednia -
- 1 0, 5
SR | rowal | o | R e
Philadelphia rearanzacje ABL1, stepuie w 10-20%
chromosome-like ABL2, CSF1R, 5-6% ALL niekorzystna rwyad%féj ALL Phi—loike
(Ph-like) PDGFRB przypadkow
rearanzacje EPOR, o - wystepuje w 10% przypadkow
JAK? 2% ALL niekorzystna ALL Phi-like
. ) o zwigzana z delecjg IKZF1 i
delecja ERG 3% ALL korzystna zmianami w ekspresji CD2
T-ALL
1(10;14)(q24:q11) ﬂ(’ﬁg%ﬁl 5-10% T-ALL korzystna zwigzana z mutacjami PHF6
t(7;19)(q34;p13) fuzje LYL1 10% T-ALL niekorzystna -
Y1:14)(p32,911) fuzje TALL, . . L
t(1;7)(p32;934) LMOL. LMO2 50-60% T-ALL niekorzystna zwigzana z mutacjami PHF6
t(11;14)(p15;q11) '
t(11;14)(p15;q11) TLX3 (HOX11L2) 20-25% T-ALL niejednoznaczna zwigzana z mutacjami PHF6
translokacje 7p15 H C?;CA'%SPL%J; A9 3% T-ALL niekorzystna -
KMT2A-AFF1
rearanzacje KMT2A KMT2A-MLLT1 5% T-ALL korzystna -
PICALM-MLLT10
TRA-MYC zwigzana z aktywacja MYC i
t(8;14)(q24;q11) TRC-MYd 1% T-ALL niekorzystna agresywnym przebiegiem

choroby

ETP ALL (early T-cell
precursor acute

10-15% T-ALL

niekorzystna/

zwigzana ze zmianami w szlaku

lymphoblastic leukemia) posrednia Ras
mutacje NOTCH1 - 50-60% T-ALL Korzystna zwigzane 7 delecjami CDKN2A
i FBXW7
. ) o T ) zwigzana z regulacja aktywnosci
mutacja FBXW7 15% T-ALL NOTCH1
. . . 1E0s T niekorzystna/ zwigzana z nadekspresjg HOX11
t(9;14)(q34;932) NUP214-ABL1 5-15% T-ALL posrednia i HOX11L2
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Rearanzacje w obrgbie genu MLL (myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia,
KMT2A) wystepuja u 5-6% przypadkéw AML, 7-10% ALL oraz 80% niemowlgcych
ostrych biataczek [13]. Gen MLL uczestniczy w procesie hematopoezy i pekni role
regulatora transkrypcji genow homeotycznych z rodziny HOX (homebox). Co ciekawe,
obecnos$¢ rearanzacji MLL pociaga za soba charakterystyczny schemat ekspresji genow,
ktory zostat zidentyfikowany rowniez u pacjentow pediatrycznych. Translokacje MLL
czesto powodujg wezesny nawrot choroby po chemioterapii 1 wigzg si¢ ze ztg prognoza
dla pacjenta. Najczestszymi fuzjami MLL u noworodkéw sg MLL-AF4 (MLL-AFF1),
MLL-ENL (MLL-MLLT1), MLL-AF9 (MLL-MLLT3) [14]. Biatka fuzyjne oddziatujg z
DOTLL (DOTL1 like histone H3K79 methyltransferase) zmieniajac wzor metylacji genow
docelowych dla MLL, tj. HOXAQ. Inhibitory DOTIL sg obiecujacym elementem terapii
u pacjentdow z rearanzacjami MLL [15]. Wykrywane sa réwniez wspotwystepujace
zmiany w obrebie gendw KRAS, NRAS FLT3 oraz NF1 [16].

Translokacja t(12;21)(p13;q22) skutkuje fuzja genéw ETV6 (TEL) oraz RUNX1
(AML1). Wystepuje u okoto 25% chorych dzieci z B-ALL i wiaze si¢ z dobrg prognoza
(EFS 90%) [17]. Prowadzi do aktywacji kinaz oraz reguluje transkrypcje. Gtownym
celem dla ETV6/RUNX1 sg geny uczestniczace w roznicowaniu komorek macierzystych
I hematopoezie. Na podstawie badan sugeruje si¢, ze fuzja ta pojawia si¢ juz podczas
rozwoju zarodkowego i nie jest wystarczajaca do ujawnienia si¢ biataczki [18]. Do
progresji choroby potrzeba zwykle innych, wtornych zmian genetycznych, tj. mutacje
punktowe lub zmiana liczby kopii genéw (copy number variation, CNV) [19]. Obserwuje
si¢ wspotwystepowanie delecji w obrebie genow kodujacych czynniki transkrypcyjne
(PAX5), regulatory cyklu komorkowego (CDKN2A) i apoptozy (BTG1) [20].

Chromosom Philadelphia powstaje w wyniku translokacji miedzy chromosomem 9 i
22. Konsekwencja jest powstanie genu fuzyjnego BCR-ABL1 wystepujacego u 3-5%
dzieci z ALL zwigzanego z niekorzystng prognoza [21]. U dorostych zmiana ta pojawia
si¢ w 25-30% przypadkow. Czgsto jest wspotobecna z delecja genu IKZF1, zwigkszajac
ryzyko nawrotu choroby i opornosci na leczenie [22]. Wzmozona synteza biatka BCR-
ABLI1 wptywa na proces apoptozy oraz interakcje mi¢dzykomodrkowa, hamuje proces
naprawy DNA, co moze prowadzi¢ do przetomu blastycznego, w ktorym wzrasta liczba
blastow. W ALL obserwuje si¢ rowniez zmiany podobne do chromosomu Philadelphia
(Philadelphia chromosome-like, Phi-like), w ktorych nie wystepuje charakterystyczna
fuzja BCR-ABL1 [23]. Moga pojawic si¢ takze fuzje genow IGH-CRLF2 i P2RY8-CRLF2
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oraz rearanzacje w obrebie genéw ABL1, ABL2, CSF1R, PDGFRB, EPOR, JAK2.
Wszystkie te zmiany maja niekorzystny charakter dla pacjenta [24].

W procesie leukemogenezy istotne sg rowniez mutacje genu TCF3 (transcription
factor 3, E2A) kodujacego czynniki transkrypcyjne E12 oraz E47 [25]. W wyniku
rearanzacji chromosomowej t(1;19)(q23;p13) lub jej niezbalansowanej wersji
der(19)t(1;19)(g23;p13) dochodzi do fuzji TCF3-PBX1 (E2A-PBX1), ktora zakloca
dziatanie celow dla TCF3 oraz genéw homeotycznych HOX [26]. Obserwuje si¢
wspotwystepowanie delecji w chromosomach 6., 9. i 13., gdzie zlokalizowane sg geny,
tj]. CDKN2A, PAX5 i RB1. Na skutek rearanzacji chromosomowej t(17;19)(q22;p13)
powstaje fuzyjne biatko TCF3-HLF regulujace geny kontrolujace apoptoze, tj. LMO2
oraz BCL2. Mutacje TCF3-HLF wiaza si¢ z niekorzystnym rokowaniem [27].

Pacjenci ze zdiagnozowanym zespotem Downa (trisomia 21 chromosomu) majg do
20 razy wigksze ryzyko zachorowania na ALL [28]. Do tej pory rola dodatkowego 21
chromosomu w procesie leukemogenezy nie jest w petni poznana. Obserwuje si¢ czestszg
zapadalno$¢ na B-ALL niz T-ALL. Najpowszechniejszg rearanzacja wsrdd pacjentow z
zespotem Downa jest ETV6-RUNX1. Chorzy sa bardziej narazeni na nawroty biataczki 1
obserwuje si¢ wsrod nich wieksza umieralnos¢é. W 50% przypadkow wykrywa si¢ fuzje
P2RY8-CRLF2, ktora razem z mutacjami CRLF2 i JAK2 prowadzg do aktywacji szlaku
JAK-STAT promujac wzrost niezalezny od cytokin [29].

Najczgsciej wystepujacymi zmianami genetycznymi wsrdd pacjentow z T-ALL sa
mutacje NOTCH1 (Notch homolog 1, translocation-associated), ktory jest niezbedny w
procesie hematopoezy oraz reguluje cykl komorkowy, rdéznicowanie i dojrzewanie
limfocytow T [30]. Obserwuje si¢ wyzszy poziom ekspresji u dzieci z T-ALL niz B-ALL.
NOTCHL1 jest kontrolowany przez FBXW?7 (F-box/WD repeat-containing protein 7) —
komponent kompleksu ligazy ubikwityny E3 podczas procesu ubikwitynizacji zaleznej
od fosforylacji i degradacji biatek. Mutacje genu NOTCH1 wystepuja nawet u 60%
chorych na T-ALL i wiazg si¢ z korzystang prognozg, a mutacje genu FBXW7 u 15%
[30].

W ostrych biataczkach gen ABL1 nie tworzy fuzji tylko z genem BCR, ale rowniez z
NUP214 (nucleoporin 214). Episomalne amplifikacje NUP214-ABL1 sa czgsto
obserwowane w blastach bialaczkowych 1 r6znig si¢ iloscig u pacjentow od 5 do 50 kopii
[31]. Fuzja NUP214-ABL1 wystepuje u 5-15% pacjentow z T-ALL i wiaze si¢ Z wysokim
ryzykiem choroby biataczkowej. Rozwdj ostrej biataczki moze mie¢ podloze w

wystepowaniu  NUP214-ABL1 ze wzgledu na zwigkszong aktywno$¢ kinazy
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tyrozynowej, w zwigzku z tym ukierunkowana terapia inhibitorami dla tego enzymu
moze by¢ skuteczna [32].

Waznym elementem w rozwoju ostrych biataczek sg mutacje genow TLX1 (T-cell
leukemia homeobox 1) i TLX3 (T-cell leukemia homeobox 3) oraz zmiany w poziomie ich
ekspresji. Nalezg one do grupy represorow transkrypcji. TLX1 ulega nadekspresji w 5-
10% przypadkow dziecigcych i 30% dorostych T-ALL. TLX3 ulega nadekspresji w
wyniku translokacji w 25% pediatrycznych przypadkow T-ALL oraz w 5-10% dorostych
[33].

Jednym z bardziej agresywnych typow ostrej biataczki limfoblastycznej jest ETP
ALL (early T-cell pecursor acute lymphoblastic leukemia), ktéra wigze si¢ z wysokim
ryzykiem [34]. Szacuje si¢, ze wystepuje u 15% chorych na ALL. Podloze genetyczne
ETP ALL jest do tej pory bardzo stabo poznane. Podejrzewa si¢, ze charakteryzuje si¢
ono zmianami w szlaku sygnalizacyjnym Ras (NRAS, KRAS, FLT3, JAK3, BRAF),
regulacji receptoréw cytokin, receptorow czynnikoOw wzrostu oraz zaburzeniami w
epigenetycznej regulacji ekspresji genow [35]. ETP ALL wykazuje rowniez wysoka
czestos¢ mutacji w onkogenach i supresorach charakterystycznych dla AML oraz rzadsze

wystegpowanie mutacji w sygnalizacji z udziatem NOTCH1 i CDKN2A/B [35].

1.3.  Ostra bialaczka mieloblastyczna

Ostra biataczka mieloblastyczna stanowi okolo 15-20% przypadkéw ostrych
bialaczek u pacjentow pediatrycznych. Czesto$¢ wystgpowania ostrej biataczki szpikowe;j
u niemowlat ponizej 1 roku zycia szacuje si¢ na 1,5 przypadku na 100 000 dzieci ponizej
19 roku zycia rocznie. U dzieci do 4 roku zycia czestos¢ zachorowan utrzymuje si¢ na
poziomie 0,9 przypadku na 100 000 dzieci ponizej 19 roku zycia, natomiast w wieku 5-9
lat 0,4 przypadku na 100 000 dzieci ponizej 19 roku zycia. Wiecej przypadkow AML
wykrywa si¢ u chtopcow niz u dziewczynek [4]. W ostatnich kilku dekadach,
wspoétczynnik przezycia dla pacjentow z AML jest na poziomie 60%. Niestety nadal
ponad 30% pacjentéw pediatrycznych zmaga si¢ z nawrotem choroby. Obecnie 5-letni
wspolczynnik przezycia wynosi 25% [36]. Nadal niesatysfakcjonujace wyniki
efektywnosci leczenia prowadza do zwigkszenia intensywnos$ci cytotoksycznej terapii,
podkreslajac  jednoczes$nie potrzebe opracowywania nowych ukierunkowanych
protokotow przeciwbiataczkowych [37]. W Tabeli 4 przedstawiono rozktad czestosci
zachorowan na ostrg biataczke mieloblastyczng wérdd chtopcow i dziewczynek w latach
2008-2017 w Polsce.
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Tabela 4. Czesto$¢ zachorowania na biataczki mieloblastyczne wérod chtopcow i dziewczynek w latach
2008-2017 na terenie calej Polski [6].

Liczba zachorowan wsrod chlopcow Liczba zachorowan ws$rod dziewczynek
ola|S| & , ola|s|& ,
IE QE 'E ;,3 Suma zachorowan w Ii 53 'E IB Suma zachorowan w
g |= 5| = danym roku T = 5= danym roku
2008 rok 9217111 29 6 | 41212 24
2009 rok 151 7| 6 | 16 44 101367 26
2010 rok 1117 19| 14 41 513]18]|7 23
2011 rok 8|6 |5 ]| 12 31 71412110 23
2012 rok 6 | 61917 38 1112 |5 |11 29
2013 rok 71315 6 21 713]5]11 26
2014 rok 10] 6| 2| 12 30 131 4] 5] 3 25
2015 rok 51714 4 20 6 |2 ]5]|4 17
2016 rok 41416 8 22 8|4]141]6 22
2017 rok 6 |4]5 7 22 10] 1] 3]6 20
Suma
zachorowall w | g9 | 55 | 5g | 107 83|30 45|77
przedziale
wiekowym

AML wywodzi si¢ z mieloidalnej linii hematopoetycznej. Gtéwna przyczyna
leukemogenezy nadal nie jest poznana. Dziecigca posta¢ AML zwykle powstaje de novo,
w przeciwienstwie do dorostych, u ktérych AML moze wywodzi¢ si¢ z zespotow
mielodysplastycznych [38]. W tradycyjnym badaniu Kariotypu okoto 20-25%
pediatrycznych przypadkéw AML jest prawidtowych pod wzgledem cytogenetycznym.
Wsrod nich 70% pacjentow jest nosicielami zmian genetycznych wykrywalnych tylko za
pomocg zaawansowanych narzedzi biologii molekularnej [37].

Swiatowa Organizacja Zdrowia po raz pierwszy w 2008 roku sklasyfikowata ostra
biataczke mieloblastyczng. Wczesniej powszechnie stosowano system FAB. Glowna
roznica w klasyfikacji ostrej biataczki mieloblastyczne; wedtug WHO 1 FAB jest
obnizona warto$¢ blastozy do 20% (WHO) z wcze$niejszych 30% (FAB) [39]. W Tabeli

5 zaprezentowano porownanie obu systemow klasyfikacji dla AML.

17



Tabela 5. Poréwnanie klasyfikacji FAB i WHO dla ostrej biataczki mieloblastycznej [8, 40].

FAB

WHO

MO - AML minimalnie zr6znicowana
(5%)

M1 - AML bez dojrzewania (20%)

M2 - AML z dojrzewaniem (30%)

M3 - hipergranularna ostra biataczka
promielocytowa (10%)

M4 - AML mielomonocytowa (20%)

M5 - ostra biataczka monocytowa
(10%)

M6 - erytroleukemia (4%)

M7 - ostra biataczka
megakarioblastyczna (1%)

Ostra

biataczka szpikowa z definiujacymi

nieprawidtowos$ciami genetycznymi:

ostra bialaczka promielocytowa z fuzja
PML::RARA

ostra biataczka szpikowa z fuzja
RUNX1::RUNX1T1

ostra biataczka szpikowa z fuzja CBFB::MYH11
ostra biataczka szpikowa z fuzjag DEK::NUP214
ostra biataczka szpikowa z fuzja RBM15::MRTFA
ostra biataczka szpikowa z fuzja BCR::ABL1
ostra biataczka szpikowa z mutacja KMT2A
ostra biataczka szpikowa z mutacja MECOM
ostra biataczka szpikowa z mutacja NUP98
ostra biataczka szpikowa z mutacja NPM1

ostra biataczka szpikowa z mutacja CEBPA
ostra bialaczka szpikowa zwiazana z
mielodysplazja

ostra biataczka szpikowa z innymi okre$lonymi
zmianami genetycznymi

Ostra biataczka szpikowa, okreslona przez zréznicowanie:

ostra biataczka szpikowa z minimalnym
zrdznicowaniem

ostra biataczka szpikowa bez dojrzewania
ostra biataczka szpikowa z dojrzewaniem
ostra biataczka bazofilowa

ostra biataczka mielomonocytowa

ostra biataczka monocytowa

ostra biataczka erytroidalna

ostra bialaczka megakaryoblastyczna

W nawiasach dla FAB podana jest czestotliwo$¢ wystepowania poszczegdlnych podtypow AML.

W praktyce Klinicznej pacjenci moga by¢ przypisani do konkretnych grup

prognostycznych uwzgledniajac wykryte rearanzacje genetyczne jeszcze przed

rozpoczgciem leczenia. Pacjenci mogg by¢ podzieleni na rdzne typy cytogenetyczne

(korzystny, posredni, niekorzystny) biorac pod uwage odpowiedz na leczenie indukcyjne,

ryzyko nawrotu choroby oraz OS [41]. W Tabeli 6 przedstawiono klasyfikacj¢ aberracji

genetycznych przypisanych do poszczegdlnych grup ryzyka wystepujacych u

dziecigcych pacjentéw z ostrg biataczkg mieloblastyczna.
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Tabela 6. Stratyfikacja ryzyka wedlug zmian genetycznych u pacjentdéw z AML [40, 41].

Prognoza Zmiany cytogenetyczne i molekularne

korzystna t(8;21)(922;922.1); RUNX1-RUNX1T1
inv(16)(p13.1g22) lub t(16;16)(p13.1;922); CBFB-MYH11
zmutowany NPM1 bez FLT3-ITD lub z FLT3-ITD 'ow = stosunek alleli < 0,5
bialleliczna mutacja CEBPA

posrednia zmutowany NPM1 i FLT3-TDhigh = stosunekalleli > 0,5

NPM1 typu dzikiego bez FLT3-1TD lub z FLT3-ITD'"" (bez
niekorzystnych zmian genetycznych)

t(9;11)(p21.3;923.3); MLLT3-KMT2A

nieprawidlowosci cytogenetyczne niesklasyfikowane jako korzystne lub
niekorzystne

niekorzystna

t(6;9)(p23;934.1); DEK-NUP214
t(v;11923.3); rearanzacja KMT2A
t(9;22)(g34.1;g911.2); BCR-ABL1
inv(3)(q21.3926.2) lub t(3;3)(g21.3;926.2); GATA2, MECOM(EVI1)
-5 lub del(5q); -7; -17/abn(17p)
dziki NPM1 i FLT3-ITD
zmutowany RUNX1

zmutowany ASXL1

zmutowany TP53

del(7q)

del(9q)

inv(3); t(3;3) RPN1-EVI1

Zmiany genetyczne u dzieci 1 dorostych z AML czeSciowo sg podobne, jednak

zdecydowanie rozni si¢ ich udziat procentowy (Rycina 1) oraz znaczenie prognostyczne.

Aberracje genetyczne wystepujace u pacjentow pediatrycznych z AML mozna podzieli¢

na dwa typy, ktore zaprezentowane sg na Rycinie 2. Pierwszy rodzaj zwigzany jest ze

zwigkszong proliferacjg komorek (np.: RAS, FLT3-ITD, cKIT), natomiast drugi powoduje

zahamowanie dojrzewania komorek (np.: MLL, NMP1, CEBPA). Najczgstszymi

cytogenetycznymi nieprawidtowosciami II typu sg 1(8;21)(q22;922), inv(16)(p13.1922),

t(15;17)(922;921) oraz 11q23/MLL, ktore razem stanowiag okoto potowe pediatrycznych

przypadkow AML. U dorostych sa one znacznie rzadsze. Translokacje prowadzg gtownie

do zaburzen dziatania czynnikow transkrypcyjnych zaangazowanych w proces

hematopoezy oraz deregulacji ekspresji genow [42].
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RUNX1740% | MLL-PTD "25% KIT "25% NRAS "20%

ASXL1720% | DNMT3A 20% Nieskiasykowane FLISATDI35% Cohesin® ~20%| ASXL2 "20%
SRSF2720% | STAG2°15% | 1pHZ"™ 1% 1(15;17)(q22;q21); PML-RARA | LT TKD 15% 2ZBTB7A 20% | ASXL1~10%
NRAS "15% | FLT3ITD “15% | [ DNMT34 “70%| 13% WT1715% EZH2°5% | KOM6A "5%

TET2715% BCOR "10% MGA "5% DHX1575%

U2AF1710% | PHF610%

1(8;21)(q22;q22.1); RUNX1-RUNX1T1
ZRSA2°5% | SF3B1710% 7% NRAS "40%
EZH25% KIT 35%
_ inv(16)(p13.1q22);° CBFB-MYH11 FLT3TKD 20%
Chromatyna-spliceosom 5%
13% KRAS 15%
t(v;11q23.3); X-KMT2A KRAS "20%
Mutacje TP53 - 4% NRAS "20%
aneuploidie
10% 1(9;22)(q34.1;q11.2); BCR-ABL11% FLT3-ITD "70%
1(6;9)(p23;q34.1); DEK-NUP214 1% KRAS "20%

1(5;11)(q35.2;p15.4); NUP98-NSD11% FLT3-ITD "85%

biCEBPA mutant 4% "
inv(3)(q21.3q26.2);" GATA2, MECOM 1%

GATA2730%
= Inne rzadkie fuzje 1%
NEAS 0% e T NRAS30% | KRAS 15%
WT1°20% 1(3;5)(925.1;935.1); NPM1-MLF1 PTPN11-20% | SF3B1-20%
CSF3R 20% 1(8;16)(p11.2;p13.3); KAT6A-CREBBP GATAZ15% | ETVe-15%
Mutacje NPM1 30% 1(16;21)(p11.2,q22.2); FUS-ERG PHF6 15% | RUNX1 -10%
1(10;11)(p12.3:914.2); PICALM-MLLT10 BCOR-10% | ASXLT-10%
DNMT3A “50%| FLT3-ITD “40% | Cohesin® "20% | NRAS "20% W7:11)(p15.4:p15.2); NUP98-HOXA9 S
A
IDH1°15% | IDH2™'® ~15% | PTPN11°15% | TET2715% 1(3,21)(q26.2;,q22); RUNX1-MECOM

Rycina 1. Status cytogenetyczny i mutacyjny réznych genéw zwiazanych z oporno$cig i powodzeniem
protokotu chemioterapii u dorostych pacjentéw z AML [43], zmodyfikowano.

Na podstawie badan, sugeruje si¢ FLT3 (FMS-like tyrosine kinase 3) jako bardzo
wazny cel w terapii ostrych dziecigcych biataczek. Mutacje tego genu sa jednymi z
najczesciej wystepujacych zmian genetycznych w AML oraz majg istotne zastosowanie
kliniczne w grupie wysokiego ryzyka dziecigcej AML i ALL [44]. FLT3 uczestniczy w
regulacji szlakéw sygnalizacyjnych, tj. Ras, PI3K. Poprzez oddziatywanie z waznymi
genami, tj. STAT5, MAPK i ERK1/2, zwigksza proliferacje komorek, hamuje ich apoptoze
i r6znicowanie [45]. Wzmozong ekspresj¢ FLT3 obserwuje si¢ w wiekszosci AML,
jednak nie jest dla niej charakterystyczna, albowiem nadekspresja FLT3 wykrywana jest
takze w ALL, chociaz w mniejszym stopniu. Wyrdznia si¢ dwie podstawowe grupy
mutacji aktywujacych FLT3. Naleza do nich wewnatrztandemowe duplikacje (internal
tandem duplications, ITD) i mutacje punktowe w domenie kinazy tyrozynowej (tyrosine
kinase domain, TKD) [46]. Sugeruje si¢, ze ITD moga powstawa¢ w wyniku btedow
podczas replikacji DNA. Réznig si¢ dtugos$cia i lokalizacja. Zwykle pojawia si¢ replikaty
trojnukleotydowe. Zmiany FLT3-ITD wykrywane sa w 16% pediatrycznych przypadkow
AML i wiaza si¢ z wyzsza liczba biatych krwinek, starszym wiekiem oraz gorsza
przezywalnoscia [47]. Zmiany TKD sa znacznie rzadsze (1%) i maja mniejsze znaczenie
kliniczne niz ITD. Szacuje si¢, ze nawet u 35% dzieci chorych na ostra biataczke
mieloblastyczng z FLT3-TKD wspotwystepuje rearanzacja w obrgbie genu MLL [44, 48].

Kolejnym waznym czynnikiem w AML jest biatko opiekuncze NPM1 (chaperon

protein). Odgrywa ono kluczowsg role w stabilizacji genomu, progresji cyklu
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komorkowego i apoptozy [49]. Mutacje NMP1 wystepuja w 30% przypadkow AML
wsérod dorostych, natomiast u dzieci sg znacznie rzadsze. Obserwuje si¢
wspotwystepowanie zmian FLT3-1TD. Pacjenci z mutacjami NMP1 majg 2-krotnie
wiekszg szanse¢ na osiggnigcie catkowitej remisji niz pacjenci bez mutacji. Detekcja
mutacji NPM1 jest wykorzystywana w predykcji i monitorowaniu choroby resztkowej
[50].

Gen WT1 (Wilms tumor 1) koduje czynnik transkrypcyjny. W zalezno$ci od
poziomu ekspresji, izoformy oraz przestrzeni komoérkowej, w ktorej wystepuje, moze
dziata¢ jako aktywator badz inhibitor transkrypcji [51]. Zwigkszona ekspresja genu WT1
jest zwigzana z korzystng prognoza dla pacjentéw pediatrycznych z AML. Na podstawie
badan mozna wskaza¢, ze mutacje WT1 (gtownie w 7 1 9 egzonie) wigza si¢ z krotszym
OS i EFS oraz z wigkszym ryzykiem nawrotu biataczki [52].

Receptor kinazy tyrozynowej cKIT odgrywa istotng role w hematopoezie. Na
podstawie badania mozna wskaza¢, ze mutacje genu CKIT sg skorelowane z wickszym
ryzykiem nawrotu biataczki oraz krotszym przezyciem [53]. Mutacje cKIT sg typowane
jako negatywny czynnik prognostyczny u pacjentéw z translokacja t(8;21) oraz wigza si¢

z opornoscig na chemioterapi¢ i zwigkszonym ryzykiem nawrotu choroby [54].

TYP I TYP 11
FLT3-TKD 1 1% t(7;12) B 2%
PTPN11 B 2% CEBPA B 3%
WTL1/RAS B 2% NMP1 B8 5%
WTL/FLT3-ITD. 8 4%

t(15;17) B 5%

WT1 B 4% .
CKIT 9% inv(16) B 9%
FLT3-ITD s 16% t(8;21) W 11%
RAS W 18% rearanzacje MLL NN 24%
inne T 44% inne I 41%
0% 10% 20% 30% 40% 50% 0% 10% 20% 30% 40% 50%

Rycina 2. Czesto$¢ wystepowania zmian genetycznych typu I i typu II w dzieciecej AML [36, 37, 55].

1.4. Leczenie ostrej bialaczki limfoblastycznej

Pacjentow, u ktorych stwierdzono ALL, zwykle leczy si¢ protokotem ztozonym z
kilku etapow. Pierwszym z nich jest faza indukcji remisji, ktorej celem jest zmniejszenie
liczebnosci komoérek nowotworowych tak, aby w szpiku pozostato ich mniej niz 5%.
Wprowadza si¢ profilaktyczng ochrong osrodkowego uktadu nerwowego, ktora moze by¢
osiggnigta poprzez naswietlanie, kombinacj¢ cytarabiny i metotreksatu lub podawanie

liposomowej cytarabiny. U pacjentow z chromosomem Philadelphia intensywnos$¢

21



poczatkowej fazy terapii moze by¢ mniejsza niz tradycyjnie. Kolejnym etapem protokotu
leczenia jest faza konsolidacji, ktorej celem jest dalsze zmniejszanie liczby blastow
biataczkowych (w tym opornych na terapeutyki). Leczenie ulega intensyfikacji poprzez
podawanie wielolekowej chemioterapii. Po stwierdzeniu zaj¢cia o$rodkowego uktadu
nerwowego moze by¢ konieczne dokanatowe podawanie lekéw (tj. metotreksat i
cytarabina) oraz naswietlanie. Leczenie podtrzymujace remisj¢ ma na celu zniszczenie
ewentualnej reszty komorek nowotworowych, ktore nie zostaly zlikwidowane w
poprzednich etapach terapii. Niepowodzenie leczenia podtrzymujgcego moze objawic si¢
nawrotem choroby. Dlugos¢ leczenia pokonsolidacyjnego moze trwa¢ od 2 do 3 Iat.
Najczestszym wskazaniem do przeszczepu krwiotworczych komorek macierzystych jest
nawrot ALL. W pierwszej remisji stosowany jest przeszczep autogeniczny u chorych z
grupy wysokiego ryzyka i przeszczep allogeniczny u chorych z bardzo wysokim
ryzykiem, w kolejnych remisjach wykonywane jest przeszczepienie allogeniczne [53,
56].

W Polsce jednym z najczgéciej stosowanych protokotow leczenia ALL od
pazdziernika 2018 roku jest protokot AIEOP-BFM ALL 2017 zaakceptowany przez
Polska Uni¢ Onkologii, w ktorym plan leczenia zalezy od grupy ryzyka, do ktorej
zakwalifikuje si¢ pacjenta. W zalezno$ci od typu ALL przebieg leczenia jest nieco inny
(Rycina 3 i Rycina 4). W protokole leczenia ALL z chromosomem Philadelphia
(EsPhALL2017) wprowadzono terapi¢ celowang z zastosowaniem leku imatynib, w celu
zwigkszenia skutecznos$ci terapii. Imatynib hamuje kinaz¢ BCR-ABL1, co prowadzi do
zmniejszenia proliferacji komorek i wzmaga ich apoptozg. Wznowy ALL leczone sg wg
protokotu IntReALL SR 2010 [57].
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wg. protokotu
AIEOP-BFM ALL 2017

(czas trwania 104 tygodnie)

33 doba - MRD- pierwszy punkt kontrolny (TP1)
wstepny podzial na grupy ryzyka

przerwa 3 dni po INDUKCJI

* dla pacjentow, ktérzy
mieli ujemne PCR-MRD
wTP1 nie wymagane
jest badanie MRD w TP2

78 doba MRD (2 tyg po zakoriczeniu Protokotu IB)
drugi punkt kontrolny (TP2)* -
ostateczny podziat na grupy ryzyka

przerwa 2 tyg po PROTOKOLE IB

przerwa 2 tyg
po PROTOKOLE M

przerwa 2 tyg
po PROTOKOLE Il

MRD HR
punkt kontrolny HR

MRD 2 5x10°| | MRD < 5x10% |

MRD DNX-FLA

|MRD =5x104| |MRD <5x10%|

T\—

Rycina 3. Schemat leczenia T-ALL wg protokotu AIEOP-BFM ALL 2017 [57].

* przeszczep wskazany
dla pacjentow na podstawie
wynikéw badar genetycznych
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Schemat leczenia B-ALL

wg. protokotu
AIEOP-BFM ALL 2017 33 doba - MRD
(czas trwania 104 tygodnie) pierwszy punkt kontrolny (TP1)

wstepny podziat na grupy ryzyka

przerwa 3 dni po INDUKCJI przerwa 3 dni po INDUKCJI

*dla pacjentow, ktorzy
mieli ujemne MRD w TP1
nie wymagane jest
badanie MRD w TP2.

78 lub 92 doba - MRD (2 tyg po zakoriczeniu Konsclidacji)
drugi punkt kontrolny (TP2)*
ostateczny podziat na grupy ryzyka

l przerwa 2 tyg po KONSOLIDACJI

przerwa 2 tyg po KONSOLIDAC!

przerwa 2 tyg
po PROTCKOLE M

przerwa 2 tyg
po PROTOKOLE II

MRD HR
punkt kontrolny HR

| MRD = 5x10+ | | MRD < 5x10+ |
MRD DNX-FLA * przeszczep wskazany
dla pacjentéw na podstawie
wynikéw badar genetycznych

| MRD = 5x10°| |MRD< 5x10°| oraz MRD w TP2

e e

Rycina 4. Schemat leczenia B-ALL wg protokotu AIEOP-BFM ALL 2017 [57].

Leki rekomendowane przez WHO w leczeniu ALL u dzieci to m.in.: L-asparaginaza,
busulfan, cyklofosfamid, cyklosporyna, arabinozyd cytozyny, daunorubicyna,
deksametazon, doksorubicyna, etopozyd, hydrokortyzon, imatynib, leucovorin,
merkaptopuryna, metotreksat, metyloprednizolon, prednizon, tioguanina oraz
winkrystyna. Wedtug zalecen NCI (National Cancer Institute) z 2013 roku, w terapii
indukcyjnej stosuje si¢ chemioterapie¢ ztozona z winkrystyny, kortykosteroidow
(prednizon, deksametazon), L-asparaginazy oraz antracyklin (doksorubicyna,
daunorubicyna). Zgodnie z protokotami COG (The Children's Oncology Group) nie
podaje si¢ ich w terapii indukcyjnej u chorych o normalnym ryzyku z B-ALL.

Czterolekowa terapia jest przeznaczona gtownie dla pacjentéw z wysokim ryzykiem z
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prekursorowych limfocytow B oraz T-ALL. NCCN (National Comprehensive Cancer
Network) w terapii indukcyjnej zaleca stosowanie kombinacji winkrystyny,
kortykosteroidow  (prednizon,  deksametazon),  antracyklin  (daunorubicyna,
doksorubicyna) z lub bez L-asparaginazy i/lub cyklofosfamidu [3, 56].

Czgsta przyczyna niepowodzenia leczenia jest choroba resztkowa (minimal residual
disease, MRD) [58, 59]. Swiadczy ona o malej liczbie przetrwatych komorek
nowotworowych, na ktore nie zadziataty chemioterapeutyki w trakcie leczenia badz
remisji. Ilos¢ blastow biataczkowych zwykle nie jest wystarczajagca do wywotania
objawow klinicznych choroby, lecz jest przyczyna jej nawrotu [60]. Badania
wykrywajace MRD naleza do czutych metod diagnostycznych, tj. analiza transkryptow
gendw fuzyjnych metoda PCR, cytometria przeptywowa. Ws$rod czynnikow
prognostycznych MRD dla pacjentow z ALL znajdujg si¢ m.in.. BCR-ABL1, ETV6-
RUNX1 oraz geny receptorow komorek T. Rearanzacje genetyczne wystepuja u okoto

40% dzieci i dorostych cierpigcych na MDR [61].

1.5.  Leczenie ostrej bialaczki mieloblastycznej

Pacjenci, u ktorych stwierdzono AML zwykle leczy si¢ protokotem ztozonym z Kilku
etapow. Pierwszym z nich jest faza indukcji remisji. Indukcyjna chemioterapia nazywana
jest ,,7+3”, poniewaz sktada si¢ z 7 dni podawania w standardowej dawce cytarabiny i 3
dni antybiotyku antracyklinowego. Mimo osiggnig¢cia catkowitej remisji, moze si¢
okazaé, ze komorki nowotworowe pozostaty w bardzo mate;j liczbie, trudno oznaczalnej
dostepnymi metodami diagnostycznymi. Dlatego tez w przypadku wysokiego ryzyka
nawrotu AML stosuje si¢ terapi¢ konsolidacyjng. Zalezy ona od indywidualnych
czynnikow prognostycznych pacjenta (w tym czynnikow cytogenetycznych, np. inv16)
oraz jego ogdlnego stanu zdrowia. Leczenie podtrzymujace remisje Stosuje si¢ je gtownie
u pacjentow z grupy wysokiego ryzyka nawrotu AML. W przypadku zaje¢cia
osrodkowego uktadu nerwowego przez komorki biataczkowe podawana moze by¢
cytarabina. Najczestszym wskazaniem do przeszczepu krwiotworczych komorek
macierzystych jest nawrét AML. W pierwszej remisji stosuje si¢ zwykle przeszczep
allogeniczny u chorych z grupy wysokiego ryzyka, przeszczep autogeniczny u chorych
ze standardowym ryzykiem. W kolejnych remisjach zalecane jest przeszczepienie
allogeniczne [62, 63].

Powszechnie stosowanym protokolem leczenia ostrej biataczki mieloblastycznej w

Polsce jest AML-BFM 2017. Leczenie AML antracyklinami polega na stosowaniu
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daunorubicyny w fazie indukcyjnej terapii. Terapia idarubicyng razem z cytarabing
(rowniez w fazie konsolidacji), jest co najmniej tak samo efektywna, a moze nawet dawaé
lepsze wyniki niz leczenie daunorubicyng u pacjentéw pediatrycznych. Mitoksantron
moze by¢ podawany w fazie indukcji oraz konsolidacji, gtownie w kombinacji z
cytarabing i etopozydem [64].

W powodzeniu leczenia AML duza przeszkoda jest choroba resztkowa,

swiadczaca o przetrwaniu czeSci komorek nowotworowych. Wsréd czynnikow

prognostycznych znajdujg si¢ m.in.: NPM1, CEBPA, FLT3-1TD, cKIT [58].

1.6. Lekiantracyklinowe

Antracykliny nalezag do grupy lekéw dziatajacych niespecyficznie w cyklu
komoérkowym. Po raz pierwszy zostaly wyizolowane z Gram-dodatnich bakterii
Streptomyces. Stosowane sg w terapii przeciwnowotworowej w raku piersi [65], jajnika
[66], ptuc [67], a takze chtoniakach [68] i biataczkach [69]. Antracykliny s3 jednymi z
najbardziej efektywnych chemioterapeutykéw. Zbudowane sa z aglikonu oraz z
pierscienia aminocukrowego [70]. Pierwszy sktadnik przytacza si¢ pomiedzy pary zasad
DNA, natomiast drugi — znajduje si¢ w mniejszym rowku helisy DNA. Wsrod antracyklin
wyrdznia si¢ daunorubicyne (DNR), idarubicyng (IDA), doksorubicyne (DOX) oraz
mitoksantron (MIT). Gléwnym efektem ubocznym dziatania tych lekéw jest ich
kardiotoksycznos¢ [71, 72].

Do mechanizmoéw dzialania antybiotykow antracyklinowych zalicza sig:

a) hamowanie syntezy DNA/RNA poprzez interkalacje pomigdzy pary zasad,

b) hamowanie dzialania enzymu topoizomerazy II odpowiadajacego za poziom

skrecenia helisy DNA,;

c) generowanie wolnych rodnikow w obecnosci jonow zelaza;

d) indukowanie rozplecenia chromatyny na histonach [73].

Wieloptaszczyznowe mechanizmy lekow antracyklinowych uniemozliwiaja
poprawne przeprowadzenie procesu transkrypcji oraz replikacji, co zapobiega
gwaltownemu wzrostowi i podziatowi komérek nowotworowych. Ponadto wolne rodniki
prowadza do uszkodzen nie tylko DNA, ale réwniez biatek i blon komorkowych [73].
Mimo szerokiego zastosowania klinicznego lekéw antracyklinowych, nie udalo si¢
unikngé powaznych probleméw, tj. rozwoj opornosci komorek nowotworowych lub efekt

toksycznos$ci na zdrowych komorkach. W przeciagu ostatnich 20 lat badacze pracowali
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nad synteza coraz nowszych analogéw DOX czy DNR charakteryzujacych si¢

zroznicowang aktywnoscia i toksycznoscia [71].

1.6.1. Doksorubicyna

Doksorubicyna (Rycina 5) jest powszechnie uzywana w terapii wielu typow
nowotworow, podczas gdy daunorubicyna oraz idarubicyna gléwnie stosowane sg w
terapii przeciwbiataczkowej. Doksorubicyna wykazuje zblizone wlasciwosci do
naturalnie wystepujacej daunomycyny [74].

Doksorubicyna oddziatuje z DNA poprzez interkalacje. Hamuje dziatanie
topoizomerazy 1l odpowiedzialnej za rozluznienie nici DNA konieczne w procesie
transkrypcji i replikacji. Uczestniczy w stabilizacji kompleksu topoizomeraza I1-DNA
[75]. DOX stymuluje rowniez produkcj¢ wolnych rodnikow, zwickszajac jednoczesnie
jej toksycznos¢ komorkowsa. DOX moze takze indukowac odplecenie si¢ chromatyny z
histonu. W konsekwencji prowadzi to do uszkodzen DNA, zaburzen epigenetycznych
oraz zmian na poziomie transkryptomu [74].

Przypuszcza si¢, ze DOX aktywuje wigzanie p53-DNA w szlaku apoptozy. Fakt
ten moze petni¢ wazng role w wythumaczeniu zjawiska cytotoksycznosci antracyklin,
jednak nie zostal on w pelni potwierdzony. Dodatkowo, badacze wysuneli teori¢
mowiaca, ze DOX-zalezna aktywacja pS53 przyczynia si¢ do indukcji WAF1/CIP1
(inhibitor kinaz cyklinozaleznych zwigzanych z przej$ciem komorki z fazy G1 do S).
Zgodnie z ta koncepcja uwaza si¢, ze wysoki poziom biatka WAF1/CIP1 ma zwigzek z
opornos$cia na leki w AML [74, 76].

chw
NH

HO 72

Rycina 5. Struktura chemiczna doksorubicyny [77].

Doksorubicyna aktywuje NLRP (NLR family pyrin domain containing 3)
indukujac uwalnianie interleukin 11-1p i 11-18, prowadzac do piroptozy ($mierci komorki
zwigzane] ze stanem zapalnym) (Rycina 6). Aktywacja RIPK1 (receptor interacting
serine/threonine kinase 1) i RIPK3 (receptor interacting serine/threonine kinase 3) w
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wyniku leczenia doksorubicyng prowadzi do fosforylacji MLKL i nekroptozy ($Smierci
komorki, bgdacej odpowiedzig na konkretny sygnat Srodowiskowy). Doksorubicyna
wywotuje nekroptoze poprzez szlak niezalezny od RIPK1, aktywujac RIPK3 i CAMKII
(calcium/calmodulin dependent protein kinase), co prowadzi do utraty mPTP
(mitochondrial permeability transition pore) i potencjatu btonowego. Doksorubicyna
ulega cyklowi redoks oraz reakcji Fentona. Nadmiar zelaza i peroksydacja lipidow w
wyniku leczenia doksorubicyng powoduje ferroptoze ($mier¢ komorki zalezna od zelaza
i charakteryzujacg si¢ akumulacjg nadtlenkéw lipidow) [74].
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Rycina 6. Mechanizm $mierci komoérkowej regulowany przez doksorubicyne [74], zmodyfikowano.

1.6.2. Daunorubicyna

Daunorubicyna (Rycina 7) stosowana jest przede wszystkim w terapii przeciw
bialaczkom. Uzywana jest jako zwigzek wyjsciowy dla pozostalych antybiotykow
antracyklinowych. Jej najwigksza wadg jest intensywne dziatanie kardiotoksyczne. DNR
charakteryzuje si¢ zblizonym dziataniem na poziomie molekularnym jak doksorubicyna.
DNR jest zwigzkiem DNA-reaktywnym. Wykazuje zdolno$¢ do interkalacji migdzy pary
zasad DNA oraz hamuje enzym topoziomeraz¢ II. Dziatania te uniemozliwiaja
rozluznienie podwdjnej helisy DNA 1 w konsekwencji niemozliwa jest prawidlowa
transkrypcja [78, 79]. W biataczkach nielimfocytowych ws$rod dorostych
zaobserwowano, ze chlorowodorek daunorubicyny powoduje calkowita remisje W
potowie przypadkéw, gdy jest stosowany jako pojedynczy lek. W potaczeniu z
cytarabing, nawet w 65% przypadkow chorzy moga wyzdrowie¢ [78]. Badania kliniczne

wykazaly, ze daunorubicyna wydtuza catkowity czas remisji pediatrycznej ALL, gdy jest
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stosowana w skojarzeniu z winkrystyng-prednizonem w poréwnaniu do stosowania

winkrystyny i prednizonu w monoterapii [71].

Rycina 7. Struktura chemiczna daunorubicyny [77].

1.6.3. ldarubicyna

Idarubicyna jest analogiem daunorubicyny (Rycina 8). Syntetyzuje si¢ ja poprzez
usunig¢cie grupy 4-metoksylowej z jednego z pierscieni. Prowadzi to do wzrostu
lipofilno$ci w porownaniu z daunorubicyng oraz fatwiejszego wigzania si¢ do DNA. IDA
wykazuje wyzsza przepuszczalnos¢ dla komorek i cytotoksycznos$¢ niz daunorubicyna i
doksorubicyna. Ponadto jest bardziej skuteczna wobec linii komoérkowych raka opornego
na doksorubicyn¢ i daunorubicyn¢. Kardiotoksycznos¢ IDA jest nizsza niz
doksorubicyny i epirubicyny. IDA moze by¢ stosowana w potaczeniu z cytarabing.
Idarubicyna wykazuje aktywno$¢ antymitotyczng i cytostatyczng. Laczy si¢ z kwasem
deoksyrybonukleinowym tworzac kompleksy interkalujace. Wplywa hamujaco na
aktywno$¢ topoizomerazy II. Prowadzi do tworzenia bardzo trwatego kompleksu IDA-
DNA-topoizomeraza II. Idarubicyna moze réwniez powodowac¢ inhibicje polimerazy
RNA (przez co reguluje ekspresje genéw), produkcj¢ wolnych rodnikow uszkadzajacych
DNA, membrany komoérkowe oraz proteiny. IDA charakteryzuje si¢ wlasno$ciami
przeciw nowotworom, dlatego tez stosowana jest m.in.: w ostrej i przewleklej biataczce

mieloblastycznej, ostrej biataczce limfoblastycznej oraz zespole mielodysplastycznym
[77, 80].
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Rycina 8. Struktura chemiczna idarubicyny [77].

1.6.4. Mitoksantron

Mitoksantron  jest  syntetyczng  postacig  antracykliny  pochodzenia
antrachinonowego (Rycina 9). Charakteryzuje si¢  wigkszym  dziataniem
przeciwnowotworowym 1 mniejszg kardiotoksyczno$cia niz DOX. Mitoksantron
wykazuje silne powinowactwo do bialek histonowych. Latwiej wigze si¢ do
nukleosomoéw lub DNA z histonami niz do DNA ich pozbawionego, co wyrdznia MIT
od innych antybiotykow antracyklinowych. Badacze wskazuja hamujacy wptyw MIT na
limfocyty B, limfocyty T i procesy proliferacyjne makrofagow. MIT wchodzi w
bezposrednig interakcj¢ z DNA poprzez tworzenie wigzan wodorowych, powodujac
peknigcia oraz przerwy w nici. Oddziatuje takze z RNA, powodujac zahamowanie
transkrypcji, translacji i syntezy tancuchéw aminokwasowych. Jest on takze skutecznym

inhibitorem topoizomerazy 11 [81].

H
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Rycina 9. Struktura chemiczna mitoksantronu [81].

1.7. Zjawisko lekoopornosci

Oporno$¢ lekowa w chemioterapii przeciwnowotworowej jest waznym problemem w
dzisiejszej medycynie i odpowiada za wigkszo$¢ nawrotow. Ponadto jest jedng z
glownych przyczyn zgonow w przypadku raka. Standardowe chemioterapeutyki zabija
komorki nowotworowe uszkadzajgc ich DNA, co powoduje nieswoisto$¢ i Wysoka

toksyczno$¢. Dlatego tez, duzy nacisk kladzie si¢ na opracowanie ukierunkowanych
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lekow, aby precyzyjnie blokowaé¢ zmiany odpowiedzialne za wzrost i proliferacj¢ raka.
Chociaz leki te wykazuja niezwykle skuteczne dziatanie podczas poczatkowego leczenia,
znaczna wigkszo$¢ pacjentow rozwija opornos¢ w miarg postepu leczenia. U okoto 20%
pacjentow pediatrycznych z ostrg biataczka limfoblastyczng rozwija si¢ nawrot choroby
[82]. Dlatego tez potrzebne jest lepsze zrozumienie mechanizméw lezacych u podstaw
nabywania lekoopornosci, ktore utatwia opracowanie nowych strategii terapeutycznych i
doprowadza do lepszych wynikow klinicznych.

Gloéwne przyczyny braku wrazliwo$ci komorek na leki to m.in.. zmiany w
farmakokinetyce (zaburzenia absorpcji, transportu, metabolizmu, eliminacji leku) i
farmakodynamice (staby transport leku do komorki, nadmierny transport leku poza
komorke, aktywacja/podtrzymywanie aktywnej formy leku, uszkodzenia biatka bedacego

celem leku, zahamowanie cyklu komorkowego, indukcja apoptozy) (Rycina 10) [82].

Farmakokinetyka komorka nowotworowa
- Farmakodynamika
i

Y transport leku
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Rycina 10. Podstawy opornosci na leki [83], zmodyfikowano.
Wyrdznia si¢ kilka typow lekoopornosci, w tym:

- oporno$¢ farmakokinetyczna — zmniejszenie efektywnego stezenia leku w
komorce poprzez zaburzenia w jego transporcie;

- opornos¢ komorkowa — brak reakcji komorki na dziatajacy na nig lek;

- opornos¢ pierwotna (wrodzona) — spowodowana zmiennos$cig na poziomie
molekularnym i biochemicznym w komorce moze by¢ wynikiem (1) wrodzonych
mutacji genetycznych, ktore powoduja zmniejszong reakcje komorek
nowotworowych na chemioterapi¢, (2) heterogenicznosci nowotworow, w
ktorych wczesniej istniaty niewrazliwe subpopulacje, w tym rakowe komorki
macierzyste, (3) aktywacji wewngtrznych szlakéw wykorzystywanych jako

obrona przed toksynami;
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- oporno$¢ nabyta (wtdrna) — spowodowana stosowaniem cytostatykéw w terapii
przeciwnowotworowej, na ktorych dziatanie komorki wuodparniajg —sig;
moze by¢ wynikiem (1) aktywacji drugiego protoonkogenu, ktory staje si¢ nowo
powstaltym genem glownym odpowiedzialnym za rozwo6j nowotworu, (2) mutacji
lub zmienionego poziomu ekspresji genow docelowych dla lekow, (3) zmian w
mikrosrodowisku nowotworu po leczeniu,

- opornosc¢ selektywna (wybiorcza) — zwigzana zwykle z jednym mechanizmem dla
konkretnego leku;

- oporno$¢ wielolekowa (plejotropowa) — opornos$¢ na wiele lekow jednoczesnie;
moze by¢ spowodowana przez usuwanie lekow z komorek przez transportery
ABC;

- oporno$¢ czynna — zwigzana ze wzmozong aktywno$cig wybranych biatek;

- oporno$¢ bierna — zwigzana z obnizong aktywnoscig punktéw docelowych dla
dziatania lekow, np. topoizomerazy Il dla antracyklin [82].

Oddzialywania lekow z czasteczkami znajdujacymi si¢ w komorce moga
doprowadzi¢ do wzmozonej lub obnizonej aktywnosci chemioterapeutyku. Wiele lekow
musi przej$¢ przez proces aktywacji metabolicznej] w celu uzyskania skutecznos$ci
klinicznej. Uczestniczy¢ moga w tym m.in.: cytochrom P450, transferaza GST
(glutathione-S-transferase) czy UGT (uridine diphospho-glucuronosyltransferase).
Biatka cytochromu CYP450 uczestnicza w metabolizmie substancji endogennych (np.
cholesterolu) oraz lekow, prowadzac do ich aktywacji lub dezaktywacji [84]. Dzigki
zroéznicowanej ekspresji w zaleznosci od tkanek, wykorzystywane sa jako markery
nowotworowe. GST uczestniczy w detoksykacji komorkowej 1 hamuje szlak MAPK
(mitogen-activated protein kinase) [85]. Zwigkszona ekspresja genu kodujacego GST w
komorkach nowotworowych powoduje wzmozong detoksykacje¢, przez to cytotoksyczne
dziatanie leku jest stabsze. UGT katalizuje reakcje przylaczania reszty kwasu
glukoronowego do ksenobiotykdéw, przez co uznawany jest za jeden z wazniejszych
punktow w eliminacji lekow z organizmu [86].

Wiele biatek transportowych jest powszechnie znanych z promowania opornosci
na chemioterapeutyki. Nalezg do nich glownie biatka transmembranowe z rodziny ABC
(ATP-binding cassette), zawierajace domene wigzacg ATP [87]. Biatka te reguluja
przeplyw aminokwaséw, hormonow, lekéw poprzez bton¢ komorkowa. Uczestnicza
takze w utrzymaniu homeostazy komorkowej. Do tej pory zidentyfikowano prawie 50

biatek nalezacych do tej rodziny. Najbardziej znane s MDR1 (multi-drug resistance
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protein 1, P-glikoproteina) oraz MRP1 (MDR-associated protein 1, ABCC1). Eliminujg
one z komorki rézne zwigzki hydrofobowe, w tym inhibitory topoizomerazy (np.
antracykliny) [88]. Nadekspresja MDR1 oraz MRP1 powigzana jest z niepowodzeniami
leczenia nowotworow prostaty, watroby, a takze biataczkach i chtoniakach [89, 90].
Literatura potwierdza zwiazek transporterow ABCA2 i ABCB1 z opornosciag na
mitoksantron w AML [91]. ABCB1 ma wiele miejsc wigzania lekow, ktore moga wigzac
i pompowa¢ z komorki kilka roznych substratow, takich jak: etopozyd, doksorubicyna,
paklitaksel i winblastyna [88]. ABCCL1 jest odpowiedzialne za wypompowywanie lekow
przeciwnowotworowych, takich jak: alkaloidy, antracykliny i metotreksat. ABCG2 moze
transportowac leki natadowane dodatnio i ujemnie, w tym leki chemioterapeutyczne
(mitoksantron i inne antracykliny). ABCC2 i ABCC3 mogg transportowaé wiele lekow,
tj. cisplatyne, doksorubicyn¢ i etopozyd, a ich nadekspresja powoduje opornosc
wielolekowa. W oparciu o badania, sugeruje si¢ bardziej rozlegta funkcje biatek ABC niz
tylko transport. Obserwacje naukowcoOw wskazujg na ich udzial takze w apoptozie,
proliferacji, roznicowaniu i migrowaniu komorek [82, 88].

OdpowiedZz na leki moze by¢ zwigzana z zaburzeniami Szlaku apoptozy.
Najbardziej znanymi biatkami antyapoptotycznymi sg BCL-2 (B-Cell CLL/Lymphoma 2)
oraz IAP (inhibitor of apoptosis proteins) [92]. W obr¢bie gendéw je kodujacych zachodza
mutacje, amplifikacje, uczestniczg w rearanzacjach chromosomowych, a takze dochodzi
do zmiany ich ekspresji. Ponadto geny te sa celami podczas transkrypcji dla czynnikoéw
transkrypcyjnych promujacych mechanizmy przezyciowe komorki, tj. NF-«B (nuclear
factor kappa B) i STAT3 (signal transducer and activator of transcription 3) [93].

Kluczowa rolg w mechanizmie opornosci lekowej biorg udziat geny uczestniczace
w regulacji cyklu komorkowego i naprawie DNA. Chemioterapeutyki mogg uszkadzac
DNA bezposrednio (leki bazujace na platynie) lub posrednio (inhibitory topoizomerazy,
tj. antracykliny) [94]. Na skutek uszkodzenia DNA, komoérka moze uruchomié
mechanizmy naprawy lub przej$¢ na droge apoptozy. Dlatego tez zdolno$¢ komorek
nowotworowych do procesow naprawczych ma zasadniczy wplyw na skutecznos$¢ lekow
uszkadzajagcych DNA. Mutacje p53 sa wigzane nie tylko z zaburzeniami cyklu
komodrkowego, ale rowniez z opornoscig na leki [62]. Deregulacja szlaku odpowiedzi na
uszkodzenie i naprawy DNA moze zwigksza¢ ryzyko nowych mutacji z powodu
niestabilnosci genomowej, ktérej nagromadzenie moze zainicjowa¢ nowy Proces

nowotworowy [94].
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Komorki nowotworowe moga uzyska¢ wlasciwosci komoérek macierzystych, co
odpowiada za ucieczke od starzenia si¢ i nawrotu NOWOtworu. Starzenie si¢ moze by¢
wywotane przez nadmierng sygnalizacje mitogenng, skracanie telomerow i
nietelomerowe uszkodzenia DNA spowodowane przez leki. Doksorubicyna i cisplatyna,
poprzez indukowanie $§mierci komorki zaburzajac szlaki dziatania p53 1 pl16, moga
inicjowac starzenie si¢ [82].

W zjawisku opornosci posredniczy¢ moga réwniez czynniki wpltywajace na
indukcje transkrypcji genéw w komorkach nowotworowych odpowiadajacych za
wydzielanie cytokin, chemokin oraz czynnikéw wzrostu. Jednym z mediatorow
opornosci jest interleukina 6 (IL-6). Ponadto, istotne s rowniez integryny uczestniczace
w adhezji komorkowej oraz zaburzenia réwnowagi degradacji biatek apoptotycznych i
wzmocnienie syntezy biatek antyapoptotycznych [95]. Ponadto zmiany epigenetyczne
(metylacja DNA, modyfikacja histonow, przebudowa chromatyny, niekodujace zmiany
zwigzane z RNA) rowniez wplywaja na rozwoj mechanizméw opornosci, w tym
zwigkszonego wyptywu leku, ulepszonej naprawy DNA i uposledzonej apoptozy [96].
Co wigcej, mikro RNA reguluja opornos$¢ na leki poprzez regulacje apoptozy i autofagii,
kontrolowanie metabolizmu lekéw przeciwnowotworowych, modulowanie celow lekow
i napraw¢ DNA [96, 97].

Przy opisywaniu zjawiska lekooporno$ci mozna wyrdzni¢ dwa modele: komorki
macierzyste nowotworu (cancer stem cells, CSC) oraz komorki, ktére nabywaja
lekoopornos¢ na skutek oddziatywania ze Srodowiskiem (environment-mediated drug
resistance, EMDR). Zaden z tych modeli si¢ nie wyklucza, mogg wspotwystepowaé [98].
W modelu CSC populacje komorek macierzystych raka inicjuja rozwdj nowotworu.
Uwaza sig¢, ze komorki CSC maja rozregulowane mechanizmy samoodnawiania, co
odrdznia je od tkankowych komorek macierzystych. Ponadto CSC charakteryzuja si¢
zwigkszong wydajnoscig mechanizmow naprawy DNA, zmianami cyklu komorkowego,
nadekspresjg bialek antyapoptotycznych i transporterow lekow [99]. Z kolei w modelu
EMDR oporno$¢ na leki wynika¢ moze z interakcji komorek z otaczajagcym je
mikro$rodowiskiem [100]. Komorki moga wejs¢ w stan spoczynku lub uspienia jako
sposOb na uniknigcie skutkow podanej terapii. Ten etap daje komorkom czas na
dostosowanie genotypu i fenotypu pozwalajacego naby¢ opornos¢. Zar6wno oporne
komorki CSC i EMDR moga by¢ przyczyna choroby resztkowej i w konsekwencji

nawrotu biataczki [101].
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Spersonalizowana terapia przeciwnowotworowa moze pomoc W przetamaniu
opornosci na leki. Znajdowanie nowych markerow oporno$ci i wykorzystywanie ich we
wczesnej diagnostyce jest kluczowe. Podczas diagnozy nie tylko niezbedne jest
okreslenie typu nowotworu, stopnia zaawansowania choroby, ale réwniez mozliwosci
prognozowania. Wszystkie te czynniki sg konieczne w dopasowaniu bezpiecznej i
efektywnej chemioterapii dla pacjenta (Rycina 11) [82, 102]. Niestety terapia celowana
moze rozwing¢ problem opornosci. Zmiana celéw leku moze by¢ wtdrng mutacjag w

biatku docelowym lub zmianami poziomoéw ekspresji z powodu zmian epigenetycznych.

* wytypowanie 0sob podatnych na czynniki prowadzace do kancerogenezy
(okreslenie genetycznych czynnikow ryzyka)

przeciwdziatanie

wczesne
Wykrywan ie - badania przesiewowe

« okreslenie rodzaju, stadium, lokalizacji nowotworu

1 « okreslenie poziomu ekspresji genéw skorelowanych z opornoscia na
pdrecyzyj na chemioterapeutyki w komorkach nowotworowych
lagnoza « okreslenie poziomu ekspresji genéw odopwiedzalnych za transport i

metabolizm lekow w zdrowych tkankach

. . « predykcja prognozy
prOfI lowanie « ustalenie protokotu leczenia
molekularne * wybieranie leczenia bezpiecznego i efektywnego dla konkretnego pacjenta

« unikanie terapii toksycznej i nieefektywnej

Rycina 11. Spersonalizowane dzialania terapeutyczne przeciwdzialajace opornosci lekowej podczas
leczenia przeciwnowotworowego [102, 103].

1.8.  Technika mikromacierzy

Technika mikromacierzowa jest jednym z narzgdzi w nowoczesnej diagnostyce
genetycznej. Wyrdznia si¢ m.in. mikromacierze cytogenetyczne oraz ekspresyjne.
Mikromacierz ma ksztalt szklanej ptytki z przylaczonymi oligonukleotydowymi
fragmentami DNA (sondami), do ktorych moga specyficznie wigza¢ sie czasteczki DNA
z badanej proby [104].

Mikromacierze porownawczej hybrydyzacji genomowej (array-based comparative
genomic hybridization, aCGH) umozliwiaja wykrycie miejscowych aberracji
chromosomowych (delecji, duplikacji), analiz¢ zmiennosci liczby kopii genow (copy
numer variantion, CNV) oraz detekcj¢ nieprawidlowosci w Kariokinezie i cytokinezie

[105]. Opracowane po raz pierwszy w celu wykrycia zmian liczby kopii w guzach litych,
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CGH wykorzystuja dwa genomy, badany i kontrolny, ktore sg réznicowo wyznakowane
I konkurencyjnie hybrydyzuja z sondami na ptytce [105, 106]. Intensywnos$¢ sygnatu
fluorescencyjnego znakowanego DNA testowego w stosunku do referencyjnego DNA
mozna nastgpnie liniowo nanie$¢ na kazdy chromosom, umozliwiajac identyfikacje
zmian liczby kopii [107]. Analiza aCGH sktada si¢ z kilku etapow. Najpierw DNA
ekstrahuje si¢ z probki badanej (np. krwi, skory). Badany DNA jest znakowany
barwnikiem fluorescencyjnym (cyjaning 3 - zielona lub cyjaning 5 - czerwona), podczas
gdy DNA z probki kontrolnej (referencyjnej) jest znakowany barwnikiem o innym
kolorze [108]. Te dwa genomowe DNA, badane i kontrolne, sa nastepnie mieszane razem
i nakladane na mikromacierz. Poniewaz DNA zostalo zdenaturowane, w mieszaninie
wystepuje jako pojedyncze nici. Dlatego tez po natozeniu na szkietko, hybrydyzuja one
z sondami na macierzy. Nastgpnie, stosuje si¢ cyfrowe systemy obrazowania do
wychwytywania i ilosciowego okres$lania wzglednych intensywnosci fluorescencji
znakowanych sond DNA [109]. Wspoétczynnik fluorescencji sygnatow hybrydyzacji
proby badanej i kontrolnej okresla si¢ w roznych pozycjach wzdtuz genomu i dostarcza
informacji o wzglednej liczbie kopii sekwencji w genomie badanym w poroéwnaniu do
referencyjnego genomu [105]. Zaletami aCGH jest praca z DNA, ktory jest
stabilniejszym materialem niz RNA, duza rozdzielczos¢, a takze szybki protokot testu.
Ponadto mozna jednocze$nie bada¢ wiele sekwencji DNA 1 kilka prob podczas jednego
eksperymentu, co sprawia, ze badanie to jest wydajne réwniez pod wzgledem
ekonomicznym. Wadg aCGH jest fakt, ze niemozliwe jest wykrycie zrbwnowazonych
translokacji oraz disomii jednorodzicielskiej (uniparental disomy, UPD) [106]. Ponadto
chromosomalna rozdzielczos¢ CGH jest ograniczona do 10-20 Mb. Macierze CGH
zwigkszyly zdolno§¢ wykrywania segmentowych genomicznych CNV u pacjentow z
globalnym opdznieniem rozwojowym, uposledzeniem umystowym, autyzmem, z
wrodzonymi anomaliami i dysmorfiami. Macierze genomowe sg przydatnym narzgdziem
w odkrywaniu genéw zwigzanych z chorobami i diagnostyce prenatalnej [110].
Mikromacierz ekspresyjna to szklana plytka z naniesionymi fragmentami kwaséw
nukleinowych (sond), do ktorych specyficznie wiazg si¢ czasteczki DNA. Mikromacierze
ekspresyjne wykorzystuje si¢ w profilowaniu ekspresji genéw (gene expression profiling,
GEP) [111]. Umozliwiaja monitorowanie jakosciowych i ilosciowych zmian ekspresji
genOw na poziomie catego transkryptomu, Co pozwala utworzy¢ globalny obraz zmian
zachodzacych w komorce [112]. Gléwnym ograniczeniem GEP, jest fakt, ze zmiana

poziomu ekspresji gendw nie odpowiada bezposrednio ilosci biatek przez nie kodujacych.
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W analizie GEP szczegdlnie wazna jest precyzyjna analiza statystyczna wynikow [110].
Profilowanie sktada si¢ z kilku etapéw. Z komorek izoluje si¢ MRNA, przeprowadza
odwrotng transkrypcje, znakowanie barwnikiem fluorescencyjnym, tgczenie transkryptu
z sonda, a na koniec ptukanie i skanowanie macierzy [113].

Technika mikromacierzowa znajduje szerokie zastosowanie w medycynie.
Umozliwia m.in. diagnostyke choréb genetycznych 1 klasyfikacje choréb
nowotworowych. Moze przyczyni¢ si¢ do identyfikacji charakterystycznego obrazu
genomowego i transkryptomicznego wiclu proceséw biologicznych, w tym podioza
oporno$ci na chemioterapeutyki (odréznienie komorek opornych i wrazliwych) [110].
Mikromacierze sg istotne takze podczas opracowywania nowych lekéw oraz okres$lania
ich dziatania na przebieg choroby i stan pacjenta. Zastosowanie znajdujg takze podczas
prognozowania stopnia ryzyka choroby oraz rokowan przy zachorowaniu. Mozna je
wykorzystaé rowniez przy doborze indywidualnego protokotu leczenia dla pacjenta [106,

110].

1.9.  Geny kandydackie

Geny kandydackie daja mozliwo$¢ znalezienia zwigzku migdzy genem a choroba, np.
biataczka, ktora ma podtoze w zaburzeniach na wielu poziomach hierarchii komorkowe;.
Sa one wybierane do szczegdétowych badan w oparciu o wczesniejszg wiedze 0
powigzaniach z etiologia i rozwojem choroby [114]. Metody typowania marker6w mozna
okresli¢ jako identyfikacje zmian genomowych i transkryptomicznych w docelowych
genach lub w ich poblizu, ktére moga mie¢ istotny wplyw na ekspresje¢ biatek kodujacych
lub genow. Zasadne jest genotypowanie wariantow w populacji w celu okreslenia, ktore
warianty sg najbardziej powszechne w okreslonej grupie. Statystycznie okreSla si¢
korelacj¢ pomiedzy wariantami genomowymi a fenotypem [115].

Wskazanie determinantéw chorob jest niezbedne w badaniach ich zwigzku z
chorobami, wyborze biomarkerow 1 przewidywania farmakokinetyki lekow [116].
Funkcjonalne geny kandydackie koduja biatko zwigzane z konkretng choroba.
Polimorfizmy moga zmienia¢ ich ekspresje, sekwencje¢ biatka lub prowadzi¢ do syntezy
nieaktywnego biatka. Z Kkolei pozycyjne geny kandydackie maja swoje loci na
chromosomie w miejscu o prawdopodobnym zwigzku z chorobg [115].

Niepodwazalnymi zaletami identyfikacji biomarkerow przyczyniajacych si¢ do
niewrazliwosci na chemioterapi¢ sa niskie koszty prostych do przeprowadzenia

eksperymentow z krotkim protokotem reakcji [115]. Niestety nalezy mie¢ na uwadze
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takze, ze niemozliwe jest jednoczesne zbadanie wszystkich prawdopodobnych genéw i
ich wariantow. Niewystarczajaca wiedza na temat konkretnego szlaku biologicznego
réwniez moze by¢ przeszkodg w zaplanowaniu eksperymentu, przez co uzyskane wyniki
mogg nie spetnia¢ oczekiwan badacza [117].

W wyborze genu kandydackiego najczesciej stosowane techniki to mikromacierze
ekspresyjne, porownawcza hybrydyzacja genomowa (CGH) oraz sekwencjonowanie
nastepnej generacji (next-generation sequencing, NGS) [118, 119]. Ponadto, PCR w
czasie rzeczywistym (Real-Time PCR, gPCR) oraz hybrydyzacja fluorescencyjna in situ
(fluorescent in situ hybridization, FISH) sg stosowane w celu sprawdzenia, czy wybrany
gen zostat prawidlowo oznaczony [115, 120].

W ciggu ostatnich kilku lat postepy w technikach biologii molekularnej
zrewolucjonizowaly podejécie do biologii ALL i AML. Jednak bezposrednie

zastosowanie odkry¢ naukowych w praktyce klinicznej nadal pozostaje powazng bariera.

38



2. CEL PRACY

Celem niniejszej pracy bylo okreslenie genomicznych 1 transkryptomicznych
determinantow opornosci na wybrane leki antracyklinowe (daunorubicyne,
doksorubicyne, idarubicyng, mitoksantron) w kontekscie badan mikromacierzowych

wsrod pediatrycznych pacjentow ze zdiagnozowang ostrg biataczka.
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3. MATERIALY I METODY

3.1.  Pacjenci

W badaniach uczestniczyli pacjenci zdiagnozowani w Katedrze i Klinice Pediatrii,
Hematologii 1 Onkologii Collegium Medicum Uniwersytetu Mikotaja Kopernika.
Badania skladaly si¢ z dwoch etapow. W pierwszym z nich przeprowadzano
doswiadczenia na mikromacierzach CGH dla 46 pacjentow, wsrdd ktorych stwierdzono
35 przypadkéw ostrej biataczki limfoblastycznej oraz 11 ostrej biataczki
mieloblastycznej (Tabela 7). Rozktad pacjentow wzgledem plci obejmowat 23
dziewczynki i 23 chtopcow. Sredni wiek pacjenta wynosit 8 lat (w przedziale wiekowym
8 miesiccy — 20 lat). W drugim etapie przeprowadzano eksperymenty na
mikromacierzach ekspresyjnych dla 55 pacjentow (26 dziewczynek i 29 chtopcow) w
wieku 2-19 lat (§rednia wieku 9 lat) (Tabela 7). W tej grupie odnotowano 47 przypadkow
ALL i 8 AML. Walidacji wynikéw mikromacierzowych dokonywano metoda qPCR u
155 pacjentow pediatrycznych. Wsrod nich zdiagnozowano ALL u 121 oséb, a AML u
34 (Tabela 7). Rozklad pacjentow wzgledem plci obejmowat 75 dziewczynek i 80
chtopcow. Sredni wiek pacjenta wynosit 8,5 roku (w przedziale wiekowym 2 miesigce —
20 lat). Od pacjentow ze zdiagnozowang ostrg biataczkg limfoblastyczng lub
mieloblastyczng pobrano szpik kostny, z ktorego izolowano komorki monojadrzaste.
Zgode na badania wydata Komisja Bioetyczna Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w

Toruniu przy Collegium Medicum w Bydgoszczy (KB/384/2006, KB 380/2012).
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Tabela 7. Charakterystyka kliniczna pacjentow uczestniczgcych w poszczegolnych etapach badan.

Etap badania

Analiza Analiza | \yalidacja
cytogenetyczna ekSpr,eSJ' wynikow
genow
Liczebnos¢
Diagnoza ALL 15 8 26
B-ALL 0 0 5
BCP-ALL 0 0 2
Common ALL 10 20 36
pre-B-ALL 3 0 11
pre-pre-B-ALL 1 0 0
pre-T-ALL 0 0 1
pro-ALL 1 0 0
pro-B-ALL 1 11 7
T-ALL 2 8 16
AML 10 0 28
AML wrodzona 0 0 1
wznowa ALL 0 2 2
wznowa Common ALL 0 5 12
wznowa pre-pre-B-ALL 2 0 0
wznowa T-ALL 0 1 3
wznowa AML 1 0 5
Ple¢ pacjenta chiopiec 23 29 80
dziewczynka 23 26 75
Wiek pacjenta (lata) | 0-4 17 11 52
5-9 14 25 39
9-14 11 8 34
15-20 4 11 30
Profil opornosci na | wrazliwy (< 0,43 pg/ml) 8 37 91
idarubicyne oporny (= 0,95 pg/ml) 38 15 47
Profil opornosci na | wrazliwy (< 0,08 pg/ml) 7 18 57
daunorubicyne oporny (> 0,23 ug/ml) 39 34 93
Profil opornosci na | wrazliwy (< 0,04 pg/ml) 8 15 40
doksorubicyne oporny (= 0,09 pg/ml) 38 35 100
Profil opornosci na | wrazliwy (< 0,02 pg/ml) 8 42 108
mitoksantron oporny (= 0,05 pg/ml) 38 9 31
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3.2.  Izolacja i liza komérek monojadrzastych szpiku kostnego
Odczynniki:

- heparyna;

- 1,077 g/ml Gradisol L;

- bufor RLT (Qiagen);

- medium hodowlane RPMI 1640 (Sigma-Aldrich Chemie) z dodatkiem 20%
cielecej surowicy plodowej (GIBCO BRL), 2 mM L-glutaminy, 200 pg/ml
gentamycyny, 100 ug/ml streptomycyny, 100 IU/ml penicyliny, 5 ug/ml insuliny,
0,125 pg/ml amfoterycyny, 5 pg/ml transferyny i 5 ng/ml selenianu sodowego
(ITS media suplement, Sigma-Aldrich Chemie);

- 14,3 M B-merkaptoetanol (Sigma-Aldrich Chemie).

Aparatura:
- wirowka 5804R Concentrator plus (Eppendorf).

Wykonanie:
Okoto 15-20 U/ml szpiku kostnego pobierano do probowek z heparyng. Metoda

wirowania w gradiencie gestosci (1,077 g/ml; Gradisol L) izolowano limfoblasty.
Pozyskany osad komorek 2-krotnie przeptukiwano w medium hodowlanym. W celu
usunigcia nadmiaru erytrocytow, prob¢ poddawano lizie w roztworze chlorku
amonowego. Uzyskany preparat komorek zawieszano we wzbogaconym medium
hodowlanym. Komorki wybarwiano metoda May-Grunwald-Giemsa i zliczano w
kamerze. Otrzymane preparaty wykorzystywano w tescie cytotoksycznosci MTT.
Komoérki monojadrzaste byty poddawane procesowi lizy w buforze RLT (10 ul -
merkaptoetanolu na 1 ml buforu RLT). Mialo to na celu zabezpieczanie probek przed
zdegradowaniem oraz utatwianie izolacji kwasu rybonukleinowego. Do lizy okoto 6
milionow komorek stosowano 350 ul mieszaniny buforu. Lizaty jak najszybciej
zamrazano i przechowywano W temperaturze -80 °C.

Izolacja 1 liza komoérek monojadrzastych szpiku kostnego byly wykonywane w
Katedrze i Klinice Pediatrii, Hematologii i Onkologii CM UMK w Bydgoszczy. Proby
przewozono do Katedry Fizjologii Roslin i Biotechnologii Uniwersytetu Mikotaja

Kopernika w Toruniu w cieklym azocie.
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3.3.  Test cytotoksycznosci MTT
Odczynniki:
- bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-ilo)-2,5-difenylotetrazolu (MTT, Sigma);
- 1NHCI;
- izopropanol (POCH);
- plytki mikrotitracyjne (Profilab).

Aparatura:
- czytnik ELISA z oprogramowaniem DigiWin (Asys Hitech).

Wykonanie:
Testy cytotoksycznosci wykonywano w Pracowni Onkologii Klinicznej i

Eksperymentalnej w Katedrze i Klinice Pediatrii, Hematologii i Onkologii CM UMK,
ktorej kierownikiem jest prof. dr hab. Jan Styczynski. Na podstawie wynikow testu MTT
okreslano zywotno$¢ komorek, co pozwolalo na podzial pacjentéw (wrazliwi, oporni)
uwzgledniajgc opornos¢ blastow na badane leki antracyklinowe. 4-dobowy test MTT jest
kolorymetrycznym testem umozliwiajacym ocen¢ aktywnosci metabolicznej komorek.
Oksydoreuktazy NAD(P)H zdolne sg do redukcji zottego barwnika MTT bromku 3-(4,5-
dimetylotiazol-2-ilo)-2,5-difenylotetrazoliowego do nierozpuszczalnego formazanu o
barwie fioletowe] charakterystycznej dla zywych komorek. Intensywno$¢ barwy
odczytywano w czytniku ELISA.

Na 96-dotkowe plytki mikrotitracyjne dodawano po 20 pl roztworu badanych
lekéw w odpowiednich stezeniach (Tabela 8) oraz 80 ul zawiesiny komorkowej (1 — 2,5
min komorek). Kazde oznaczenie wykonywano 2 razy. Kontrola pozytywna byty
komorki w medium bez leku. Mierzono rowniez absorbancj¢ uzywanych roztworow
(medium bez komorek 1 bez lekow). Ptytki inkubowano przez 92 godziny w obecnosci
COa..

Nastepnie do kazdego dotka dodawano po 10 pl roztworu MTT. Plytki ponownie
inkubowano, tym razem przez 4 godziny. Powstale krysztaly bigkitnego formazanu
rozpuszczano w kwasnym izopropanolu z dodatkiem 1 N HCI. Ggsto$¢ optyczna (optical
density, OD) mierzono w czytniku ELISA. Odpowiada ona liniowo ilosci zywych
komorek. Pomiar odczytywano przy dlugosci fali 550 nm i 720 nm (dlugos¢ fali
referencyjnej). Analizy dokonywano w programie DigiWin. Skorygowana wartos¢ OD

w kazdym tescie wynosita ponizej 0,05.
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Ilos¢ zywych komorek (leukemic cel survival, LCS) dla konkretnego stezenia

analizowanego leku obliczano na podstawie réwnania [121]:

0D badanego stezenia cytostatyku — OD ptynéw
LCS = — - - ——x 100%
$rednie OD dotkoéw kontrolnych — OD ptynow

Parametr LC50 (lethal concentration to 50% cells) okresla st¢zenie leku, w ktorym
apoptozie ulegato 50% badanych komoérek. LC50 jest miarg opornosci na analizowany

cytostatyk. Obliczano go wedtug wzoru [121]:

LC50 = [(% LCS powyzej 50 %)-50] / [% LCS powyzej 50 %) - (% LCS ponizej 50 %)]
X [stezenie leku ponizej 50 % LCS - stezenie leku powyzej 50 % LCS] + [ stezenie leku
powyzej 50 % LCS]

W oparciu o graniczne stezenia badanych lekoéw, do celow dalszej analizy, wynikom
przypisywano warto$ci 1 (komorki wrazliwe na lek), 2 (komoérki o posredniej
wrazliwosci) Iub 3 (komorki oporne na lek). Testy przeprowadzano na antracyklinach

stosowanych w leczeniu ostrej biataczki limfoblastycznej i mieloblastycznej (Tabela 8)

Tabela 8. Warto$ci graniczne stezen antracyklin, na podstawie ktérych przypisywano pacjentow do
oszczegdlnych profili opornosci.

Profil Profil Profil

- . . Zakres
wrazliwy posredni oporny analizowanvch
Lek Producent [rg/ml] [rg/ml] [rg/ml] stezen y
(percentyl (percentyl (percentyl [ ¢ /ml]
0.-33.) 33.-67.) 67.-100.) ne
doksorubicyna Fa;ﬂrq:;i:la, <0,43 0,43-0,95 >0,95 0,0078 -8
daunorubicyna | Rhone-Poulenc | 0,08-0,23 0,23 0,0019 -2
Rhorer, Paris
idarubicyna Falrw”}'lgi:'a’ <0,04 0,04-0,09 >0,09 0,0019 — 2
mitoksantron Jelf%gillema <0,02 0,02-0,05 >0,05 0,001 -1
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3.4.  Profilowanie genomowe
3.4.1. lzolacja gDNA

Odczynniki:
lizat komorek monojadrzastych szpiku;

odczynniki zestawu do izolacji gDNA Blood/Cell Mini Kit (Syngen):
o bufor lizujacy DLK;
o bufor ptuczacy DP1;
o bufor pluczacy DP2;
o bufor elucyjny DE;
o kolumienki DK;
96% etanol (POCH);
0,9% roztwor chlorku sodowego buforowany PBS o pH 7.0 (Aqua-med);

RNaza A o stezeniu 100 mg/ml (Qiagen).

Aparatura:
- termoblok ThermoMixer comfort (Eppendorf);

- wytrzasarka Vortex Gene 2 (Scentific Industries);

- wiréwka miniSpin plus (Eppendorf).

Wykonanie:
Do 1,5 ml probéwki typu Eppendorf dodawano 100 pl lizatu komoérkowego

zawierajacego blasty biataczkowe, 100 pl buforu PBS oraz 4 pl roztworu RNazy. Po
mieszaniu zawartosci probowki, mieszaning inkubowano 2 minuty w pokojowej
temperaturze. Po tym czasie do proby dodawano 200 pl buforu DLK. Prébe inkubowano
10 minut w temperaturze 60 °C intensywnie wytrzasajgc. Nastepnie dodawano 200 ul
etanolu 96% i mieszano przez 30 sekund w celu wytrgcenia gDNA.

Zawarto$¢ probowki przenoszono na kolumienke wigzaca umieszczang w proboéwce
1 wirowano 1 minut¢ przy maksymalnej predkosci. Nastgpnie odrzucano przesacz a
kolumienkg¢ przenoszono do nowej probowki. Na kolumienkg¢ nanoszono 500 pl buforu
pluczacego DP1, wirowano 1 minute przy maksymalnej predkosci. Przesgcz odrzucano i
na kolumienk¢ nanoszono 750 pul buforu pluczacego DP2, wirowano przez 1 minutg przy
maksymalnej predkosci. Przesacz odrzucano, a kolumienke wirowano 3 minuty przy
maksymalnej predko$ci. Etap ten pozwalal osusza¢ membrane kolumienki 1 usuwaé
pozostatosci buforéw. Nastepnie kolumienki przenoszono do 1,5 ml proboéwek typu

Eppendorf i nanoszono na nie 150 ul buforu elucyjnego DE. Proby inkubowano 3 minuty
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w pokojowej temperaturze 1 wirowano 2 minuty przy maksymalnej pr¢dko$ci rowniez w
pokojowej temperaturze. W uzyskiwanym przesaczu znajdowato si¢ genomowe DNA,
ktore przechowywane byto w temperaturze -20 °C. W kolejnym etapie materiat

poddawano analizie fluorometrycznej oraz spektrofotometryczne;.

3.4.2. Pomiar spektrofotometryczny genomowego DNA
Odczynniki:

- wyizolowane gDNA;

- bufor DE (Syngen).

Aparatura:
- NanoDrop ND-1000 z oprogramowaniem (Thermo Scientific).

Wykonanie:
Aparat NanoDrop ND-1000 kalibrowano naktadajac 1 pl buforu DE na koncowke

pomiarowa. Objetos¢ badanego gDNA to 1 pl. Absorbancj¢ mierzono dla dtugosci fal
A230, A260 oraz A280 nm. Wymagany zakres dla warto$ci okreslajacych jakos¢,
czystos¢ oraz stezenie gDNA w badanych probach byt nastepujacy: A260/A280 nm =
1,7-1,9 oraz A260/A230 nm = 1,8-2,2. Kwasy nukleinowe absorbujg maksymalnie przy
260 nm. Biatka z kolei absorbuja najlepiej przy 280 nm, a zwigzki organiczne i sole

maksymalnie przy 230 nm.

3.4.3. Pomiar fluorometryczny genomowego DNA
Odczynniki:
- wyizolowane gDNA;
- Qubit® dsDNA BR Assay Kit (Invitrogen):
o Qubit™ Reagent;
o Qubit™ Buffer,;
o standardy dsDNA (0 ng/ul; 100 ng/pul);
o bufor DE.

Aparatura:
- fluorometr Qubit® 2.0 (Invitrogen);

- Wwytrzasarka Vortex Gene 2 (Scientific Industries).
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Wykonanie:
W pierwszym etapie przygotowywano roztwor roboczy Qubit™ Working

Solution, ktory dla kazdej badanej proby sktadat si¢ z 199 pl buforu Qubit™ Buffer oraz
1 ul odczynnika Qubit™ Reagent. Do przygotowywania dwoch standardow uzywano po
190 pl roztworu roboczego Qubit™ Working Solution i po 10 ul odpowiednich
standardow dsDNA. Probowka z mieszaning do pomiaru zawierata 198 ul roztworu
roboczego Qubit™ Working Solution oraz 2 pl badanego gDNA. Po 3 sekundach
mieszania, probe inkubowano 2 minuty w pokojowej temperaturze. Najpierw
wyznaczano krzywa stgzen dla standardow. W tym celu, po kolei wktadano probowki ze
standardami do komory fluorometru Qubit® 2.0 i wykonywano odczyt. Nast¢pnie badane
probéwki pojedynczo wktadano do komory i odczytywano fluorescencje dla

dwuniciowego genomowego DNA.

3.4.4. Rozdzial elektroforetyczny genomowego DNA
Odczynniki:
- wyizolowane gDNA;
- agaroza (Prona);
- woda destylowana;
- 5% TBE (Tris-HCI, H3BO3, 0,5 mM EDTA) (AppliChem);
- SybrGreen | (Thermo Scientific);
- Obcigznik (10 mM Tris-HCI (pH 7,6), 0,03% niebieski bromofenol, 0,03%
ksylenocjanol, 60% glicerol, 60 mM EDTA) (Thermo Scientific).

Aparatura:
- aparat do elektroforezy (Bio Rad);

- transiluminator UV (UVP).

Wykonanie:

Rozdziat elektroforetyczny przeprowadzano na 1% zelu agarozowym. Do jego
przygotowywania w 250 ml kolbie uzywano 1 g agarozy, 80 ml wody destylowanej i 20
ml 5% buforu TBE. Mieszaning podgrzewano przez okoto 2 minuty do momentu
rozpuszczenia si¢ agarozy i wylewano do wczesniej przygotowywanych saneczek z
grzebieniami. Po okoto 30 minutach zel si¢ ochtadzal i polimeryzowat. Po wyciagnigciu
grzebienia, zel na saneczkach umieszczano w aparacie do elektroforezy wypelnionego

0,5 % buforem TBE. Do 10 ul gDNA badanej proby dodawano 3 ul obcigznika. Z tak
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przygotowanej mieszaniny nanoszono 10 pl na zel. Rozdziat elektroforetyczny
przeprowadzano okoto 30 minut przy stalym napigciu 130 V. Dokumentacje w postaci
zdjecia zelu wykonywano z uzyciem transiluminatora UV. Na podstawie zdjecia
oceniano ilos¢ i jako$¢ wyizolowanego materialu genomowego DNA. Prazek na Zelu

powinien by¢ wyrazny na okreslonej wysokosci.

3.4.5. Eksperyment mikromacierzowy CGH

W celu analizy rearanzacji genomowych oraz wrazliwo$ci na wybrane antracykliny
(doksorubicyne, daunorubicyng, idarubicyne, mitoksantron) u pacjentow pediatrycznych
ze zdiagnozowang ostrg limfoblastyczna lub mieloblastyczna biataczka przeprowadzono

doswiadczenia z uzyciem mikromacierzowej porownawczej hybrydyzacji genomowe;.

3.4.5.1. Restrykcyjna fragmentacja genomowego DNA
Odczynniki:
- matryca:
o wyizolowane gDNA,
o gDNA referencyjne zenskie i m¢skie Human Reference DNA Female or
Male (200 ng/ul) (Agilent);
- odczynniki SureTag DNA Complete Labeling Kit (Agilent):
o 10x stezony bufor dla enzymow restrykcyjnych (Restriction Enzyme
Buffer);
o albumina surowicy wotowej BSA (10 mg/ul) (Promega);
o enzym restrykcyjny Alu I (10 U/ul);
o enzym restrykcyjny Rsa | (10 U/ul);

- woda wolna od aktywnosci nukleazowej (Invitrogen).

Aparatura:
- wytrzasarka Vortex Gene 2 (Scientific Industries);

- wiréwka miniSpin plus (Eppendorf);

- termocykler C1000 Touch™ (Bio Rad).

Wykonanie:
W eksperymencie uzywano po 0,2 pg gDNA prob badanych. Objetos¢ koncowa prob

badanych nie mogta przekroczy¢ 10,1 ul. Stezenie wyjsciowe obliczano wczesniej na
podstawie pomiaru spektrofotometrycznego. DNA referencyjne zenskie (F) oraz meskie

(M) przygotowywano poprzez dodawanie do probowek po 1 ul referencyjnego DNA i

48



9,1 ul wody wolnej od aktywno$ci nukleazowej. W sktad mieszaniny reakcyjnej na jedna

probe wchodzity:
- 10x bufor dla enzymoéw restrykcyjnych 1,3 ul;
- BSA 0,1 ul;
- Alul 0,25 ul,
- Rsal 0,25 ul,

- woda wolna od aktywnosci nukleazowej; 1,0 pl.

Do kazdej z prob dodawano po 2,9 ul przygotowanej mieszaniny reakcyjnej.
Zawartos$¢ probéwek mieszano i wirowano. Proby inkubowano w termocyklerze zgodnie
Z ponizszym programem termicznym:

- trawienie restrykcyjne w 37 °C przez 2 h;

- inaktywacja enzymow w 65 °C przez 20 min.;

- hamowanie reakcji w 4 °C (czas nieograniczony).

3.4.5.2.  Fluorescencyjne znakowanie genomowego DNA
Odczynniki:
- pofragmentowane genomowe DNA,;
- odczynniki SureTag DNA Complete Labeling Kit (Agilent):
o losowe startery (Agilent);
o 5x st¢zony bufor reakcyjny;
o trifosforany nukleotydow 10x stezony dNTPs;
o cyjanina 3-dUTP;
o cyjanina 5-dUTP;

o polimeraza Exo(-) Klenow.

Aparatura:
- wiréwka miniSpin plus (Eppendorf);
- termocykler C1000 Touch™ (Bio Rad).

Wykonanie:
Mieszaning z pofragmentowanym gDNA poddawano 1 minutowemu wirowaniu przy

predkosci 6000 x g. Nastepnie do kazdej z préb dodawano po 2,5 pl losowych starterow.
Mieszaning delikatnie mieszano i inkubowano 3 minuty w 95 °C. Reakcja byta
zatrzymywana poprzez obnizenie temperatury inkubacji do 4 °C. Do kazdej proby
dodawano po 9,5 ul mieszaniny reakcyjnej, ktorej sktad byt nastepujacy:
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- matryca 15,5 pl;

- 5x bufor reakcyjny 5,0 pl;
- 10x dNTPs 2,5 ul;
- cyjanina 3-dUTP (DNA referencyjne)

lub cyjanina 5-dUTP (DNA badane) 1,5 ul;
- polimeraza Exo(-) Klenow 0,5 ul.

Proby inkubowano zgodnie z ponizszym programem termicznym:
- denaturacja w 95 °C przez 3 min.;
- hamowanie reakcji - dodanie odczynnikow w 4 °C (czas nieograniczony);
- inkubacjaw 37 °C przez 2 h;
- inkubacja w 65 °C przez 10 min.;

- hamowanie reakcji w 4 °C (czas nieograniczony).

3.4.5.3. Oczyszczanie wyznakowanego genomowego DNA

Odczynniki:
- 1X TE (pH 8,0) (Promega).

Aparatura:
- wiréwka miniSpin plus (Eppendorf);
- kolumienki z zestawu SureTag DNA Labeling Kit (Agilent);
- wiréwka 5804R Concentrator plus (Eppendorf).

Wykonanie:

Po etapie fluorescencyjnego znakowania genomowego DNA, proby wirowano przez
1 minute przy predkosci 6000 x g. Do préb dodawano po 430 ul buforu TE. Mieszanine
nanoszono na kolumienki do oczyszczania umieszczane w 2 ml probowkach. Proby
wirowano 10 minut przy predkosci 14000 x g w pokojowej temperaturze. Przesacz
odrzucano. Nastepnie na kolumienke naktadano 480 pl buforu TE. Proby wirowano 1
minute przy predkosci 1000 x g w temperaturze pokojowej. Uzyskiwany przesacz o
objetosci okoto 30 pl, osuszano w systemie prozniowym przez okoto 20-25 minut. Suchy
osad rozpuszczano w 9,5 ul buforu TE. Inkubacja prob na lodzie trwata 5 minut. Do

pomiaru ilosci 1 jako$ci genomowego DNA z kazdej proby pobierano po 1,5 pl.
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3.4.5.4.  Obliczanie stopnia wyznakowania, specyficznej aktywnosci oraz ilosci
oczyszczonego genomowego DNA

Pomiaru stezenia oczyszczonego 1 wyznakowanego fluorescencyjnie genomowego

DNA dokonywano metodg sprektrofotometryczng przy uzyciu aparatu NanoDrop. Aparat

kalibrowano 1 pl buforu DE. Absorbancje¢ mierzono przy dtugosci fal A260 nm (DNA),

AS550 nm (cyjanina 5) oraz A650 nm (cyjanina 3). Otrzymane warto$ci wykorzystywano

do obliczen nastepujacych parametrow stosujac ponizsze wzory:

pmol

. . 340 x m cyjaniny
- stopien wyznakowania gDNA = —5 x100% ;
i gDNA x 1000
pmol . .
L. . Cyjaniny
- specyficzna aktywno$¢ wyznakowanego gDNA = T oA ;
ul

stezenie DNA (%) x objeto$¢ préby (ul)

- 1ilo$¢ oczyszczonego gDNA = 1000 TE
ng

3.4.5.5. Hybrydyzacja
Odczynniki:
- ludzkie Cot-1 DNA (1,0 mg/ml) (Agilent);
- 10x stezony aCGH Blocking Agent (Agilent);
- 2x stezony bufor hybrydyzacyjny HI-RPM Hybrydyzation Buffer (Agilent);

- woda wolna od aktywnosci nukleazowej (Invitrogen).

Aparatura:
- macierz CGH SurePrint G3 Human CGH Microarray Kit, 8x60K (Agilent);

- termocykler C1000 Touch™ (Bio Rad);
- piec hybrydyzacyjny (Shellab).

Wykonanie:
W eksperymencie mikromacierzowym uzywano macierz CGH SurePrint G3 Human

CGH stuzaca do badania genomu cztowieka. Macierze oligonukleotydowe sktadaty si¢ z
sond 60-merowych zaprojektowanych na podstawie sekwencji ludzkiego genomu h18.
W sktad mieszaniny hybrydyzacyjnej wchodzito 8 pl referencyjnego DNA zaleznie
od pici pacjentow oraz 8 ul DNA badanego. Godzing przed rozpoczgciem procedury
hybrydyzacyjnej przygotowywano czynnik blokujgcy dodawajac 1350 ul wody wolnej
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od aktywnos$ci nukleazowej do liofilizowanego 10x stezonego odczynnika aCGH
Blocking Agent i inkubowano go 60 minut w temperaturze pokojowej. Przed uzyciem
mieszano go i wirowano. Do przygotowywania mieszaniny reakcyjnej uzywano:

- Cot-1 DNA 2 ul;

- 10x aCGH Blocking Agent 4.5 ul;

- 2x HI-RPM Hybrydyzation Buffer 22,5 pl.

Do kazdej z prob dodawano po 29 ul mieszaniny reakcyjnej. Proby poddawano 3
minutowej inkubacji w temperaturze 95 °C. Nastepnie pobierano po 40 ul gDNA kazdej
z prob i przen0Szono na osobne miejsce na uszczelce macierzy CGH. Uszczelke
przykrywano szkietkiem mikromacierzy i umieszczano w komorze hybrydyzacyjnej.
Wiasciwy proces hybrydyzacji przebiegat po umieszczaniu komory hybrydyzacyjnej w
piecu hybrydyzacyjnym na 24 godziny w temperaturze 65 °C przy statych obrotach 20

rpm.

3.45.6. Plukanie mikromacierzy
Odczynniki:
- zestaw Oligo aCGH Wash Buffer Kit:
o bufor pluczacy Oligo aCGH Wash Buffer 1;
o bufor pluczacy Oligo aCGH Wash Buffer 2.

Aparatura:
- mieszadto magnetyczne C-MAG HS7 (IKA);

- naczynka do plukania mikromacierzy.

Wykonanie:

Po okresie hybrydyzacji mikromacierz zostala zdemontowana oraz wyptukana
zgodnie z ponizszym opisem:

- naczynie 1 — demontaz w buforze Oligo aCGH Wash Buffer 1 w temperaturze
pokojowej;

- naczynie 2 — ptukanie w buforze Oligo aCGH Wash Buffer 1 w temperaturze
pokojowej przez 5 minut;

- naczynie 3 — ptukanie w buforze Oligo aCGH Wash Buffer 2 w temperaturze 37
°C przez 1 minutg.

Bufory w naczyniach caly czas mieszano na mieszadle magnetycznym.

52



3.45.7.  Skanowanie mikromacierzy
Aparatura:
- laserowy skaner (SureScan Microarray Scanner) z oprogramowaniem
Microarray Scan Control Software (Agilent);
- macierz CGH SurePrint G3 Human CGH Microarray Kit, 8x60K (Agilent);
- kasetka do skanowania mikromacierzy (Agilent).

Wykonanie:
Optukang macierz w kasetce umieszczano w skanerze SureScan Microarray Scanner.

Macierz skanowano przy dhugosci fali 532 nm (DNA referencyjne wyznakowane
cyjaning 3) oraz 640 nm (DNA badane wyznakowane cyjaning 5). Do odczytu

fluorescencji podczas skanowania uzywano protokot AgilentG3 oraz rozdzielczos¢ 3 um.

3.4.5.8.  Analiza obrazu macierzy po skanowaniu
Obrazy macierzy analizowano pod wzgledem jakosci biorac pod uwage intensywnos¢
sygnatow pochodzacych z sond. Na Rycinie 12 przedstawiono przyktadowy obraz

mikromacierzy CGH.

Rycina 12. Obraz po skanowaniu macierzy CGH.

Surowe dane normalizowano w obrgbie poszczegdlnych macierzy, a takze migdzy
macierzami poszczegdlnych pacjentdw. Analizowano intensywno$¢ sygnatu sond
referencyjnych dla genéw podstawowego metabolizmu, a takze sekwencji kontrolnych

tzw. spike in.

3.4.5.9. Analiza zmian cytogenetycznych

Analiz¢ zmian cytogenetycznych wykonywano z uzyciem programu Agilent CGH-
CytoGenomic Edition 2.9.2.0 oraz Agilent Feature Extraction Version 10.7. Badany
material poréwnywano do ludzkiego genomu h19. Generowano raport cytogenetyczny,

na podstawie ktorego uzyskano informacje o kluczowych rearanzacjach i genach
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lezacych w ich obrebie, a takze o rozmiarze zmian wyrazanych w kb, miejscu startu-stopu
(bp), prazku i typie mutacji (delecja/duplikacja). Adnotacje sugerowaly jakie geny maja
swoje loci w rearanzowanych fragmentach chromosomoéw. Wszystkie zmiany byly
istotne statystycznie (p-value < 0,05). Korzystano rowniez z kilku specjalistycznych
narzedzi bioinformatycznych i baz danych takich jak: UCSC Genome Browser [59] do
wizualizacji 1 analizowania genomu z danymi, tj. identyfikacja genoéw i biatek, ich
ekspresja, interakcja i regulacja, oraz GeneCards [122] w celu pozyskania informacji o

genomie, transkryptomie i ludzkich genach.

3.5. Profilowanie ekspresji genéw
3.5.1. Izolacja calkowitego RNA
Odczynniki:
- lizat komoérkowy;
- zestaw Blood/Cell RNA Mini Kit (Syngen):
o etanol (70 %);
o bufor ptuczacy RPI;
o bufor ptuczacy RP2;
o woda wolna od aktywnosci rybonukleaz;
- DNaza I (Qiagen).

Aparatura:
- wirowka miniSpin plus (Eppendorf);
- kolumienki klarujagce KL 1 kolumienki wigzace R (Syngen);

- wytrzasarka Vortex Gene 2 (Scientific Industries).

Wykonanie:

W celu usunigcia statych czastek lizatu na kolumienkg klarujaca KL umieszczang w
2 ml probdéwce nanoszono 100 pl lizatu z komodrek blastycznych. Probg wirowano 2
minuty z maksymalng predkoscig. Przesacz przenoszono do nowej 2 ml probowki i
dodawano 800 pl 70% etanolu. Po mieszaniu zawarto$¢ proboéwki nan0Szono na
kolumienk¢ R umieszczang w probowce do plukania. Wirowano przez 1 minute z
maksymalng predkoscia. Kolumienke R przenoszono do nowej probowki o pojemnosci 2
ml. Przesacz oraz starg probowke odrzucano. Na centralng cz¢$¢ kolumienki R nanoszono
250 pl buforu phluczacego RPI. Prébg wirowano przez 1 minut¢ z maksymalng

predkoscig. Przesacz odrzucano, natomiast probowke pozostawiano. Na kolumienkg R
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nanoszono 100 pl roztworu DNazy I, co miatlo na celu enzymatyczne usunigcie
zanieczyszczen w postaci DNA. Probe inkubowano przez 15 minut w temperaturze
pokojowej. Nastepnie na kolumienke R nanoszono 250 ul buforu ptuczacego RP1 i
wirowano 1 minut¢ z maksymalng predkoscig. Przesacz odrzucano. Na kolumienke R
nanoszono 700 ul buforu ptuczacego RP2 i wirowano 1 minut¢ z maksymalna predkos$cia.
Przesacz odrzucano i zostawiano probowke. Nastepnie ponownie na kolumienke
nanoszono 700 ul buforu ptuczacego RP2 i wirowano 1 minute z maksymalng predkoscia.
Przesgcz odrzucano. Probowke poddawano 3 minutowemu wirowaniu z maksymalng
predkoscig, aby osuszy¢ membran¢ kolumienki i usungé pozostalos¢ buforow
zawierajacych etanol. Kolumienke przenoszono do probéwki elucyjnej o objetosci 1,5
ml. Na kolumienke nanoszono 50 pl wody wolnej od aktywnosci rybonukleaz. Probowki
inkubowano 3 minuty w pokojowej temperaturze az do wsigknigcia wody w membrang.
Probéwki wirowano 2 minuty z maksymalng predkoscig w pokojowej temperaturze. W
przesaczu otrzymywano catkowite RNA, ktore przechowywano w temperaturze -80 °C.
W  kolejnym etapie material poddawano analizie fluorometrycznej oraz

spektrofotometrycznej.

3.5.2. Pomiar spektrofotometryczny RNA
Odczynniki:
- wyizolowane catkowite RNA,

- woda wolna od aktywnosci rybonukleaz (Invitrogen).

Aparatura:
- NanoDrop ND-1000 wraz z oprogramowaniem (Thermo Scientific).

Wykonanie:
Aparat NanoDrop ND-1000 kalibrowano naktadajac 1 ul wody wolnej od aktywnosci

rybonukleaz na rami¢ pomiarowe. Objetos¢ badanego calkowitego RNA to 1 pl.
Absorbancje mierzono dla dtugosci fal A230, A260 oraz A280 nm. Wymagany zakres
dla wartosci okreslajacych jako$¢, czystos¢ oraz stezenie RNA w badanych prébach byt
nastepujacy: A260/A280 nm = 1,9-2,1 oraz A260/A230 nm = 1,8-2,2.

3.5.3. Pomiar fluorometryczny RNA
Odczynniki:

- wyizolowane catkowite RNA;

- Qubit® RNA BR Assay Kit (Invitrogen):
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o Qubit™ Buffer,
o Qubit™ Reagent;
o standardy RNA (0 ng/ul i 100 ng/ul).

Aparatura:
- fluorometr Qubit® 2.0 (Invitrogen);

- wytrzagsarka Vortex Gene 2 (Scientific Industries).

Wykonanie:
W pierwszym etapie przygotowywano roztwor roboczy Qubit™ Working Solution,

ktory dla kazdej badanej proby sktadat sie¢ z 199 ul buforu Qubit™ Buffer oraz 1 pl
odczynnika Qubit™ Reagent. Do przygotowywania dwoch standardow w celu
wyznaczenia krzywej standardowej uzywano po 190 ul roztworu roboczego Qubit™
Working Solution i po 10 pl odpowiednich standardow RNA. Probéwka z mieszaning do
pomiaru zawierata 198 pl roztworu roboczego Qubit™ Working Solution oraz 2 ul
badanego RNA. Po 3 sekundach mieszania, proby inkubowano 2 minuty w pokojowej
temperaturze. Najpierw wyznaczano krzywa st¢zen dla standardow. W tym celu, po kolei
wktadano probowki ze standardami do komory fluorometru Qubit® 2.0 i wykonywano
odczyt. Nastgpnie badane proboéwki pojedynczo wktadano do komory i odczytywano
fluorescencje dla RNA.

3.5.4. Bioanaliza calkowitego RNA
Odczynniki:

- wyizolowane catkowite RNA;

- RNA 6000 Nano Assay Kit (Agilent):
o barwnik Nano Dye Concentrate;
o marker wielkosci Nano Ladder;
o obcigznik Nano Marker;

o zel do elektroforezy Nano Gel Matrix.

Aparatura:
- RNA Nano Chip (Agilent);

- wytrzasarka MS3 Vortexer (IKA);
- wirowka miniSpin plus (Eppendorf);

- strzykawka (Agilent);
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- bioanalizator 2100 (Agilent) z oprogramowaniem 2100 Expert Software
(Agilent).

Wykonanie:
Wszystkie odczynniki wyjmowano 30 minut przed uzyciem, aby osiagnely

temperature pokojowa. Barwnik chroniono przed §wiattem. W celu przefiltrowania zelu
do elektroforezy nanoszono 550 ul Nano Gel Matrix na kolumne filtrujgca i wirowano
10 minut przy predkosci 1500 x g w pokojowej temperaturze. Do 0,5 ml proboéwki wolnej
od RNaz dodawano 65 ul przefiltrowanego zelu i 1 ul barwnika Nano Dye Concentrate.
Probéwke mieszano i wirowano 10 minut przy predkosci 13000 x g. Badane probki RNA
oraz marker wielkos$ci inkubowano w 70 °C przez 2 minuty w celu przeprowadzenia ich
denaturacji.

Na umieszczony w stacji dozujacej RNA Nano Chip nanoszono 9 ul mieszaniny zelu
i barwnika w miejsce oznaczone na chipie jako ,,G”. Strzykawke ustawiano na poziomie
1 ml. Tiok naciskano jednostajnym ruchem, odczekiwano doktadnie 30 sekund, a
nastepnie zwalniano tlok. Po 5 sekundach odciggano ttok do pozycji 1 ml. Na chipie
znajdowaty si¢ 3 miejsca opisane jako ,,G” i z kazdym z nich postgpowano tak samo.
Nastepnie napipetowywano po 5 ul obcigznika Nano Marker do studzienek oznaczonych
od 1 do 12 oraz nanoszono 1 ul markera wielkosci Nano Ladder w miejsce oznaczone
symbolem drabiny. Do studzienek 1-12 nanoszono po 1 ul badanego RNA. Chip
umieszczano w wytrzasarce na 60 sekund i mieszano przy 2400 rpm. W ciggu 5 minut
chip poddawano analizie w bioanalizatorze. Uzywano protokotu do analizy RNA. Na
podstawie wynikow oceniano stopien integralnosci RNA (RNA integrity number; RIN).
Do eksperymentéw mikromacierzowych wykorzystywano proby RNA o wartosci RIN
wyzszym niz 7. Bioanaliza RNA wskazywata rowniez pule 18S 1 28S rRNA. Obecno$¢

dwoch pikow na elektroforegramie §wiadczyla o wysokiej integralno$ci materiatu.
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3.5.5. Doswiadczenie z mikromacierzami ekspresyjnymi

W celu analizy poziomu ekspresji genéw oraz wrazliwo$ci na wybrane antracykliny
(doksorubicyne, daunorubicyng, idarubicyng, mitoksantron) u pacjentow pediatrycznych
ze zdiagnozowang ostrg biataczka limfoblastyczng lub mieloblastyczng przeprowadzano

doswiadczenia z uzyciem macierzy ekspresyjnych.

3.5.5.1. Synteza cDNA

Procedur¢ postepowania oparto na protokole syntezy cDNA w jednym cyklu
korzystajac z zestawu One-Cycle cDNA Synthesis Kit (Affymetrix).

3.5.5.1.1. Przygotowywanie kontroli poly-A
Odczynniki:
- catkowite RNA;
- Eukaryotic Poly-A RNA Control Kit (Affymetrix):
o Poly-A Control Dil Buffer;
o Poly-A Control Stock.

Wykonanie:
Pozytywng kontrolg odwrotnej transkrypcji byly syntetyzowane in vitro poly-RNA

(Poly-A  Control Stock). Zawierala ona geny Bacillus subtillis: dap (kwas
diaminopimelinowy), lys (lizyna), phe (fenyloalanina), thr (treonina). Zastosowanie
roznych stezen transkryptow pozwolito na wewnetrzng kontrolg jakosci znakowania.

Przygotowywano seri¢ rozcienczen poszczegolnych transkryptow: 1:20, 1:50, 1:100.
Stezenia wyjsciowe wynosily odpowiednio: dap 114 nM, lys 7,6 nM, phe 15,2 nM, thr
30,4 nM. W pierwszym rozcienczeniu do 38 ul Poly-A Control Dil Buffer dodawano 2
ul Poly-A Control Stock. Nastepnie 2 pl uzyskanego rozcienczenia dodawano do 98 pl
Poly-A Control Dil Buffer. Trzecie rozcienczenie przygotowywano przez dodawanie 2
pul mieszaniny drugiej serii do 18 pl Poly-A Control Dil Buffer. Nastepnie
przygotowywano proby z 5 ug catkowitego RNA i dodawano do nich po 2 pl mieszaniny
z ostatniego rozcienczenia. Kontrole oraz proby badane amplifikowano i znakowano
jednoczesnie. Ostateczne st¢zenia poszczegolnych kontroli poly-A w probach okre§lano
stosunkiem liczby kopii transkryptu w kontroli do catkowitej ilosci mRNA w probie
badanej. Wartosci te wynosity dla dap 1:6667, lys 1: 100000, phe 1:50000 oraz thr
1:25000.
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3.5.5.1.2. Synteza pierwszej nici cDNA
Odczynniki:
- catkowite RNA;
- First Strand Master Mix:
o 10 mM dNTP (Invitrogen);
o 0,1MDTT;
o 5X 1% Strand Reaction Mix;
- SuperScript II:
o 50 uM T7 Oligo(dT) Primer;
- woda wolna od aktywnosci rybonukleaz (Invitrogen);

- rozcienczone kontrolne transkrypty poly-A RNA.

Aparatura:
- termocykler C1000 Touch™ (Bio Rad);

- wytrzasarka Vortex Gene 2 (Scentific Industries);

- wiréwka miniSpin plus (Eppendorf).

Wykonanie:
Do probowki z catkowitym RNA dodawano po 2 pl rozcienczonej kontroli poly-

A RNA oraz 2 pl 50 uM T7 Oligo(dT) Primer. Nastepnie dodawano odpowiednia
objetos¢ wody wolnej od RNaz, tak, aby dopetni¢ do 12 pl. Mieszaning mieszano 1
wirowano przez 5 sekund. Proby inkubowano przez 10 minut w 70 °C, a nast¢pnie przez
2 minuty w 4 °C.

Mieszanina First Strand Master Mix na jedna probe zawierata 4 pl 5X Strand
Reaction Mix, 2 pl 0,1 M DTT, 1 pl 10 mM dNTP. Mieszano ja 1 wirowano przez 5
sekund. Nastepnie po 7 pl mieszaniny First Strand Master Mix dodawano do kazdej z
prob RNA. Cato$¢ mieszano, wirowano przez 15 sekund i inkubowano 2 minuty w 42
°C. Nastgpnie do kazdej z prob dodawano po 2 pl SuperScript Il oraz odpowiednia
objetos¢ wody wolnej od RNaz, tak aby dopetni¢ do 20 pl. Catos¢ mieszano 1 wirowano
przez 5 sekund. Probowki umieszczano w termocyklerze i poddawano godzinnej
inkubacji w 42 °C. W tym czasie zachodzila reakcja odwrotnej transkrypcji. Reakcje

zatrzymywano poprzez obnizenie temperatury do 4 °C na 2 minuty. Proby wirowano.
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3.5.5.1.4. Synteza drugiej nici cDNA
Odczynniki:
jednoniciowy cDNA,;
Second Strand Master Mix:
o 10 mM dNTP (Invitrogen);
o 5X 2st Strand Reaction Mix;

o ligaza DNA E.coli (Invitrogen);
o polimeraza | DNA E. coli (Invitrogen);

o RNazaH (Invitrogen);

woda wolna od aktywnosci rybonukleaz (Invitrogen);
0,5 M EDTA (Invitrogen);
polimeraza T4 DNA (Invitrogen).

Aparatura:
- termocykler C1000 Touch™ (Bio Rad);

- wytrzagsarka Vortex Gene 2 (Scentific Industries);

- wiréwka miniSpin plus (Eppendorf).

Wykonanie:

Przygotowywano mieszaning na odpowiednia ilos¢ prob wedtug nastepujacych
objetosci poszczegdlnych odczynnikéw przypadajacych na 1 probe: 91 pl wody wolne;j
od aktywnosci rybonukleaz, 30 ul 5X 2st Strand Reaction Mix, 3 ul 10 mM dNTP, 4 ul
polimerazy | DNA z E. coli, 1 ul RNazy H oraz 1 pl ligazy DNA z E.coli. Do kazdej
proby z zsyntetyzowang juz pierwsza nicig cDNA dodawano 130 pl przygotowywanej
mieszaniny. Proby wirowano 5 sekund i inkubowano 2 godziny w 16 °C. Proby
chtodzono na lodzie, dodawano do nich po 2 pl polimerazy T4 DNA 1 inkubowano 5
minut w 16 °C. Nastepnie hamowano reakcj¢ poprzez dodawanie do préb po 10 ul 0,5 M
EDTA.

3.5.5.2.  Oczyszczanie dwuniciowego cDNA
Odczynniki:
- dwuniciowy cDNA,;
- GeneChip Sample Cleanup Module (Affymetrix):
o CcDNA Binding Buffer;
o CcDNA Elution Buffer;
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o CDNA Wash Buffer;
- 96% etanol (POCH);
- 3 M octan sodu (Sigma-Aldrich).

Aparatura:
- wytrzasarka Vortex Gene 2 (Scentific Industries);

- wiréwka miniSpin plus (Eppendorf);
- cDNA Cleanup Spin Column;
- Collection Tube.

Wykonanie:
Do préb z zsyntetyzowanym dwuniciowym cDNA dodawano po 600 pl cDNA

Binding Buffer. Proby mieszano okoto 3 sekundy do uzyskania zottego koloru. W
przypadku, gdy zabarwienie mieszaniny byto pomaranczowe lub fioletowe dodawano do
niej 10 pul 3 M octanu sodu w celu poprawy wydajnosci wytrgcania DNA. Na kolumng
cDNA Cleanup Spin umieszczang w 2 ml probowce nanoszono 500 ul cDNA. Proby
wirowano 1 minute przy 10 000 rpm. Etap ten powtarzano dopoki nie zostata naniesiona
cata objetos¢ ¢cDNA na kolumne. W celu przygotowywania cDNA Wash Buffer do
uzycia, dodawano do koncentratu 24 ml 96% etanolu. Kolumne przektadano do nowej 2
ml probowki. Nanoszono na nig 750 pul cDNA Wash Buffer i wirowano 1 minutg przy
10 000 rpm. Nastepnie proby z otwartymi wieczkami kolumn wirowano 5 minut przy
maksymalnych obrotach. Kolumny z suchymi membranami umieszczano w nowych 1,5
ml probowkach i nanoszono na nie po 14 ul cDNA Elution Buffer. Proby inkubowano 1
minut¢ w temperaturze pokojowej i wirowano 1 minut¢ przy maksymalnych obrotach.

Objetos¢ mieszaniny elucyjnej z cDNA wynosita okoto 12 pl.

3.55.3. Synteza znakowanego biotyna cRNA wraz z ocena jakoSci
preparatow
Odczynniki:
- dwuniciowy cDNA,;
- woda wolna od aktywnosci rybonukleaz (Invitrogen);
- IVT Labeling Kit:
o IVT Labeling NTP Mix;
o IVT Labeling Enzyme Mix;
o 10X IVT Labeling Buffer.
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Aparatura:
- termocykler C1000 Touch™ (Bio Rad).

Wykonanie:
6 ul cDNA przenoszono do sterylnych probowek. Nastepnie dodawano do kazde;j

z nich 34 ul odpowiednio przygotowanej mieszaniny: 24 pl wody wolnej od aktywnosci
rybonukleaz, 12 ul IVT Labeling NTP Mix, 4 ul 10X IVT Labeling Buffer oraz 4 ul IVT
Labeling Enzyme Mix. Calag mieszaning mieszano i wirowano przez 5 sekund. Proby
inkubowano przez 16 godzin w temperaturze 37 °C. Proby cRNA wyznakowanego
biotyng przechowywano w temperaturze -70 °C lub poddawano kolejnemu etapowi

doswiadczenia.

3.5.5.4.  Oczyszczanie wyznakowanego cRNA
Odczynniki:
wyznakowany biotyng cRNA;
96% etanol (POCH);
GeneChip Sample Cleanup Module (Affymetrix):
o IVT cRNA Binding Buffer;
o IVT cRNA Wash Buffer;
o CDNA Elution Buffer;

woda wolna od aktywnosci rybonukleazowej (Invitrogen).

Aparatura:
- wiréwka miniSpin plus (Eppendorf);
- Collection Tube;
- IVT cRNA Cleanup Spin Column;
- spektrofotometr NanoDrop ND-1000 z oprogramowaniem (Thermo Scientific);
- bioanalizator 2100 (Agilent) z oprogramowaniem 2100 Expert Software
(Agilent);

- termoblok ThermoMixer comfort (Eppendorf).

Wykonanie:
Przed rozpoczeciem procedury oczyszczania CRNA, przygotowywano

odczynniki. Do IVT cRNA Wash Buffer dodawano 20 ml 96% etanolu, natomiast IVT
cRNA Binding Buffer ogrzewano do 30 °C w celu rozpuszczenia si¢ precypitatow.
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Do probowki z mieszaning uzyskang po syntezie znakowanego biotyng cRNA,
dodawano 60 pul wody wolnej od aktywnosci rybonukleazowej, 350 pul IVT cRNA
Binding Buffer 1 250 pl 96% etanolu. Zawarto$¢ proby mieszano. Na kolumny IVT cRNA
Cleanup Spin umieszczanej w 2 ml probéwce, nanoszono kolejno 700 ul proby. Kolumny
wirowano przez 15 sekund z predkoscig 10 000 rpm. Nastepnie kolumny umieszczano w
nowych 2 ml probéwkach, a na membrang nanoszono po 500 ul IVT cRNA Wash Buffer.
Proby wirowano przez 15 sekund przy 10 000 rpm. Na kolumny nanoszono 500 ul 80%
etanolu. Proby wirowano przez 5 sekund. Membran¢ kolumny osuszano poprzez 5
minutowe wirowanie przy maksymalnej predkosci z otwartymi wieczkami kolumn.

W celu wyptukania cRNA zwigzanego na ztozu kolumn, nan0Szono na membrang
kolumny 11 pl wody wolnej od aktywnosci rybonukleazowej. Kolumny wirowano przez
1 minute przy maksymalnych obrotach. Nast¢pnie ponownie przemywano kolumny
nanoszac 10 pl wody wolnej od aktywnos$ci rybonukleazowej i wirowano. Ostatecznie
otrzymywano 21 pl eluatu.

W celu oceny jako$ciowej i ilosciowej uzyskiwanych preparatow oczyszczonego
biotynylowanego cRNA dokonywano pomiaru spektrofotometrycznego. Proby
rozcienczano 100- i 200-krotnie. Ilos¢ biotynylowanego cRNA obliczano korzystajac z

ponizszego wzoru:
Ilo$¢ znakowanego CRNA = RNAm — catkowity RNA; * y
gdzie:
RNAm — ilo$¢ cRNA mierzona po reakcji IVT (ug)
RNA, — poczatkowa ilos¢ catkowitego RNA (ng)
y — frakcja cDNA uzyta do reakcji IVT

Pomiar jakosciowy RNA wykonywano z wykorzystaniem bioanalizatora 2100 (Agilent).

3.5.5.5.  Fragmentacja wyznakowanego cRNA
Odczynniki:

- wyznakowany cRNA,;

- Sample Cleanup Module (Affymetrix);

- bX Fragmentation Buffer (Affymetrix);

- woda wolna od aktywnosci rybonukleazowej (Invitrogen).
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Aparatura:
- termoblok ThermoMixer comfort (Eppendorf);

- bioanalizator 2100 (Agilent) z oprogramowaniem 2100 Expert Software
(Agilent).

Wykonanie:
Do mieszaniny z 15 pg wyznakowanego cRNA dodawano 6 pl 5X Fragmentation

Buffer. Objetos¢ proby dopetniano wodg wolng od aktywno$ci nukleazowej do 30 ul
Nastepnie proby inkubowano w 94 °C przez 35 minut i ochtadzano je na lodzie. Przebieg
fragmentacji oceniano podczas bioanalizy materialu. Proby przechowywano w

temperaturze — 20 °C lub uzywano od razu do kolejnego etapu reakcji.

3.5.,5.6. Hybrydyzacja cRNA do mikromacierzy ekspresyjnej
Odczynniki:

- pofragmentowany wyznakowany biotyng cRNA;

- woda destylowana Molecular Biology Grade (Gibco);

- MES Hydrate (Sigma-Aldrich);

- MES Sodium Salt (Sigma-Aldrich);

- 0,5M EDTA (Sigma-Aldrich);

- 5 M NaCl (Ambion);

- 10 % Tween-20 (Pierce Chemical);

- 10 mg/ml DNA spermy $ledzia (Promega Corporation);

- GeneChip Eucaryotic Hybridization Control Kit (Affymetrix):
o 20X Eucaryotic cRNA Hybridization Controls;
o 3 nM Control Oligonucleotide B2;

- 50 mg/ml BSA (Invitrogen);

- DMSO (Sigma-Aldrich);

- Wwoda wolna od aktywnosci rybonukleazowej (Invitrogen).

Aparatura:
- mikromacierz GeneChip® Human Genome U133A 2.0 Array (Affymetrix);

- piec hybrydyzacyjny Hybridization Oven 640 (Affymetrix);
- termoblok ThermoMixer comfort (Eppendorf);

- wirowka miniSpin plus (Eppendorf).
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Wykonanie:
W reakcji uzywano pozytywnych kontroli (hybrydyzacji, oczyszczania buforami,

barwienia) w postaci biotynylowanych antysensownych transkryptow gendéw bioB
(stezenie wyj$ciowe roztworu kontroli 30 pM), bioC (100 pM), bioD (500 pM)
uczestniczacych w szlaku syntezy biotyny u bakterii E. coli oraz genu cre (2000 pM)
kodujacym rekombinazg bakteriofaga P1, a takze syntetyczne wyznakowane biotyng
oligonukleotydy (50 pM). Przed uzyciem, kontrole ogrzewano w temperaturze 65 °C do
rozpuszczenia si¢ precypitatdow, a nastepnie stezone roztwory kontroli rozcienczano 20-
krotnie.

Przygotowanie buforu 12X MES Stock Buffer polegato na rozpuszczaniu 64,61 ¢
MES Hydate i 193,3 g MES Sodium Salt w 800 ml wody destylowanej. Warto$¢ pH
ustalano miedzy 6,5 a 6,7. Dodawano wody destylowanej do uzyskania koncowej
objetosci 1000 ml. Tak przygotowywany bufor filtrowano korzystajac z filtra o wielko$ci
porow 0,2 um. Koncowe stezenia odczynnikow to 1,22 M MES oraz 0,89 M [Na'].

W celu przygotowania odczynnika 2X Hybridization Buffer do 19,9 ml wody
destylowanej dodawano 8,3 ml 12X Mes Stock Buffer, 17,7 ml 5 M NaCl, 4 ml 0,5 M
EDTA oraz 0,1 ml 10% Tween-20. Koncowe st¢zenia odczynnikéw byly nastepujace:
100mM MES, 1 M [Na'], 20 mM EDTA, 0,01% Tween-20. Przed uzyciem bufory
przechowywano w temperaturze 4 °C w ciemnosci.

Do kazdej proby zawierajacej 10 g pofragmentowanego biotynylowanego cRNA
dodawano nastepujace odczynniki: 3,3 pl 50 pM Control Oligonucleotide B2, po 10 pl
kontroli bioB (1,5 pM), bioC (5 pM), bioD (25 pM), cre (100 pM), 2 ul 0,1 mg/ml DNA
spermy $ledzia, 2 ul 0,5 mg/ml BSA, 100 pl 1X Hybridization Buffer, 20 ul 10% DMSO
oraz dopetniano wodg destylowang do uzyskania 200 ul objetosci. Tak przygotowywang
mieszaning hybrydyzacyjna inkubowano w 99 °C przez 5 minut, nastgpnie wirowano jg
przez 5 minut przy maksymalnej predkosci.

Na macierz nanoszono 130 ul 1X Hybridization Buffer i obracajac inkubowano
w 45 °C przez 10 minut. Bufor z kartridza mikromacierzy usuwano i nanoszono 130 pl
mieszaniny hybrydyzacyjnej. Plytki ~mikromacierzy —umieszczano w  piecu

hybrydyzacyjnym na 16 godzin w 45 °C. Plytki obracaty si¢ z predkoscig 60 rpm.
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3.5.5.7. Plukanie macierzy
Odczynniki:
- 20X SSPE (3 M NaCl, 0,2 M NaH2PO4, 0,02 M EDTS) (Cambrex Corporation);
- 10 % Tween-20 (Pierce Chemical);
- 5 M NaCl (Ambion);
- 12X MES Stock Buffer;
- przeciwciata IgG (Sigma-Aldrich);
- 1 mg/ml SAPE (Molecular Probes);
- 50 mg/ml BSA (Invitrogen);
- 0,5 mg/ml kompleks biotyna — streptawidyna (Vector Laboratories);

- woda destylowana (Gibco).

Aparatura:
- mikromacierz GeneChip® Human Genome U133A 2.0 Array (Affymetrix);

- Stacja pluczaca Affymetrix Fluides Station 450/250 z oprogramowaniem GCOS
1.4 (GeneChip Operating Software 1.4).

Wykonanie:
W celu otrzymania buforu Non-Stringent Wash Buffer do 699 ml wody

destylowanej dodawano 300 ml 20X SSPE, 1 ml 10 % Tween-20. Koncowe stezenie
reagentow wynosito 6X SSPE oraz 0,01% Tween-20. Stringent Wash Buffer otrzymywno
poprzez dodanie do 910,5 ml wody destylowanej nast¢pujacych odczynnikoéw: 83,3 ml
12X MES Stock Buffer, 5,2 ml 5 M NaCl oraz 1 ml 10 % Tween-20. Koncowe st¢zenie
reagentdw wynosito 100 mM MES, 0,1 M [Na*] oraz 0,01 % Tween-20. 2X Stain Buffer
przygotowywano dodajac 41,7 ml 12X MES Stock Buffer, 92,5 ml 5M NaCl i1 2,5 ml
10% Tween-20 do 113,3 ml wody destylowanej. Koncowe stezenia reagentow wynosity
100 mM MES, 1 M [Na+] oraz 0,01% Tween-20. Kazdy bufor filtrowano przepuszczajac
przez filtr o $rednicy porow 0,2 um i przechowywano je w temperaturze migdzy 2 a 8 °C
W ciemnym miejscu.

W celu przygotowywania roztworu przeciwciat IgG do 5 ml 150 mM NaCl
dodawano 50 mg przeciwciat IgG. Koncowe stezenie reagenta wynosito 10 mg/ml.
Przechowywano go w temperaturze 4 °C.

Do przygotowania roztworu przeciwcial Antibody Solution Mix uzywano

nastepujgcych odczynnikow: 300 ul 2X Stain Buffer, 24 ul 50 mg/ml BSA, 6 ul 10 mg/ml
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Goat IgG Stock, 3,6 ul 0,5 mg/ml biotynylowane przeciwciala oraz 266,4 ul woda
destylowana.

Roztwor z kompleksem streptawidyna-fikoerytryna (SAPE Solution Mix)
przygotowywano taczac nastepujace odczynniki: 600 pl 2X Stain Buffer, 48 pl 50 mg/ml
BSA, 12 pl 1 mg/ml SAPE oraz 540 ul woda destylowana.

Po zakonczeniu procesu hybrydyzacji, mikromacierze przenoszono do stacji
pluczacej, ktora umozliwiata zautomatyzowane ptukanie i jego monitorowanie. Proces
barwienia i plukania kontrolowano w programie Affymetrix® Microarray Suite 5.0
stosujac ponizszy protokot:

- przemywanie pohybrydyzacyjne 1:

130 ul Non-Stringent Wash Buffer; 30 °C; 10 cykKli (2 mieszania/cykl);
- przemywanie pohybrydyzacyjne 2:

130 pl Stringent Wash Buffer; 50 °C; 6 cykli (15 mieszan/cykl);
- barwienie 1:

600 pul roztworu SAPE,; 35 °C; 1 cykl; 5 min.;
- przemywanie po znakowaniu:

130 pl Non-Stringent Wash Buffer; 30 °C; 10 cykli (4 mieszania/cykl);
- barwienie 2:

600 pl roztworu przeciwciat; 35°C; 1 cykl; 5 min.;
- barwienie 3:

600 ul roztworu SAPE; 35°C; 1 cykl; 5 min.;

- koncowe ptukanie:

130 ul Non-Stringent Wash Buffer; 30 °C; 15 cykli (4 mieszania/cykl).

3.5.5.8.  Skanowanie macierzy
Macierz oswietlano $wiattem o dtugosci fali 488 nm. Diugos¢ fali wzbudzenia
fluorescencji wynosita 570 nm. W analizie wykorzystano zalezno$¢, ze natezenie Swiatta

jest proporcjonalne do stezenia cRNA przylaczonego do macierzy.

Aparatura:

- laserowy skaner (GeneChip® Scanner 3000) razem z oprogramowaniem
Affymetrix® Microarray Suite 5.0 (Affymetrix);
- macierz HG-U133A 2.0.
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Wykonanie:

Przeptukane macierze umieszczano w kieszonce skanera. Fluorescencje
odczytywano przy dlugosci fali 570 nm, odpowiadajacej maksimum absorpcji
fikoerytryny. Bazujac na danych z oprogramowania mozna byto wskazywaé pozycje
sond na macierzy i na tej podstawie mozliwe bylo okreslanie odczytow dla
poszczeg6lnych genow. Dane poddawano analizie statystycznej oraz bioinformatycznej.
Przeprowadzono normalizacj¢ danych. Analize ontologiczng genéw przeprowadzono z
wykorzystaniem bazy Panther (Protein Analysis Through Evolutionary Relatioships)
wersja 7.0 (SRI International, Menlo Park, California, USA) [123], KEGG (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomics) [124] oraz GeneCards The Human Gene Database
[122].

3.5.5.9. Normalizacja danych

Etap ten przeprowadza si¢ w celu zmniejszenia prawdopodobienstwa bledow
pomiarowych poziomu ekspresji genéw. Porownywano sygnaty w obrebie kazdej pary
sond. cRNA silniej hybrydyzuje z sondg idealnie komplementarng (perfect match, sonda
PM) niz z r6znigca si¢ pojedynczym nukleotydem (mismatch, sonda MM). Ponadto, na
macierzy umieszczono transkrypty genow metabolizmu podstawowego (housekeeping
genes): GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase), ISGF-3 (interferon-
stimulated gene factor 3) oraz STAT1 (signal transducer and activator of transcription
1). Kontrolami wewnetrznymi byto réowniez 100 transkryptow (synteza in vitro) o

znanych stezeniach. Hybrydyzowano je razem z badanym RNA.

3.5.,5.10. Analiza statystyczna
Wiarygodnos$¢ uzyskanych wynikéw oceniano na podstawie wartosci ponizszych
parametrow:

- moc — odsetek genow, ktorych ekspresja ulegla istotnej zmianie; im wynik
blizszy 100% tym wigcej gendw ze zmieniong ekspresja;

- wspolczynnik zafalszowania btgdow (false discovery rate, FDR) wyliczany
za pomocg testu Benjamini-Hochberg; okresla odsetek genéw nieprawidlowo
sklasyfikowanych jako rdznigce si¢ statystycznie; pozadany jest wynik jak
najblizszy 0%; za graniczng akceptowalng wartos¢ przyjeto FDR < 10%; FDR

1% wiarygodnie wskazywata na zwigzek danego genu z analizowang cecha;
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- test Wilcoxona — nieparametryczny test rang; pozadana wartoscig testu
okreslono na p-value < 0,05; geny réznigce si¢ ekspresja wigcej niz 2 razy sa
potencjalnymi genami regulatorowymi;

- test Spearmana — permutacyjny test korelacji; okresla zwigzek zmiany w

poziomie ekspresji genow z badang cecha.

3.5.,5.11. Analiza ontologiczna

W pierwszym kroku dane ze skanowania macierzy ekspresyjnych normalizowano, co
pozwolito zminimalizowa¢ ryzyko bltedow w pomiarze poziomu ekspresji gendw.
Nastgpnie z uzyciem programu Panther wersja 7.0 [123] profile poddano analizie pod
katem funkcji molekularnych gendw, ich udziatu w procesach biologicznych i szlakach
komorkowych. W analizie uwzgledniano tylko geny, dla ktorych wykazano krotnos¢
zmiany (Fold Change, FC) powyzej 2 oraz istotnos$¢ statystyczna (p-value < 0,05).

3.5.6. Weryfikacja wynikéw

Analizujac wyniki eksperymentéw mikromacierzowych wybrano 21 genéw do
weryfikacji wynikéw metoda ilosciowego PCR w czasie rzeczywistym. Zmiany w
poziomie ekspresji badano zarowno w grupie pacjentoéw oraz w niezaleznej grupie.

Walidacji poddawano geny zwigzane z profilem opornosci na badane leki
antracyklinowe: ABCG1, ANXA1, ARAP1, CASP1, CDKN1A, CDKN1B, DUSP2, FGR,
HK3, IFIT3, ITGAM, ITGB2, PCDH9, RETN, RUNX1, SERPINA1, TBL1XR1, TCF7,
TTC28, WDR26 oraz WNK1. Reakcje przeprowadzano w obecnos$ci genow
referencyjnych ACTB, TUBA1B, SDHA oraz GAPDH.

3.5.6.1. Synteza cDNA
Odczynniki:

- calkowity RNA;

- Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche Diagnostics):
o Transcriptor High Fidelity Reverse Transcriptase;
o Transcriptor High Fidelity Reverse Transcriptase Reaction Buffer 5X;
o 40 U/ul Protector RNase Inhibitor;
o dNTP mix, PCR-grade; 10 mM kazdy;
o 600 pmol/ul losowe heksamery;
o 100 mM ditiotreitol;

o Woda wolna od aktywnosci nukleazowej.
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Aparatura:
- termoblok ThermoMixer comfort (Eppendorf)

Profil termiczny:
65 °C 10 min;

4°C  dodawanie odczynnikow;
55°C 30 min.;
85°C 5min.;

4°C hamowanie reakcji.

Wykonanie:
Bazujac na catkowitym RNA syntetyzowano cDNA. Na podstawie

spektrofotometrycznego pomiaru st¢zenia obliczano objetos¢ roztworu zawierajacego 4
ug catkowitego RNA. Do odpowiedniej objetosci RNA dodawano 2 ul losowych
heksamerdéw. Probe uzupelniano woda wolng od aktywnosci nukleazowej do 11,4 pul. W
celu denaturacji drugorzgdowych struktur, probg inkubowano w 65 °C przez 10 min.
Nastepnie dla proby przygotowywano mieszaning reakcyjna dodajac poszczegdlnych
odczynnikow: 4 ul Transcriptor High Fidelity Reverse Transcriptase Reaction Buffer, 0,5
ul Protector RNase Inhibitor, 2 ul ANTP mix, 1 ul DTT oraz 1,1 pl Transcriptor High
Fidelity Reverse Transcriptase. Do proby dodawano 8,6 pl mieszaniny i inkubowano jg
w 55 °C przez 30 minut. Nastgpnie w celu zahamowania reakcji, temperature zmieniano

na 85 °C przez 5 minut. Proby przechowywano w temperaturze -20 °C.

3.5.6.2.  Sprawdzanie jako$ci cDNA i specyficzno$ci starterow

Przeprowadzajac PCR dla kazdego genu sprawdzano jako$¢ cDNA,
specyficznos¢ starteroOw oraz ustalano warunki reakcji (np. temperatur¢ topnienia
(melting temperature, Tm)). Sekwencje starterow ustalano korzystajac z programu
Universal ProbeLibrary Assay Design Center Roche Diagnostics (Tabela 9). Startery
analizowano takze pod wzgledem tworzenia struktur drugorzegdowych (homodimery,
heterodimery, struktury szpilek do wlosow) w programach Primer Blast [125] oraz
OligoAnalyzer 3.1 [126].

Odczynniki:
- cDNA;

- polimeraza Phusion High-Fidelity DNA (Finzymes):
o 100 U Phusion® DNA Polymerase;
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o 5X Phusion HF Buffer;
o 50 mM MgCly;

- startery (oligo.pl);

- woda do PCR (Fermentas).

Aparatura:
- termocykler C1000 Touch™ (Bio Rad).

Profil termiczny:

1. denaturacja wstepna: 95 °C 5 min.

2. denaturacja matrycy: 95°C 30s

3. hybrydyzacja starterow: 60°C 15s

4. wydluzanie startera: 72 °C 30s
kroki od 2 do 4 — 35 cykli

5. koncowe wydtuzanie: 72 °C 10 min.

Wykonanie:
Do amplifikacji wykorzystywano 1 pl cDNA. Do kazdej proby dodawano 19 pl

mieszaniny reakcyjnej, przygotowywanej zgodnie ponizszym protokotem Proby
poddawano dziataniu wyzej opisanemu profilowi termicznemu.

Mieszanina reakcyjna:

- cDNA 1 ul;

- 5X Phusion HF Buffer 4 ul;

- mieszanina dNTP 0,4 ul;
- 100 mM starter prawy 0,1 pl;
- 100 mM starter lewy 0,1 ul;
- 100 U Phusion® DNA Polymerase 0,2 ul;
- wody do PCR 14,2 ul.
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Tabela 9. Charakterystyka starterow do PCR w czasie rzeczywistym.

Sekwencja starteréw Dlugosé . . Wiel.koéc'
Gen Tm | % GC Sekwencja amplikonu amplikonu
5>3) (h2) (
pz)
ABCG1 L:acctticctatteggttcetg 21 59 48 acctttcctattcggttcctgaaggaccetggtggaggaagaaaggatacaagaccctcctgaaaggaatticcgggaagttcaatagtggtgagtiggtgg 102
R:ccaccaactcaccactattgaac 23 60 48
L:cgatctgaggactttggtgtg 21 60 52
ANXA1 Regtttacgtotgtcecetticte 7 59 50 cgatctgaggactttggtgtgaatgaagacttggctgattcagatgccagggccttgtatgaagcaggagaaaggagaaaggggacagacgtaaac 96
ARAP1 L:cgteacaccagteatcaag 20 60 25 ccgtcacaccagtcatcaaggctggctggetggacaagaacccaccgcagggatcttacatctatcagaaacgatgggtgagacty 86
R:cagtctcacccatcgtttcty 21 61 63
CASP1 L:ggggtacagegtagatgtgaa 20 59 52 ggggtacagcgtagatgtgaaaaaaaatctcactgcttcggacatgactacagagctggaggcatttgcacaccgcccagagcacaagacctctgacagea 101
R:cttcccgaataccatgagaca 21 57 47
CDKNIA L :tgtcactgtcttgtacccttgty 23 60 48 tgtcactgtcttgtacccttgtgcctcgetcaggggagceaggcetgaagggtecccaggtggacctggagactctcagggtcgaaaacggeggcagaccagcatg 130
R:cggcgtttggagtggtagaa 18 60 61 acagatttctaccactccaaacgecg
CDKN1B ;;z;afsssggxg::;?:;tgg i; Zg 2; ctagagggcaagtacgagtggcaagaggtggagaagggcagcttgcccgagttctactacagacccecegeg 71
L:tatccctgtggaggacaacc 20 59 55
DUSP2 R-cocagicaaigangoctaty 20 59 50 tatccctgtggaggacaaccagatggtggagatcagtgcctggttccaggaggcecataggcttcattgactggg 74
FGR L:atgggeggctactacatcac 20 >9 > atgggcggctactacatcaccacacgggttcagttcaactcggtgcaggagctggtgcagcactacatggaggtgaatgacgggcetg 87
R:cagcccgtcattcaccte 18 60 61
HK3 L:ggagcaccctcatttcctg 19 60 58 ggagcaccctcatttcctggaccaaaggttttaggtgcagtggtgtggaaggccaggatgtggtccagetgetgagagatgccattcggaggcagggggcectac 132
R:cgttcaccacagcaaccac 19 61 58 aacatcgacgtggttgctgtggtgaacy
IFIT3 L:ggaagaaaagcccaacaacc 20 60 50 ggaagaaaagcccaacaacccagaattctcctctggactggeaattgcgatgtaccatctggataatcacccagagaaacagttctctactgatgttttgaagcagg 111
R:atggcctgcttcaaaacatc 20 60 45 ccat
ITGAM L:agtccaacgctaatgtcaagg 21 60 61 agtccaacgctaatgtcaagggcacccagatcggegectacttcggggecteectetgetcecgtggacgtggacagcaacggceagcaccgacctggtectcate 134
R:tcgggtctgctegtagtaatg 21 59 58 ggggccccccattactacgagcagacccga
ITGB2 L:agctgtccccacaaaaagty 20 58 50 agctgtccccacaaaaagtgacgcttitacctgcgaccaggecaggeageagegttcaacgtgaccttceggegggecaagggctaccecatcgacctgtactat 126
R:tggagtaggagaggtccatcag 22 60 54 ctgatggacctctcctactcca
PCDH9 L:caactctgatcccaactctgatg 23 61 48 caactctgatcccaactctgatgggcectttgggtccccgaggattagetgaagetacagagatgtgeactcaagagtgettggttttgggtcactctgataattgetg 132
R:tatggacccaagccagga 18 59 56 gatgcctectggettgggtccata
L:ccaccgagagggatgaaag 19 60 58
RETN R-calggapcacagagteiy 9 &0 58 ccaccgagagggatgaaagctctctgtctectectecteectgtectggggcetgttggtgtctagcaagaccctgtgctcecatg 84
RUNXL L:gacagccccaacttcetct 19 59 58 gacagccccaacttcctctgeteegtgetgectacgeactggegetgcaacaagaccetgceccatcgetttcaaggtggtggecctaggggatgttccagatgge 134
R:tcattgccagccatcaca 18 60 50 actctggtcactgtgatggctggcaatga
SERPINAL L:caactgggcatcactaaggtc 21 59 52 caactgggcatcactaaggtcttcagcaatggggctgacctctccggggtcacagaggaggcaccectgaagetetccaaggecgtgeataaggetgtgetgac 128
R:gcttcagtccctttctcgte 20 59 55 catcgacgagaaagggactgaagc




cd. Tabela 9. Charakterystyka starterow do PCR w czasie rzeczywistym.

TBLIXR1 L :acatctggaacacgcagaca 20 59 50 acatctggaacacgcagacaggtgctctagttcacagctataggggaacaggtggaatatttgaagtttgctggaatgcagcaggagacaaagttggagecagtg 110
R:tgatgcactggctccaact 19 59 52 catca
TCF7 L:ccgcaacctgaagacacaa 19 60 53 ccgcaacctgaagacacaagcagagtccaaggcagagaaggaggccaagaagccaaccatcaagaageccctcaatgecttcatgctgtacatgaaggagatg 116
R:tgaccttggctctcatctcc 20 60 55 agagccaaggtca
L :tctcectttgggctagtgg 19 58 57
TTC28 87
R-cctcatgtoggattgtitca 20 55 5 tctcectttgggctagtggaaacttggaggaggeccaacaccagctttatagggeatcagecttgtttgaaacaatccgacatgagg
L :gcattctcctcatgctattgtg 22 59 45
WDR26
R tgccatcotocaggtatict 20 59 50 gcattctectcatgctattgtgaggatgaagtttttgctgctgcagcagaagtacctagaatacctggaggatggea 77
WNK1 L:ccagaaagccgattacgaga 20 60 50 ccagaaagccgattacgagaatcaaaagttitccccagtgaaataacagatacagttgctgectetacagetcagagecctggaatgaactigtcteactctgcatcat 111
R:ggatgatgcagagtgagacaag 22 59 50 cc
ACTB Liccaaccgegagaagalga 18 1801 98 | caaccqegagasgatgacccapatcatytitgagaceitcascaccecagocatgtacgtigetatreaggetgtyetatcotgtacgectct 97
R:ccagaggcgtacagggatag 20 59 60 gcgagaagatg gatcatgttigag gccatgtacgttg ggctgtg gtacgcctctgg
TUBAILB L :tgcgttacttacctcgactctt 22 58 45 tgcgttacttacctcgactcttagetigtcggggacggtaaccgggacceggtgtetgetectgtegecttegectectaatcectagecactatgegtgagtgcatcte 122
R:ccaacgtggatggagatg 18 58 56 catccacgttgg
SDHA L :cagaccatctacggagcagag 21 60 57 ct ‘ ‘ . " ttat 80
R-tcatcaatccgeacciigt 9 &0 a7 cagaccatctacggagcagaggcacggaaggagtcacggggcgegcatgccagggaagactacaaggtgcggattgatga
L :agccacatcgetcagacac 19 60 58
GAPDH 66
R-gcccaatacgaccaaatec I &0 53 agccacatcgctcagacaccatggggaaggtgaaggtcggagtcaacggatttggtcgtattggge

L — lewy starter; R — prawy starter




3.5.6.3.  Analiza produktéw PCR
Odczynniki:
agaroza Basica Le GQT (Prona);
bufor 10X TBE (pH 8,4):
o 0,89 mM Tris (Sigma-Aldrich);
o 0,22 mM EDTA (Sigma-Aldrich);
o 0,89 mM kwas borowy (Sigma-Aldrich);
O’GeneRuler™ Ultra Low Range DNA Ladder, ready-to-use, 10-300 bp
(Fermentas):

o O’GeneRuler™ Storage and Loading Buffer ;
o 6X Orange DNA Loading Dye;
o O’GeneRuler™ Ultra Low Range DNA ladders (wielko$ci markera: 300,
200, 150, 100, 75, 50, 35, 25, 20, 15, 10 pz);
bufor 1X TBE;
SybrGreen | (ThermoScientific).

Aparatura:
- aparat do elektroforezy (BioRad);

- transiluminator UV (Multi Doc-It Digital Imaging System UVP) z

oprogramowaniem.

Wykonanie:

Do przygotowywania 3% zelu agarozowego uzywano 50 ml 1X TBE oraz 1,5 g
agarozy. Mieszaning ogrzewano do rozpuszczenia si¢ agarozy. Lekko przestudzong
mieszaning wylewano na przygotowane wczesniej Saneczki z grzebieniami i
pozostawiano na okoto 20 minut w celu polimeryzacji zelu. Wyciagano grzebienie z zelu
i wktadano go do aparatu zalanego buforem 1X TBE. Do prob z amplifikowanym
materiatem po qPCR dodawano po 3 pl obcigznika i na zel nanoszono 10 pl mieszaniny.
Elektroforeze prowadzano przez 30 minut pod napigciem 130 V. Nastepnie wykonywano
zdjecie z transiluminatora UV, na podstawie ktorego oceniano jakos$¢ i ilos¢ produktu
PCR.
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3.5.6.4. PCR w czasie rzeczywistym
Wykorzystujac technike ilosciowej PCR okreslono wzgledny poziom ekspresji 21
gendéw badanych w obecnosci 4 genow referencyjnych. W qPCR uzywano starterow

Universal ProbeLibrary Roche Diagnostics.

Odczynniki:
- Universal ProbeLibrary Set, Human (Roche Diagnostics):

o CDNA;

o 20 uM starter prawy (osobne startery dla kazdego z genow);
o 20 uM starter lewy (osobne startery dla kazdego z genow);
o 10 uM proba UPL (osobne sondy dla kazdego z genow);

o 2X LightCycler® 480 Probes Master;

o woda do PCR.

Aparatura:
- termocykler LightCycler® 480 z oprogramowaniem LightCycler® 480 Software,

Version 1.5 (Roche Diagnostics);

- biale plytki 96-dotkowe LightCycler® 480 Multiwell Plate 96 (Roche
Diagnostics);

- folie do ptytek LightCycler® 480 Sealing Foil (Roche Diagnostics).

Profil termiczny:

- inkubacja wstgpna: 1 cykl, 95 °C, 10 min., tempo wzrostu temperatury 4,4 °C/s
- amplifikacja: 45 cykli

o 95°C, 10 s, tempo wzrostu temperatury 4,4 °C/s,

o 60 °C, 20 s, tempo wzrostu temperatury 2,2 °C/s,

o 72°C,1s,tempo wzrostu temperatury 4,4 °C/s, - odczyt sygnatu

- ochfadzanie: 1 cykl, 40 °C, 30 s, tempo wzrostu temperatury 2,2 °C/s.

Wykonanie:
Dla genow referencyjnych oraz dla kazdego z analizowanych genow

przygotowywano krzywe wzorcowe (regresji) dla réznych rozcienczen matrycy. Badano
probe nierozcienczong oraz rozcienczong 5-, 25-, 125- i 625-krotnie. W kazdej reakcji
badano réwniez probe zerowa niezawierajagca cDNA. Mieszanina reakcyjna zawierata:
10 ul 2X LightCycler® 480 Probes Master, 0,1 ul starter prawy, 0,1 ul starter lewy, 0,25
ul préby UPL, 8,55 ul wody do PCR oraz 1 ul cDNA wyjsciowego lub rozcienczonego.
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Na podstawie uzyskiwanych wartosci Ct dla poszczegolnych rozcienczen, otrzymywano
wykres z rownolegtymi sigmoidalnymi krzywymi o takim samym nachyleniu. Bazujac
na uzyskanej krzywej standardowej wyliczano wspotczynnik regresji (R?) oraz okreslano
wydajnos¢ reakcji E (efficiency). Etap optymalizacji reakcji miat na celu uzyskiwanie jak
najwyzszej wydajnosci reakcji bliskiej 100%, wtedy wartos¢ E réwna si¢ 1. W takim
przypadku wspétczynnik kierunkowy prostej wynosit -3,32. Swiadczy to o dobrze
dobranych proporcjach sktadnikéw mieszaniny reakcyjnej, a krzywa informuje o
podwojeniu iloci produktu kazdym cyklu reakc;ji.

Dla 155 pacjentow ze zdiagnozowang AML lub ALL przeprowadzano PCR w
czasie rzeczywistym. Dla kazdego genu i prob zerowych bez cDNA przeprowadzano 2
niezalezne powtorzenia. Mieszaning reakcyjng przygotowywano zgodnie z wyzej
opisanym protokotem. Proby naktadano na 96-dotkowe ptytki przeznaczone do gPCR.
Ptytki zaklejano folig. Reakcje przeprowadzano zgodnie z powyzszym profilem

termicznym uwzgledniajac Tm starterow.

3.5.6.5.  Analiza wynikéw PCR w czasie rzeczywistym

Wyniki gPCR odczytywano w oprogramowaniu LightCycler® 480 Software. Na
ich podstawie obliczono zmian¢ poziomu ekspresji genéw. Podczas analizy danych
korzystano z programu RESTO (Relative Expression Software Tool, QIAGEN). Dzi¢ki
niemu mozliwe bylo przeprowadzenie normalizacji wynikow, analizy istotnosci
statystycznej roznic w poréwnywanych genach (test randomizacji realokacji par
skojarzonych, Pair Wise Fixed Reallocation Randomization Test©) oraz obliczen
wzglednego poziomu ekspresji z uwzglednieniem efektywnos$ci reakcji. Ponadto, dla
uzyskanych wynikéw wzglednego poziomu ekspresji policzono istotno$¢ statystyczng

testem Manna-Whitneya.
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4. WYNIKI

4.1.  Analiza jakoSciowa i iloSciowa gDNA

4.1.1. Pomiar fluorometryczny i spektrofotometryczny

Z komorek biataczkowych pozyskanych od dzieci chorych na ostrg biataczke

limfoblastyczng lub mieloblastyczng wyizolowano genomowe DNA, ktore bylo

poddawane analizie spektrofotometrycznej (Nanodrop) i fluorometrycznej (Qubit).

Uzyskane parametry pozwolity na ocen¢ jakoS$ci oraz ilosci wyizolowanego genomowego

DNA (Tabela 10).

Tabela 10. Wyniki pomiaru spektrofotometrycznego oraz fluorometrycznego genomowego DNA.

] ilos¢ DNA 2] | ilos¢ DNA [§] | 4260 | 4260

Numer proby ul o —

(Nanodrop) (Qubit) A280 | A230
1 120,94 82,60 1,89 2,12
2 135,55 100,00 1,85 1,75
3 35,99 19,60 1,89 1,72
4 61,05 42,30 1,87 2,10
5 40,60 25,17 1,87 1,83
6 59,91 38,40 1,94 2,03
7 80,22 50,40 1,85 2,21
8 98,82 94,50 1,89 2,23
9 73,60 81,70 1,78 1,77
10 49,19 81,70 1,83 1,76
11 107,73 70,33 1,89 2,16
12 123,89 63,40 1,86 2,23
13 4571 35,20 1,94 2,20
14 41,64 32,71 1,89 2,07
15 163,92 78,16 1,80 1,90
16 24,23 20,30 1,80 2,10
17 130,37 78,00 1,82 2,25
18 137,55 80,90 1,92 1,83
19 435,56 210,7 1,83 2,22
20 40,31 31,60 1,77 2,15
21 90,57 71,30 1,81 1,73
22 43,93 25,00 1,88 2,28
23 79,47 45,73 1,79 2,05
24 63,50 33,60 1,89 2,23
25 54,07 38,80 191 2,22
26 48,26 28,00 1,81 2,06
27 100,47 75,90 1,96 2,27
28 37,00 25,11 2,00 1,73
29 563,32 510,00 1,83 2,20
30 66,58 33,00 2,00 2,25
31 12,76 4,91 1,61 2,20
32 29,31 24,33 1,84 2,15
33 55,85 39,10 1,87 2,06
34 84,60 42,10 1,81 2,07
35 86,14 44,90 1,84 2,27
36 143,51 58,50 1,92 2,07
37 64,19 35,50 1,87 2,20
38 49,69 33,29 1,95 1,94
39 49,51 33,17 1,93 2,08
40 111,67 62,12 1,96 2,10
41 50,42 27,50 1,86 1,95
42 52,90 35,18 1,81 2,12
43 220,78 135,63 191 1,96
44 422,42 240,78 1,94 1,76
45 41,26 22,87 1,79 2,05
46 34,90 25,23 1,90 2,22
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Jako$¢ wyizolowanego genomowego DNA okreslono przy absorbancji 230, 260 oraz
280 nm. Oczekiwane wartosci to A260/A280 nm = 1,7-1,9 oraz A260/A230 nm = 1,8-
2,2. Srednia oraz mediana dla parametru A260/A280 nm wynosita 1,87, natomiast dla
A260/A230 nm wynosita 2,1. Kilka prob przekroczylo pozadane parametry dla
A260/A280 nm o wartos¢ 0,1, natomiast dla A260/A230 o warto$¢ 0,08. Nieznaczne
odstepstwa moga sugerowac niewielka pozostato$¢ odczynnikéw wykorzystanych na
tym etapie doswiadczenia. Pomimo tego, zdecydowano si¢ na wykorzystanie tych prob

w analizie ze wzgledu na zadowalajgce parametry w kolejnych etapach eksperymentu.

4.1.2. Rozdzial elektroforetyczny

Jako$¢ wyizolowanego gDNA (stopien degradacji, zanieczyszczenia) sprawdzano
podczas elektroforezy na zelu agarozowym. Na Rycinie 13 przedstawiono przyktadowy
rozdziat elektroforetyczny prob genomowego DNA, ktérych jako$¢ okreslono jako dobra.
Zaobserwowano frakcje gDNA na tej samej wysokos$ci. Brak dtugich, pionowych smug
w poszczegolnych studzienkach §wiadczy o niezdegradowanym DNA. Nie odnotowano
obecnosci dodatkowych prazkow 18S oraz 28S, Swiadczace o zanieczyszczeniu materiatu

rRNA.

gEm a5 6 7 8

Rycina 13. Elektroforegram przyktadowych prob gDNA przed fragmentacja.

4.1.3. Analiza wynikéw znakowania

Kolejnym etapem po fragmentacji restrykcyjnej gDNA byto jego wyznakowanie.
Referencyjne DNA wyznakowano cyjaning 3, natomiast badane DNA cyjaning 5.
Parametry wyznakowanego DNA oznaczano podczas pomiaru spektrofotometrycznego z

wykorzystaniem NanoDrop ND-1000. Wyniki przedstawiono w Tabeli 11.
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Tabela 11. Parametry gDNA wyznakowanego cyjaning 3 i cyjaning 5.

Numer | Cvijanina | Cyjanina | Stezenie | 4260 || Numer | CYianina | Cyjanina | Stezenie | 4260
proby | 3[2] | s[==] | [%] | azg0 || proby | 3[2] | 5= %] | azso
F 2 18,30 - 536,19 1,81 13 - 2,16 70,50 1,83
Fs 19,07 - 562,35 1,80 43 - 2,64 96,30 1,85
F 2 19,03 - 599,75 1,81 Fss 3,31 - 102,77 1,85
F 1o 17,44 - 543,44 1,81 Fs 2,31 - 80,04 1,87
M 25 13,31 - 434,57 1,82 F s 2,83 - 90,81 1,80
M 17 18,13 - 571,51 1,81 F 3,33 - 95,91 1,89
M 1 21,03 - 570,29 1,74 M s, 3,54 - 114,95 1,80
M 2 14,82 - 481,00 1,80 M 39 2,48 - 104,35 1,87
26 - 6,41 333,47 1,84 33 - 7,75 427,73 1,85

8 - 7,83 395,60 1,84 5 - 2,56 93,42 1,89
27 - 1,33 605,81 1,69 38 - 6,77 414,47 1,93
19 - 3,72 157,64 1,82 42 - 8,88 488,59 1,89
25 - 7,92 377,37 1,87 32 - 8,54 448,46 1,94
17 - 8,83 440,50 1,86 39 - 6,77 400,18 1,88
12 - 6,81 385,01 1,81 Fe 341 - 123,28 1,79
29 - 5,24 289,74 1,86 Fu 1,98 - 95,53 1,80
Fa 9,80 - 523,35 1,86 M 15 1,87 - 131,70 1,85
Fa 36,52 - 697,34 1,68 M 55 2,56 - 131,00 1,84
F 24 31,00 - 746,05 1,76 M 36 2,92 - 100,39 1,81
F 30 20,44 - 634,45 1,68 M 39 1,88 - 86,09 1,82
Fa 30,23 - 637,31 1,73 M 45 1,94 - 99,84 1,82

M 2 31,93 - 757,39 1,76 M 4 1,53 - 53,34 1,75
M3 8,02 - 377,74 1,83 6 - 10,04 527,27 1,84
M 35 8,97 - 433,05 1,79 11 - 9,86 535,29 1,82
41 - 18,49 637,43 1,77 15 - 7,56 484,73 1,83
34 - 6,78 444,05 1,88 28 - 10,33 543,32 1,82
24 - 10,08 552,99 1,87 36 - 10,04 547,34 1,79
30 - 13,36 822,97 1,76 39 - 9,46 501,09 1,81
37 - 7,09 483,25 1,83 45 - 9,43 516,91 1,81
22 - 9,20 535,74 1,79 46 - 10,88 519,76 1,77
31 - 6,12 442,78 1,88 M, 25,77 - 425,52 1,75
35 - 23,67 650,55 1,69 F, 35,20 - 470,90 1,73
F 13,87 - 488,32 1,86 Ms 20,61 - 363,89 1,75
F 2 25,48 - 607,35 1,80 Fo 23,42 - 407,95 1,76
F 17,07 - 564,18 1,92 Fio 15,62 - 299,41 1,82
M4 8,54 - 346,19 1,82 Mg 18,36 - 411,57 1,73
M 16 8,52 - 358,56 1,89 Fao 25,54 - 607,19 1,63
M 44 30,88 - 596,72 1,80 Fau 9,31 - 384,24 1,68
M 15 26,93 - 586,14 1,72 1 - 3,44 131,10 1,88
M 43 21,58 - 565,21 1,75 2 - 5,93 245,13 1,84
14 - 5,47 373,71 1,90 3 - 4,42 175,05 1,88
23 - 1,96 67,18 1,88 9 - 8,06 315,14 1,83

7 - 2,09 71,10 1,83 10 - 13,99 296,12 1,86

4 - 3,82 169,53 1,86 18 - 20,88 409,12 1,79
16 - 3,38 150,76 1,83 20 - 12,37 185,32 1,84
44 - 2,89 89,18 1,90 21 - 12,00 404,36 1,79

F — Zzenskie DNA, M — mgskie DNA

Na podstawie uzyskanych wynikéw okreslono czysto$¢ badanych prob. Wartosci
A260/A230 wskazywaty na wysoka czystos¢ preparatow, a ich parametry miescity sie w
zakresie 1,69-1,94. Zaréwno $rednia, jak i mediana dla A260/A230 wynosity 1,82. Kilka
prob przekroczylo pozadane parametry o wartos¢ 0,07. Niewielkie odchylenia moga
swiadczy¢ nieznacznej pozostatosci odczynnikoOw uzytych na tym etapie doswiadczenia.
Niemniej jednak, zdecydowano o pozostawieniu tych prob w analizie ze wzgledu na
dobre parametry w dalszych etapach eksperymentu. Stezenie badanego DNA bylo w
zakresie 67,18-822,97 ng/ul. Dla prob kontrolnych stgzenie DNA otrzymano w zakresie
53,34-757,39 ng/pl.
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Wydajnos¢ reakcji znakowania okreslono na podstawie stopnia wyznakowania,

specyficznej aktywnosci oraz ilosci DNA (Tabela 12). Bazujac na zaleceniach zawartych

w protokole reakcji, specyficzna aktywnos$¢ dla cyjaniny 3 powinna wynosi¢ 20-25

pmol/ug, dla cyjaniny 5 powinna zawiera¢ si¢ w zakresie 15-25 pmol/pg, natomiast ilo$¢

DNA powinno by¢ od 3 do 5 pg. Mediana wartosci uzyskanych dla specyficznej

aktywnosci cyjaniny 3 i 5 wynosita odpowiednio 32,75 pmol/pg oraz 19,67 pmol/ug. Z

kolei mediana ilosci DNA referencyjnego i badanego wynosita 3,85 ng.

Tabela 12. Wydajno$¢ reakcji znakowania.

Stopien Specyficzna | | Stopien Specyficzna | yrosc
Numer | wyznakowania | aktywnosé DNA || Numer | wyznakowania | aktywnosé | pna
préby [pmol] [pmol] [ue] proéby [pmol] [pmol] [ug]
i IJ-] ul ul

F 26 1,16 34,10 4,29 13 1,04 30,64 0,67
Fg 1,15 33,90 4,50 43 0,93 27,41 0,92
F o7 1,07 31,73 4,80 F a3 1,10 32,21 0,98
F 19 1,09 32,09 4,34 Fs 0,99 28,86 0,76
M 25 1,04 30,62 3,38 F 38 1,06 31,16 0,86
M 17 1,09 31,72 4,57 F s 1,19 34,87 0,91
M 1, 1,25 36,87 4,56 M 3 1,05 30,80 1,09
M 2 1,05 30,81 3,85 M 3o 0,81 23,77 0,99
26 0,65 19,22 2,67 33 0,62 18,12 4,06
8 0,67 19,79 3,16 5 0,94 27,72 0,89
27 0,63 19,55 3,24 38 0,56 16,33 3,94
19 0,80 23,59 1,26 42 0,62 18,18 4,64
25 0,71 20,72 3,02 32 0,65 19,04 4,26
17 0,68 20,04 3,52 39 0,58 16,92 3,80
12 0,60 17,69 3,08 F 6 0,94 27,66 1,17
29 0,61 18,08 2,32 Fu 0,71 20,73 0,91
Fa 0,64 18,73 497 M 15 0,48 14,20 1,25
F a4 1,78 52,37 6,63 M 25 0,66 19,542 1,25
F o 141 41,55 7,09 M 36 0,99 29,09 0,95
F 30 1,09 32,22 6,03 M 3o 0,74 21,84 0,82
F a7 1,61 47,43 6,05 M 45 0,66 19,43 0,95
M 2, 143 42,16 7,20 M 46 0,98 28,68 0,51
M 5 0,72 21,23 3,59 6 0,65 19,04 5,01
M 35 0,70 20,71 411 11 0,63 18,42 5,89
41 0,99 29,01 6,06 15 0,53 15,60 4,61
34 0,52 15,27 4,22 28 0,65 19,01 5,16
24 0,62 18,23 5,25 36 0,62 18,34 5,20
30 0,55 16,23 7,82 39 0,64 18,88 4,76
37 0,50 14,67 4,59 45 0,62 18,24 491
22 0,58 17,17 5,09 46 0,71 20,93 4,94
31 0,47 13,82 421 M, 2,06 60,59 4,04
35 1,24 36,39 6,18 F, 2,49 73,49 4,47
F s 0,97 28,40 4,64 M ;5 1,93 56,64 3,46
F 2 1,43 41,95 5,77 Fq 1,95 57,41 3,87
Fs 1,03 30,26 5,36 F 10 1,77 52,17 2,84
M 4 0,84 24,67 3,29 M 15 1,52 44,63 3,91
M 16 0,81 23,76 341 F 20 1,43 42,06 5,76
M 44 1,76 51,75 5,67 Fo 0,82 24,23 3,65
M 13 1,56 45,95 5,57 1 0,89 26,17 1,25
M 43 1,30 38,18 5,37 2 0,82 24,11 2,33
14 0,50 14,64 3,55 3 0,86 25,19 1,66
23 0,99 29,18 0,64 9 0,89 26,20 2,99
7 1,00 29,40 0,68 10 1,61 47,35 2,81
4 0,77 22,53 1,61 18 1,73 50,88 3,89
16 0,76 22,42 1,43 20 2,27 66,76 1,76
44 1,10 32,41 0,85 21 1,01 29,68 3,84

F — Zzenskie DNA, M — mgskie DNA
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Mimo iz, kilka prob podczas reakcji znakowania wykazywato odstepstwa wzgledem
wartos$ci oczekiwanych w sprawdzanych parametrach, ich wykorzystanie w dalszych
etapach eksperymentu macierzowego byto uzasadnione z kilku powodéw. Po pierwsze,
wyznakowanie preparatow DNA bylo ztozonym i trudnym procesem, ktory zalezy w
duzej mierze od jakos$ci i czysto$ci materiatu genetycznego. Podczas znakowania nawet
niewielkie rd6znice w warunkach reakcji mogly wptynaé na ostateczny wynik. Ponadto,
decyzja o wykorzystaniu preparatow DNA, ktore nie spetnity wszystkich kryteriow,
wynikata z faktu, ze w eksperymencie macierzowym badanych jest wiele probek
jednoczesénie. Dlatego tez konieczne bylo posiadanie odpowiedniej ilosci prob w celu
zminimalizowania strat materialu i mozliwosci przeprowadzenia eksperymentu na
wiekszej liczbie probek. Wykorzystanie niewielkich ilo$ci preparatu DNA nieznacznie
odbiegajacego od warto$ci rekomendowanych bylo wystarczajace do uzyskania

precyzyjnych wynikow, co potwierdzono w dalszych etapach eksperymentu.

4.2.  Analiza jako$ciowa i iloSciowa preparatow RNA

4.2.1. Pomiar spektrometryczny i fluorometryczny

Z komorek biataczkowych od dzieci chorych na ostrg biataczke limfoblastyczng lub
mieloblastyczng wyizolowano catkowite RNA, ktore bylo poddawane analizie
spektrofotometrycznej (Nanodrop) i fluorometrycznej (Qubit). Uzyskane parametry
pozwolity na ocen¢ jakosci oraz ilosci wyizolowanego RNA. Do dalszych badan
wyselekcjonowano proby charakteryzujace si¢ czystoscig 1,9-2,1 dla A260/A280 oraz
1,8-2,2 dla A260/A230. Wyniki przedstawiono w Tabeli 13 .
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Tabela 13. Tlo$¢ i jako$¢ wyizolowanego catkowitego RNA.
il0§¢ RNA ilos¢ il0$¢ RNA ilosé
Numer [E] RL\;A A260 A260 Numer [E] RNA [H] A260 A260
proby W i A280 | A230 proby W M7 4280 | A230
(Nanodrop) (Qubit) (Nanodrop) (Qubit)
1 120,94 82,60 1,90 2,20 24 63,50 33,60 1,97 2,03
2 135,55 100,00 1,92 2,10 25 54,07 38,80 2,00 2,20
3 35,99 19,60 1,94 2,15 26 48,26 28,00 1,98 1,87
4 61,05 42,30 1,90 2,20 27 100,47 75,90 2,10 2,05
5 40,60 25,17 1,98 1,82 28 37,00 25,11 1,95 2,20
6 59,91 38,40 2,04 1,93 29 563,32 510,00 1,91 2,07
7 80,22 50,40 1,97 2,15 30 66,58 33,00 1,94 2,17
8 98,82 94,50 1,97 1,83 31 12,76 491 1,91 1,93
9 73,60 81,70 1,99 2,05 32 29,31 24,33 1,99 2,18
10 49,19 81,70 1,99 2,07 33 55,85 39,10 1,96 2,07
11 107,73 70,33 1,98 2,18 34 84,60 42,10 1,99 2,16
12 123,89 63,40 1,94 2,06 35 86,14 44,90 1,96 2,10
13 45,71 35,20 1,91 2,06 36 143,51 58,50 2,10 2,12
14 41,64 32,71 1,93 1,86 37 64,19 35,50 1,96 2,13
15 163,92 78,16 1,93 2,08 38 49,69 33,29 1,92 2,15
16 24,23 20,30 1,95 1,94 39 49,51 33,17 1,95 1,81
17 130,37 78,00 1,96 1,95 39 111,67 62,12 1,92 1,83
18 137,55 80,90 191 2,12 41 50,42 27,50 1,92 2,07
19 435,56 210,70 191 2,20 42 52,90 35,18 1,90 1,90
20 40,31 31,60 1,97 2,06 43 220,78 135,63 1,91 1,96
21 90,57 71,30 1,94 2,03 44 422,42 240,78 2,10 1,96
22 43,93 25,00 1,97 2,10 45 41,26 22,87 1,93 2,20
23 79,47 45,73 1,99 2,13 46 34,90 25,23 1,93 2,03

4.2.2. Bioanaliza calkowitego RNA

Zarébwno bezposrednio po etapie izolacji, jak i po enzymatycznym trawieniu

zanieczyszczenia biatkami, oceniono jakos¢ prob RNA na podstawie rozdziatu

elektroforetycznego. RNA, ktory nie ulegt degradacji na zelu, byt widoczny jako dwa

prazki wielkosci 4 500 pz i 1 900 pz. Proby catkowitego RNA poddano takze analizie

elektroforezy kapilarnej. Jako$¢ oceniono podczas analizy elektoforegramu, wykresu

rozdzialu elektroforetycznego oraz wspodtczynnika integralnosci (RIN). RNA wysokiej

jakos$ci wyrdzniato si¢ dwoma pikami na wykresie symbolizujacymi 18S i 28S RNA, co

na elektroforegramie odpowiadalo dwom prazkom. Zanieczyszczenie preparatow

TRIzolem mozna byto zaobserwowa¢ dzigki obecnosci pikow odpowiadajacych puli 5S

RNA. Do hybrydyzacji wybierano proby RNA o wysokim wspotczynniku integralnoscei,

powyzej 7 (Rycina 14).

Rycina 14. Rozdziat elektroforetyczny cRNA ze wspotczynnikiem RIN 9,3.
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4.3.  Analiza profilu cytogenetycznego

Po przeprowadzonym eksperymencie macierzowym CGH otrzymano raport, na
podstawie ktorego oceniono czy reakcja miata prawidlowy przebieg (Rycina 15).
Szukano punktéw na czterech rogach macierzy, co sugerowato hybrydyzacje do sond na
calej powierzchni. Sprawdzono przestrzenny rozktad dodatnich i ujemnych
wspotczynnikow logarytmicznych. Oczekiwano jak najbardziej réwnomiernego
roztozenia sygnatéw zielonych i czerwonych. Ponadto, oceniono takze intensywnos$¢
sygnatow pochodzacych od zhybrydyzowanego materiatu. Prawidlowy wykres miat
ksztatt funkcji gestosci rozktadu normalnego. Zanalizowano rowniez sygnaty pochodzace

z tla.
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Rycina 15. Ocena jako$ci hybrydyzacji: A. Ocena hybrydyzacji sond na powierzchni macierzy; B.
Przestrzenny rozktad dodatnich wspotczynnikow logarytmicznych; C. Przestrzenny rozktad ujemnych
wspotczynnikow logarytmicznych; D. Histogram intensywnos$ci sygnatéw z sond; E. Analiza korekecji tla.
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Korzystajac z programu Agilent CytoGenomics Edition 2.9.2.0 przeanalizowano
rearanzacje cytogenetyczne dla 46 prob gDNA pochodzacych od pacjentow
pediatrycznych z ALL lub AML. Na Rycinie 16 przedstawiono wizualizacj¢ rearanzacji
genomowych u przyktadowego pacjenta.

A

x ——
1 2 3 4 5 L] 7 8 9 10 " 12 13 14 15 18 17 ® 19 0 21 72 X Y

Rycina 16. Wizualizacja przyktadowych rearanzacji cytogenetycznych w DNA wystepujacych u badanego
pacjenta. A. Rozktad zmian z uwzglednieniem wszystkich chromosomoéw. Jasnym niebieskim paskiem
zaznaczono chromosom 8. B. Rozktad zmian na chromosomie 8 z uwzglgdnieniem pozycji p21.2. Cienka
niebieska linig zaznaczono fragment chromosomu, ktory ulegt duplikacji.

Do szczegotowej analizy wyselekcjonowano powtarzajace sie delecje i duplikacje na
chromosomach 5., 8., 9., 14., 15., 21. oraz 22. Dla tych zmian wykazano istotnos¢
statystyczng p-value < 0,05. W Tabeli 14 przedstawiono najczestsze zmiany

cytogenetyczne zidentyfikowane w grupie badanej pacjentow.
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Tabela 14. Najczestsze zmiany cytogenetyczne zidentyfikowane wérod grupy badanej pacjentow.

Aberracje DNR | P fpox | P fiba| PoiwmT| P Geny
chromosomowe value value value value
Del5g35.3-932 S 0,033 - - S 0,035 - - FBXO38, ABLIM3, SLC6A7,
ARSI, ADAM19

FUT10, TTI2, RNF122,
DUSP26, ZNF703, ADAM9,
TM2D2, HTRA4, BAG4, LSM1
Del9p21.3 S 0,033 R 0,029 S 0,035 S 0,034 IFNA21, MTAP, CDKN2A,

CDKN2B

ADAMG, FAM30A

Amp8pl11.21-p12 R 0,039 R 0,023 S 0,035 S 0,047

Amp14q32.33 S 0,049 - - S 0,022 S 0,049

Del15qg11.2-q11.1 S 0,033 - - S 0,025 S 0,003 HERC2P3, NBEAP1, CHEK2P2
Del21p11.1-p11.2 S 0,019 - - S 0,025 - - TEKT4P2, TPTE, BAGE
Amp22q11.23-

S 0,049 R 0,027 S 0,035 - -

q11.22 RSPH14, RAB36, GNAZ, BCR

Del - delecja; Amp —amplifikacja; p — krotkie ramie chromosomu; q — dtugie ramig¢ chromosomu; S —wrazliwo$¢ na lek; R — oporno$é
na lek; DNR — daunorubicyna; DOX — doksorubicyna; IDA — idarubicyna; MIT — mitoksantron; p-value — istotno$¢ statystyczna

4.3.1. Analiza zmian na chromosomie 5.

Delecje fragmentu g23.1-q15 na chromosomie 5 zaobserwowano u dwoch pacjentow.
W tym odcinku zlokalizowane sa geny kodujace cytokiny uczestniczace w procesie
dojrzewania limfocytow T (TSLP), a takze geny kontrolujace przebieg apoptozy
(TNFA1PS8) [122, 127].

U pacjentow wrazliwych na daunorubicyng i1 idarubicyne stwierdzono wystepowanie
delecji w obrebie odcinka 35.3-932 na chromosomie 5. Na skutek tej zmiany utracone
zostaly geny uczestniczace w procesie ubikwitynizacji biatek (FBXO38), a takze geny
zawierajagce domene¢ LIM o strukturze palca cynkowego, promujace interakcj¢ pomigdzy
biatkami oraz uczestniczace w procesie karcenogenezy (ABLIM3) [128]. W wyniku
delecji w obrgbie chromosomu 5 utracone zostaly takze geny uczestniczace w
selektywnym transporcie substancji przez blon¢ komorkowa (SLC6A7), kodujace
sulfatazy uczestniczace w sygnalizacji komorkowej i degradacji makroczasteczek (ARSI),
a takze geny z rodziny ADAM kodujace metalopeptydazy odpowiedzialne za procesy
wewnatrz- 1 zewnatrzkomorkowe, tj. adhezja, migracja komorek oraz transdukcja
sygnatow istotnych w procesach zapalnych i chorobach nowotworowych (ADAM19)
[122, 129, 130].

4.3.2. Analiza zmian na chromosomie 8.

Zaréwno u pacjentdow opornych na DNR i DOX, jak i wrazliwych na IDA i MIT
zaobserwowano amplifikacje fragmentu pl11.21-p12 chromosomu 8. W tym regionie
znajduja si¢ miedzy innymi geny kodujace biatka posiadajace aktywno$¢
fukozylotransferazy (FUT10) oraz regulujace odpowiedZz na uszkodzenie DNA jako

komponent potrojnego kompleksu T (triple T complex) uczestniczacego w regulacji
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dhugosci telomerow (TT122) [122]. W zamplifikowanym fragmencie znajduja si¢ takze
geny kodujace biatka z domeng RING wazne w interakcjach biatko-DNA (RNF122) oraz
geny uczestniczace w defosforylacji (DUSP26) supresoréw nowotwordw, tj. p53, a takze
wigzaniu kwasoéw nukleinowych i oddziatywaniach z czynnikami transkrypcyjnymi
(ZNF703) [131, 132].

W wyniku aberracji chromosomu 8. nadeksprymowane mogty by¢ geny kodujace
biatka zawierajagce domeng dezintegryny i metaloproteinazy uczestniczace w procesach
obejmujgcych interakcje miedzy- i wewnagtrzkomorkowe (ADAM9) oraz regulujgce
proces apoptozy i kaskade sygnatow proliferacyjnych (TM2D2) [122, 133].

Rearanzacja w obrgbie 8 chromosomu mogta spowodowac nadekspresje genow
odgrywajacych wazna role w transformacji komorkowej i progresji nowotwordéw (LSM1),
powigzanych z dzialaniem hamujacym rozwdj] nowotwordw, uczestnictwem w

odpowiedzi na stres (HTRA4) oraz kodujacych biatka antyapoptotyczne (BAG4) [122].

4.3.3. Analiza zmian na chromosomie 9.

Delecj¢ fragmentu p21.3 w obrgbie 9. chromosomu wykryto u pacjentoéw wrazliwych
na daunorubicyne, idarubicyne i1 mitoksantron oraz opornych na doksorubicyne.
Rearanzacja ta spowodowala utrate genow kodujacych inhibitory kinaz cyklinozaleznych
(CDKN2A, CDKNZ2B), ktore reguluja dziatanie kinazy CDK4 i p53 w progresji cyklu
komorkowego kontrolujac faze G1 [122]. Delecji ulegly takze geny kodujace enzymy
(MTAP) odpowiedzialne za metabolizm poliaminy, ktorych deficyt czesto obserwuje si¢
razem z wspotistniejaca delecja CDKN2A [134]. Utracone zostaty rowniez geny kodujace

cytokiny uczestniczace w odpowiedzi immunologicznej na wirusy (IFNA21) [122].

4.3.4. Analiza zmian na chromosomie 14.

Amplifikacje regionu q32.33 chromosomu 14. wykryto u pacjentow wrazliwych na
daunorubicyng, idarubicyne i mitoksantron. W tym fragmencie znajduja si¢ geny
zwigzane z klasa niekodujacych RNA (FAM30A) oraz pseudogeny (niedziatajace kopie
genu) z rodziny metaloproteinaz (ADAM6) [122].

4.3.5. Analiza zmian na chromosomie 15.

Na podstawie wynikow eksperymentow mikromacierzowych wykazano obecno$é
delecji 15911.2-11.1 u pacjentow wrazliwych na daunorubicyne, idarubicyne i
mitoksantron. W usunietym regionie znajduja si¢ gtownie pseudogeny (NBEAPL,

CHEK2P2), a cze$¢ z nich moze mie¢ potencjalny udziat w procesie ubikwitynizacji
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biatek (HERC2P3) [122]. Do niedawna rola pseudogendéw w jakichkolwiek szlakach
komorkowych byta bagatelizowana i uznawana za watpliwg. Dopiero w ostatnich latach
przypisuje si¢ im wazng funkcje w dziataniu komorek. Naukowcy dowiedli deregulacje

pseudogendéw w progresji nowotworowej [135].

4.3.6. Analiza zmian na chromosomie 21.
Delecja p11.1-p11.2 w obrgbie 21 chromosomu zostala wykryta u pacjentow
wrazliwych na daunorubicyne i idarubicyng. Na skutek tej rearanzacji utracone zostaly

geny zaangazowane w odporno$¢ komoérkowa (BAGE), transdukcje sygnatow

(TEKT4P2) oraz pseudogeny (TPTE) [122].

4.3.7. Analiza zmian na chromosomie 22.

Amplifikacj¢ 22911.22 wykryto u pacjentow wrazliwych na daunorubicyng i
idarubicyne oraz opornych na doksorubicyng¢. W tym odcinku znajduja sie geny kodujace
biatka o aktywnosci GTPaz (BCR, RAB36) oraz zaangazowane w transdukcj¢ sygnatow
(GNAZ) [122, 136]. Funkcja genu RSPH14 zlokalizowanego w zamplifikowanym

fragmencie chromosomu do tej pory nie zostala poznana [122].

4.3.8. Podsumowanie

W oparciu o analize cytogenetyczna pacjentow pediatrycznych wykazano, ze
amplifikacje najczesciej dotyczyty chromosomu 8. Obejmowaty one geny supresorowe i
uczestniczace w transformacji nowotworowej, a takze geny odpowiedzialne za
defosforylacje biatek. Ponadto wsrod genow zduplikowanych znajdowaly si¢ geny
odpowiedzialne za indukcje sygnatow i czynniki transkrypcyjne. Natomiast delecji
ulegaly fragmenty zawierajace geny kodujace cytokiny, regulatory procesu apoptozy,

ubikwitynizacji i cyklu komorkowego.

4.4.  Analiza profili ekspresji genéw w opornych limfoblastach i mieloblastach
Analizie poddano w sumie 7 transkryptomicznych profili opornosci na poszczegdlne
antracykliny osobno dla ostrej biataczki limfobalstycznej i mieloblastycznej. Profil
pacjentdw z ostra biataczka mieloblastyczng dla doksorubicyny nie byt analizowany,

poniewaz lek ten nie jest rutynowo stosowany w protokole leczenia.

4.4.1. Ogdlna charakterystyka profili ekspresji
Najwigcej zestawow sond (669) i genow (472) odnotowano w profilu opornosci na

daunorubicyn¢ w ostrej biataczce mieloblastycznej (Tabela 15, Tabela 16), z kolei
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najmniej w profilu oporno$ci na doksorubicyne (145/120) oraz na idarubicyne (132/103)
w ostrej biataczce limfoblasytcznej. W Tabeli 16 zaprezentowano przyktady gendéw z
najwickszym wzrostem i spadkiem poziomu ekspresji dla kazdego z badanych lekow
zarbwno w ostrej biataczce limfoblastycznej, jak i1 mieloblastycznej u pacjentow
pediatrycznych.

W profilach oporno$ci na doksorubicyne i daunorubicyn¢ w limfoblastach az ~75%
wyselekcjonowanych gendéw bylo nadeksprymowanych. Z kolei najwigkszy udziat
genow ze spadkiem ekspresji odnotowano dla profilu opornosci na idarubicyng w
mieloblastach (~74%). Genami, ktorym przypisano najwigcej zestawow sond, byty np.
TCF4 (7 sond) i HLA-DRBL1 (4 sondy) w profilu opornos$ci na idarubicyne w komorkach
pobranych od pacjentéw pediatrycznych z ALL oraz LST1 (5 sond) w profilu opornosci

na idarubicyne¢ w mieloblastach.

Tabela 15. Charakterystyka profili ekspresji uwzgledniajaca podziat na poszczeg6lne leki antracyklinowe
i ostre biataczki.

Lek DOX DNR IDA MIT
Bialaczka ALL ALL AML ALL AML ALL AML
Liczba sond 145 169 669 132 160 167 208
Liczba sond ze
wzrostem poziomu 108 121 218 69 46 75 109
ekspresji
Liczba sond ze
spadkiem poziomu 37 48 451 63 114 92 99
ekspresji
Krotno$¢ zmiany
dla genéw R=2,690 R=2,747 R=6,703 R=2,377 R=5,136 R=2,474 R=4,795
wykazujacych (2,003- (2,010- (2,003- (2,007- (2,107- (2,000- (2,006-
wzrost poziomu 4,277) 4,826) 51,747) 3,487) 17,842) 5,096) 25,944)
ekspresji
Krotno$¢ zmiany
dla genéw R=0,380 R=0,354 R=0,312 R=0,400 R=0,363 R=0,386 R=10,380
wykazujacych (0,105- (0,116- (0,013- (0,164- (0,031- (0,168- (0,025-
spadek poziomu 0,498) 0,500) 0,499) 0,500) 0,498) 0,498) 0,499)
ekspresji
p-value dla genéw <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
wykazujacych (zakres od (zakres od (zakres od (zakres od (zakres od (zakres od (zakres od
wzrost poziomu 1,27E-05 do 1,30E-06 do 6,66E-06 do 1,79E-02 do 8,74E-04 do 6,05E-05 do 1,67E-04 do
ekspresji 9,91E-03) 9,97E-03) 9,94E-03) 6,42E-03) 9,96E-03) 4,91E-02) 4,89E-02)
p-value dla genéw <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
wykazujacych (zakres od (zakres od (zakres od (zakres od (zakres od (zakres od (zakres od
spadek poziomu 1,19E-04 do 1,49E-04 do 1,09E-12 do 1,61E-02 do 1,56E-04 do 1,71E-04 do 2,24E-04 do
ekspresji 9,75E-03) 9,83E-03) 9,99E-03) 4,03E-03) 9,96E-03) 4,98E-02) 4,99E-02)
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Tabela 16. Lista genow z najwicksza zmiang (wzrostem 1 i spadkiem |) poziomu ekspresji dla poszczegolnych antracyklin i ostrych biataczek. Geny uszeregowano
zgodnie z warto$ciami istotnosci statystycznej p-value i krotnoscia zmiany poziomu ekspresji (Fold Change, FC).

Ostra bialaczka limfobalstyczna

Ostra bialaczka mieloblastyczna

Lek Liczba Geny z najwi¢ksza Fold Liczba Geny z najwieksza Fold p-
genow zmiang ekspresji Nazwa genu change p-value genow zmiang ekspresji Nazwa genu change value
myeloid cell nuclear ) ) ) )
MNDA differentiation antigen 4,2765 0,0013
120 CD7 CD7 molecule 4,2648 0,0051 - - - -
DOX (891 SH2D1A SH2 domain containing 1A 4,2057 0,0088 ) - - - -
31)) IGHM lmmunoglobul::uheavy constant 41286 0,0028 ) ) _ )
CD9 CD9 molecule -5,1824 0,0082 - - - -
NPY neuropeptide Y -9,5023 | 0,0019 - - - -
TSPAN7 tetraspanin 7 48256 | 0,0015 S100A9 3100 calcium binding protein | 41 6758 | 0,0042
MNDA d%i':{:ﬂ;ﬁgﬂ”gg{fggﬂ 47061 | 0,0007 BCL2AL BCL2-related protein AL | 40,2794 | 0,0098
145 472 HLA-DRB1 /// HLA- major histocompatibility
SCD stearoyl-CoA desaturase 4,6363 0,0004 DRB3 /// HLA-DRB4 | complex, class I, DR beta 1/// | 40,2477 | 0,0095
DNR (10971 (1571 . . e
361)‘ 315l)’ /Il HLA-DRB5 major histocompatibili
CD19 CD19 molecule -4,8009 | 0,0054 SNCAIP synuclein, sr'g:‘gr:merac“”g -47,3735 | 0,0000
SOX11 SRY (sex determining region Y)- -7.8746 0,0060 DPPA4 developmentgl pluripotency -53,8953 | 00000
box 11 associated 4
PCDH9 protocadherin 9 -8,6202 0,0001 MAMDC2 MAM domain containing 2 -78,1021 | 0,0020
NLGN4X neuroligin 4 X-linked 3,4871 0,0064 HOPX HOP homeobox 14,5295 | 0,0102
SH2D1A SH2 domain containing 1A 3,2731 0,0296 ADM adrenomedullin 8,7594 | 0,0218
SCD stearoyl-CoA desaturase 3,2431 0,0066 NFIL3 nuclear f?ZBOJI’E:ttherIGUkm 3 4,6522 | 0,0152
103 - —— 117
HLA-DQAL /// HLA-DQA2 | HLA class Il histocompatibility -
IDA lef)' 11 LOC100294224 /i antigen, DQ alpha 2 chain, | -4,2435 | 0,0071 S%T) LPPR3 phOSpho'r'g’lftepé‘gSphatase 43512 | 0,0041
LOC100294317 HLA-DQAZ2, ortholog
NPY neuropeptide Y -4,4485 0,0392 NRXN2 neurexin 2 -4,9550 | 0,0116
soxi1 SRY-box transcription factor 11 | -6,1066 | 0,0161 TTC28 tetratricopeptice repeatdomain | g 7575 | 00191
SH2D1A SH2 domain containing 1A 5,0957 0,0026 PROM1 prominin 1 25,9442 | 0,0115
DAPK1 death assouatef protein kinase 3,5557 0,0053 IL8 C-X-C motif ch8emok|ne ligand 167442 | 0,0002
T (éig cD7 CD7 molecule 3,623 | 0,0072 é‘;? BCL2AL BCL2 related protein AL 15,4416 | 0,0013
68 lT)Y SOX11 SRY-box transcription factor 11 | -4,5141 0,0429 77 l)’ ZNF503 zinc finger protein 503 -8,8040 | 0,0377
TCL1A TCL1 family AKT coactivator A | -4,9010 0,0262 IRX3 Iroquois homeobox 3 -13,1454 | 0,0480
NPY neuropeptide Y -5,9680 | 0,0136 XIST X inactive specific ranscript | _gq gyg7 | 0,028

(non-protein coding)




4.4.2. Analiza ontologiczna

W celu klasyfikacji genéw pod wzgledem petnionych funkcji, udziatu w procesach
metabolicznych i szlakach komoérkowych dokonano analizy ontologicznej z
wykorzystaniem bazy danych Panther wersja 7.0. Analizy przeprowadzono dla
wszystkich wyselekcjonowanych genéw, dla ktorych odnotowano co najmniej 2-krotng
zmiang w poziome ekspresji oraz p-value < 0,05 w poszczegolnych profilach opornosci

na antracykliny.

4421 Klasyfikacja genow pod wzgledem funkcji molekularnych w profilu

limfoblastow opornych na doksorubicyne

W limfoblastach opornych na doksorubicyng, na podstawie analizy
wyselekcjonowanych genow pod katem funkcji molekularnych (Rycina 17) wykazano,
ze najwigcej gendw zaangazowanych bylo W wigzanie bialek (69%) 1 kwasow
nukleinowych (20%). Zréznicowany poziom ekspresji wykazano rowniez dla genéw 0
aktywnosci hydrolaz (54%) oraz transferaz (31%).

Ponad 2-krotng zmiang poziomu ekspresji zaobserwowano dla 20 genow
odpowiedzialnych za wigzanie biatek, tj. CLEC2D (FC=-2,33) i CSF3R (FC=2,64).
Okoto 56% z nich posiada funkcj¢ receptorows. Jedng z wyzszych warto$ci wzrostu
poziomu ekspresji wykazano dla TSPAN7 (FC=3,72). Biatko kodowane przez ten gen
uczestniczy w transdukcji sygnatéw, odgrywajacych kluczowa role w regulacji rozwoju
komorek, ich aktywacji, wzrostu oraz ruchliwo$ci. Ponadto oddziatuje z integrynami.
Dowiedziono, ze nadekspresja TSPAN7 jest bezposrednio zwigzana z diagnozg szpiczaka
mnogiego oraz jego progresja [137], a takze promuje migracje i proliferacj¢ komorek raka
pluca [138]. Opornos¢ limfoblastow na doksorubicyn¢ moze by¢é zwigzana z
nadeksprymowanymi genami z rodziny S100 (S100A11 (FC=2,72), S100P (FC=2,81),
S100A9 (FC=2,81), S100A12 (FC=3,87), S100A8 (FC=2,60)). Biatka przez nie kodowane
wigzg wapn i biorg udziatl w regulacji postepowania cyklu komorkowego. Ich zmieniona
ekspresja obserwowana jest w przerzutach nowotworowych. Nadekspresja S100A11
zostala odnotowana w chioniaku anaplastycznym [139], natomiast podwyzszona
ekspresja S100A9 powoduje oporno$¢ na glikokortykosteroidy w niemowlgcej ostrej
biataczce limfoblastycznej z rearanzacjami MLL [140].

W analizowanym profilu zaobserwowano najwyzszy wzrost poziomu ekspresji dla
genow, tj. MNDA (FC=4,28) CD7 (FC=4,26) i SH2D1A (FC=4,21). Gen MNDA moze

by¢ potencjalnie zwigzany z roznicowaniem si¢ komorek w przebiegu biataczki ostrej i
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przewlektej. Nadekspresja jest szczegolnie charakterystyczna dla typu M3 [141]. Biatka
transblonowe bedace immunoglobulinami (np. CD7) znajduja si¢ na komoérkach T i
uczestniczg w interakcjach miedzy komoérkami T i B [142]. Gen SH2D1A koduje biatko
uczestniczgce w stymulowaniu funkcji komoérek T i B [143]. Biatko to moze rowniez
wigzad si¢ z innymi czasteczkami powierzchniowymi np. na komorkach NK i tym samym
modyfikowac¢ szlak sygnalizacji miedzykomorkowe;.

Najwickszy spadek ekspresji odnotowano dla genéw, tj. BLK (FC=-3,02), HBEGF
(FC=-3,03), IGHM (FC=-4,13), GREM1 (FC=-4,11), CD9 (FC=-5,18), NPY (FC=-9,50).
Gen BLK koduje kinazg tyrozynowa i jest zaangazowany w proliferacje oraz
réznicowanie komorek. Odgrywa wazng role w sygnalizacji receptorowej komorek B 1 w
ich rozwoju [144]. HBEGF jest czynnikiem wzrostu, ktory odpowiada m.in. za
proliferacje komorek i w literaturze jest wspominany jako potencjalny punkt docelowy w
terapii T-ALL [145]. Gen IGHM koduje immunoglobuling rozpoznajaca czasteczki
znajdujace si¢ na powierzchni komorek B. Pelni ona istotng funkcje w eliminowaniu
zaburzen prowadzacych do zmian przednowotworowych i nowotworowych [146]. Biatko
kodowane przez CD9 uczestniczy w adhezji, transdukcji sygnatu oraz zmiany w ekspresji
tego genu odgrywaja kluczowa role w ostabianiu ruchliwosci komoérek nowotworowych
wplywajacej na przerzuty. CD9 reguluje opornos¢ na leki i rozwoj ostrej biataczki
szpikowej [147]. Jego wyciszenie hamuje postgp pediatrycznej B-ALL i zwigksza
chemowrazliwo$¢ [148].

Wsréd gendow uczestniczacych w wigzaniu kwasoéw nukleinowych najwieksza
grupe stanowily geny skorelowane z interakcjami z DNA. Ponad 2-krotny spadek
ekspresji odnotowano dla TERT (FC=-2,24), TLE4 (FC=-2,22), MSH6 (FC=-2,18) i
NR3C1 (FC=-2,14). Telomeraza TERT jest polimerazg rybonukleoproteinowa, ktora
utrzymuje konce telomeru przez dodanie powtorzenia telomerow TTAGGG. Telomeraza
odgrywa wazng role w starzeniu si¢ komorek | moze by¢ zaangazowana w onkogeneze
[149]. Ponadto ma dziatanie przeciwapoptotyczne, a wzmozona aktywnos$¢ telomerazy
pomaga  komdérkom  nowotworowym  by¢  odpornymi na  indukowang
chemioterapeutycznie $mier¢ komoérek. Hipomorficzne warianty genu TERT (hTERT)
wystepuja z czestoscig 3-5% w ostrej biataczce mieloblastycznej. TERT jest negatywnym
czynnikiem prognostycznym u dzieci¢cych pacjentdw z ostrag biataczkg mieloblastyczng
1 wydaje si¢ predysponowac tych pacjentéw do toksyczno$ci zwigzanej z leczeniem

[150]. Ponadto, nadmierna ekspresja hTERT sprzyja rozwojowi oporno$ci na imatynib
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[151]. Korelacje TERT wykazano takze w chemioterapii innych nowotworow, tj. rak
watroby [152], gelajki [153] oraz rak piersi [154].

Niewrazliwo$¢ limfoblastow na doksorubicyng moze mie¢ zwigzek z
zaburzeniami ekspresji genéw odpowiedzialnych za wigzanie receptoréw. W tej grupie
az 14 genéw wykazywato ponad 2-krotny wzrost ekspresji (np.: ICAM3 (FC=2,47), LTB
(FC=2,56), TGFB1 (FC=2,00)), a 6 genéw wykazywato ponad 2-krotny spadek (np.:
CLIC4 (FC=-2,48), CLEC2D (FC=-2,33), HBEGF (FC=-3,04)). Podobne obserwacje
wykazano w limfoblastach opornych na daunorubicyne, gdzie wigkszo$¢ genow
majacych aktywno$¢ reCeptorowa wyrdzniata si¢ wzrostem poziomu ekspresji
(podrozdziat 4.4.2.2.). Natomiast przeciwnie sytuacja wygladata w profilach opornosci
na idarubicyng w limfoblastach i mieloblastach, gdzie geny z tej grupy byty wyciszane.
Mig¢dzykomorkowa czasteczka adhezyjna ICAM3 jest najbardziej eksprymowana przez
leukocyty i uczestniczy w inicjacji odpowiedzi immunologicznej. Funkcjonuje takze jako
wazna czgsteczka sygnalizacyjna. Wyciszenie ICAM3 zmniejsza opornos¢ na
chemioterapi¢ w raku piersi i raku ptuc [155]. Kanaty chlorkowe kodowane m.in. przez
CLIC4 reguluja podstawowe procesy komorkowe (stabilizacje potencjatu blony
komorkowej, transport przez bton¢ komoérkows, utrzymanie pH wewnatrzkomoérkowego,
regulacje objetosci komorek). CLIC4 odgrywa rolg w angiogenezie i utrzymywaniu
polarno$ci btony podczas mitozy i cytokinezy. Moze takze promowac proliferacje

komorek [156].

4.4.2.2. Klasyfikacja genow pod wzgledem funkcji molekularnych w profilach

limfoblastow i mieloblastéw opornych na daunorubicyne

W oparciu o analizg¢ wyselekcjonowanych genéw w profilu opornosci na
daunorubicyn¢ dla limfoblastéw i mieloblastow pod katem funkcji molekularnych
(Rycina 17) wykazano, ze najwigcej genéw zaangazowanych byto W wigzanie biatek
(odpowiednio w limfoblastach 63% i mieloblastach 44%) i kwaséw nukleinowych (20%
I 55%). Zroznicowany poziom ekspresji wykazano rowniez dla genow o aktywnosci
hydrolaz (48% i 36%) oraz transferaz (23% i 33%).

W analizowanym profilu dla komérek opornych pozyskanych od pacjentow z ALL
zaobserwowano najwyzszy wzrost poziomu ekspresji dla genow, tj. CXCL2 (FC=4,46),
AKR1C3 (FC=4,11), BCL2A1 (FC=3,87) i AZU1 (FC=3,81). Natomiast w mieloblastach
nadeksprymowane byly geny, tj. SI00A9 (FC=41,62), BCL2 (FC=40,28), HLA-DRA
(FC=32,29), SPINT2 (FC=28,66), RGS10 (FC=27,16), IFITM1 (FC=27,03), TYMS
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(FC=25,48), BST2 (FC=23,85). Wykazywaly one najwyzszy wzrost poziomu ekspresji
sposrod wszystkich analizowanych profili w niniejszej pracy. AKR1C3 uczestniczy w
kontroli wzrostu i1 r6znicowania si¢ komodrek. Wystepowanie polimorfizméw AKR1C3
moze by¢ waznym markerem predykcyjnym okreslajacym zwigkszone ryzyko biataczek
u dzieci [157]. Ponadto indukcja dziatania aldo-keto reduktaz znosi skuteczno$¢ dziatania
chemioterapii z uzyciem daunorubicyny dla komorek biataczkowych [158]. Wsrod
szlakow powigzanych z IFITM1 znajduje si¢ przetwarzanie i prezentacja antygenu za
posrednictwem glownego uktadu zgodnosci tkankowej (major histocompatibility
complex, MHC) klasy | i sygnalizacja interferonu gamma. IFITM1 ma réwniez wplyw
na adhezj¢, kontrole wzrostu oraz migracji komorek. Odgrywa kluczowa role w
antyproliferacyjnym dziataniu IFN-y (interferon gamma) poprzez hamowanie aktywacji
ERK (extracellular signal-regulated kinases) lub hamowanie wzrostu komoérek w fazie
G1 w sposob zalezny od p53. Waznym paralogiem IFITM1 jest IFITM3, ktorego wysoka
ekspresja moze by¢ niekorzystnym czynnikiem prognostycznym dla AML [159].
Najwiekszy spadek ekspresji genéw w limfoblastach opornych na daunorubicyng
odnotowano dla genéw, tj. CD24 (FC=-3,67), BLNK (FC=-4,33), PAX5 (FC=-4,77),
CD19 (FC=-4,80), SOX11 (FC=-7,87), PCDH9 (FC=-8,62). Natomiast dla mieloblastow
inhibicj¢ ekspresji zaobserwowano dla GATA2 (FC=-65,33), DPPA4 (FC=-53,90),
SNCAIP (FC=-47,37), USP44 (FC=-47,21), MYCN (FC=-32,68), HOXA11 (FC=-23,28)
i FTO (FC=-17,80). Gen CD24 reguluje sygnaty wzrostu i roznicowania si¢ granulocytow
i limfocytow typu B. CD24 Kkoreluje z opornoscig na sorafenib poprzez aktywacje
autofagii w raku watroby [160]. Uwaza si¢, ze wzrost ekspresji CD24 ma zwigzek z
gorszym przezyciem catkowitym i czasem wolnym od nawrotu po leczeniu taksanami w
raku piersi [161]. Biatko kodowane przez BLNK odgrywa istotna rolg¢ w aktywacji NF-«-
B oraz w indukcji apoptozy komorek B z udziatem BCR (breakpoint cluster region
protein). Obnizong ekspresje zaobserwowano w pre-B ALL. BLNK uczestniczy w szlaku
oporno$ci na ibrutynib w chemioterapii chtoniaka z komorek ptaszcza [162]. Czynnik
transkrypcyjny PAX5 koduje biatko aktywujace komorki B, ktorego obecnos¢ jest
charakterystyczna w pozniejszych fazach rozwoju limfocytow B. PAX5 promuje
aktywacje szlaku NF-«kB i wzmacnia lekoopornos¢ w zaburzeniach limfoproliferacyjnych
typu B [163]. Zmiany w ekspresji PAX5 prowadzg do transformacji nowotworowej, w
tym biataczek [164]. Kolejny wazny czynnik transkrypcyjny to GATA2, ktéry odgrywa
istotng rolg w regulacji transkrypcji genow zaangazowanych w rozwdj i proliferacje linii

komorek hematopoetycznych i endokrynnych. Mutacje GATA2 s3 zwigzane z
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dziedzicznymi i nabytymi zaburzeniami immunologicznymi, w tym z zespotem
mielodysplastycznym [165] i ostra biataczka szpikowa [166]. Ponadto nadekspresja
GATAZ2 obserwowana jest w przypadku niedrobnokomorkowego raka ptuca (non-small-
cell lung carcinoma, NSCLC) spowodowanego przez KRAS, w ktérym modele
przedkliniczne wskazaly korzySci terapeutyczne z ukierunkowania na szlaki z udzialem
GATA2 [167]. Zmniejszona ekspresja GATA2 koreluje ze zwigkszong wrazliwoscig
komorek ostrej biataczki szpikowej na chemioterapie [168]. Czynnik transkrypcyjny
HOXA11 moze regulowa¢ ekspresje genéw, morfogeneze i réznicowanie komorek. W
oparciu 0 najnowsze badania sugeruje sie, ze reguluje on takze opornos¢ na chemioterapie
poprzez interakcje z p53. Spadek ekspresji HOXA11 koreluje ze spadkiem ekspresji p53
oraz zwickszong wrazliwoscig komorek biataczkowych na leczenie [169].

W limfoblastach opornych na daunorubicyne dla wszystkich genow uczestniczacych
w wigzaniu kalmoduliny wykazano ponad 2-krotny wzrost ekspresji wzglgdem komorek
wrazliwych. W tej grupie mozna bylo wyrézni¢: PRKCH (FC=2,46), S100Al1l
(FC=3,32), S100P (FC=3,16), AlIF1 (FC=2,03) oraz TESC (FC=3,08). Kinaza biatkowa
C kodowana przez PRKCH, fosforyluje szereg réznych celow biatkowych, ktore sg
zaangazowane w szlaki sygnalizacji komoérkowej. Stanowi ona gtéwny receptor dla
promotorow nowotworowych. Reguluje przekazywanie sygnatlu NF-x-B i zapewnia
ochrong przed apoptoza indukowang przez DNA. Promuje onkogeniczne funkcje ATF2,
blokujac jego funkcje apoptotyczng w mitochondriach. PRKCH reguluje czynno$¢
hematopoetycznych komorek macierzystych i koreluje ze ztym rokowaniem w ostrej
biataczce szpikowej [170].

W mieloblastach zaobserwowano wyciszenie wszystkich genéw wykazujacych
aktywno$¢ czynnika transkrypcyjnego wiazacego biatko. Do tej grupy naleza, m.in.:
SLC2A4RG (FC=-6,14), MED13L (FC=-3,61), SPOPL (FC=-2,15), NCOR1 (FC=-2,88),
ELL2 (FC=-2,52), GONA4L (FC=-4,73), OCLN (FC=-8,33) oraz CCNL2 (FC=-3,43). Gen
NCOR1 posredniczy w niezaleznej od liganda replikacji transkrypcyjnej receptorow
kwasu retinowego poprzez promowanie kondensacji chromatyny i zapobieganie dostepu
do maszyny transkrypcyjnej. Jest on czgscig kompleksu, ktory obejmuje réwniez
deacetylazy histonowe i regulatory transkrypcji. NCOR1 uczestniczy w odpowiedzi
molekularnej na dazatynib w nawrotowej ostrej biataczce limfoblastycznej u dzieci z
fuzja NCOR1-LYN [171].

Zroznicowany poziom ekspresji genéw o aktywnosci transferaz m.in.: QRSL1

(FC=-2,65), SLAMF1 (FC=-2,44), FGR (FC=2,58) i PYGL (FC=2,50), bylo cechg
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charakterystyczng limfoblastow opornych na daunorubicyne. Natomiast, w profilu dla
mieloblastow odnotowano tlumienie ekspresji dla zdecydowanej wigkszo$ci genow z tej
grupy, np.: PDGFC (FC=-2,28), DPY19L2 (FC=-27,58), RAD9A (FC=-3,34), IP6K2
(FC=-3,04), SIK3 (FC=-2,75) oraz AUH (FC=-2,51). Istotng obserwacja byt fakt, ze dla
genow o aktywnosci transferaz wykazano inhibicjg¢ ekspresji takze w profilu opornosci
na mitoksantron dla obu typéw blastow biataczkowych (podrozdziat 4.4.2.4.)
Interesujacym genem jest RAD9A, wymaganym do zatrzymania cyklu komérkowego i
naprawy uszkodzen DNA. Biatko RAD9A posiada aktywno$¢ egzonukleazy 3' do 5', co
moze przyczynia¢ si¢ do jego roli w wykrywaniu i naprawianiu uszkodzen DNA.
Naukowcy dowiedli, ze poziom metylacji regionu chromosomu 2. obejmujacego RAD9A
ma wplyw na przezycie komorek biataczkowych [172].

W opornych limfoblastach wigkszo$¢ genow majacych aktywno$é receptorowg byta
nadeksprymowana (np.: CSF3R (FC=2,62), SELL (FC=3,05), FCAR (FC=2,07),
TNFSF10 (FC=2,23), FPR1 (FC=2,30), CLEC7A (FC=2,03), CD7 (FC=4,31)).
Thumienie ekspresji odnotowano dla genow receptorowych, tj. CD22 (FC=-2,50), NR1D2
(FC=-2,20), SLAMF1 (FC=-2,44), PTCH1 (FC=-3,38). Choroby zwigzane z CD22
obejmuja oporne na leczenie nowotwory hematologiczne i oporng biataczke
wlochatokomérkowa. Wsrod  powigzanych — szlakéw  jest linia  komodrkowa
hematopoetyczna i szlak sygnatowy receptora komorek B. Poziom ekspresji CD22 jest
zwigzany z reakcja na leczenie moxetumomabem i inotuzumabem w pediatrycznej ALL
[173, 174].

4.4.23. Klasyfikacja genéw pod wzgledem funkcji molekularnych w profilach
limfoblastow i mieloblastow opornych na idarubicyne¢

Szczegotowa analiza wyselekcjonowanych gendw w  profilu oporno$ci na
idarubicyne dla limfoblastow i mieloblastow pod katem funkcji molekularnych (Rycina
17) pokazata, Ze najwigcej gen6w zaangazowanych byto w wigzanie biatek (limfoblasty
67% i mieloblasty 44%) i kwasow nukleinowych (22% i 42%). Zroéznicowany poziom
ekspresji wykazano rowniez dla genow o aktywnosci hydrolaz (44% i 51%) i transferaz
(22% i 26%).

W limfoblastach niewrazliwych na idarubicyne zaobserwowano najwyzszy
wzrost poziomu ekspresji dla genow, tj. CXCL1 (FC=2,69), S100A12 (FC=2,90), CRISP3
(FC=2,92), ITGAM (FC=2,98) i OLFM4 (FC=2,99). Z kolei w mieloblastach najwyzszy
wzrost poziomu ekspresji wykazano dla genéw, tj. LST1 (FC=2,65), ANPEP (FC=3,12),
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BST2 (FC=3,45), CCL3L1 (FC=4,06), NFIL3 (FC=4,65). Istotnym czynnikiem
antyapoptotycznym jest OLFM4. Promuje on wzrost guza i jest pozakomoérkowa
glikoproteing macierzy ulatwiajgca przyleganie komorek najprawdopodobniej poprzez
interakcje z lektynami powierzchniowymi i kadheryng. Moze promowac proliferacje
komorek nowotworowych przez faworyzowanie przejscia z fazy S do fazy G2/M. W
biataczce szpikowej hamuje wzrost komorek i indukuje ich roznicowanie oraz apoptoze.
OLFM4 moze odgrywac¢ role¢ w hamowaniu fosforylacji lub dezaktywacji EIF4EBPI
(eukaryotic translation initiation factor 4E binding protein 1) [175]. Poziom biatka
EIFAE (eukaryotic translation initiation factor 4E) jest podwyzszony w wigkszosci
przypadkéw niemowlecej ALL. Na podstawie badan sugeruje si¢, ze OLFM4 moze by¢
genem celowanym w terapii rybawiryna, ktora ma wilasciwos$ci przeciwnowotworowe
poprzez hamowanie EIF4E [176].

Najwickszy spadek ekspresji podczas analizy funkcji molekularnych w
limfoblastach opornych na idarubicyn¢ odnotowano dla genow, tj. MDK (FC=-2,60),
KLF11 (FC=-2,61), TCF4 (FC=-3,32), NPY (FC=-4,45), SOX11 (FC=-6,12), natomiast
w mieloblastach, tj. GPR153 (FC=-2,65), ZNF117 (FC=-2,90), PRAME (FC=-2,91),
TWIST1 (FC=-3,31). Czynnik transkrypcyjny SOX11 zaangazowany jest w regulacje
rozwoju embrionalnego i w okreslanie losu komorek. Kodowane biatko moze dziata¢
jako regulator transkrypcji po utworzeniu kompleksu biatkowego z innymi biatkami.
Hipometylacja DNA w locus genu SOX11 koreluje ze ztg prognoza na wyzdrowienie z
B-ALL u pacjentow pediatrycznych [177]. Uwaza si¢, ze ekspresja genéw SOX moze
mie¢ znaczenie prognostyczne w AML u dorostych [178]. Kolejnym waznym
czynnikiem transkrypcyjnym jest TCF4, ktory jest nadeksprymowany w komorkach z
mutacjami RUNX1, natomiast obnizona ekspresja jest obserwowana w komorkach z
aberracja t(8;21) w AML [179]. TWIST1 rowniez koduje czynnik transkrypcyjny. Jest on
hipermetylowany i nadmiernie eksprymowany w wielu nowotworach, a kodowane biatko
sprzyja inwazji komérek nowotworowych i przerzutom [180, 181]. Zmiany genetyczne
w obrebie TWIST1 koreluja z opornoscig wielolekowa w raku jelita grubego poprzez
wymuszanie wzrostu ekspresji transporterow z rodziny ABC, a takze zwigzane sa z
opornoscig na cisplatyne w raku jajnika [182, 183]. Czynniki wzrostu sprzyjaja
wzrostowi komorek, migracji i angiogenezie, glownie podczas nowotworzenia. MDK
Uczestniczy w aktywacji kinazy bialkowej aktywowanej mitogenem (MAPK). MDK
zostal uznany jako cel w terapii dla wielu réznych zaburzen, w tym w dziecigcej ALL

[184]. Gen PRAME dziata jako represor receptora kwasu retinowego i prawdopodobnie

96



dzigki tej funkcji zapewnia komoérkom rakowym przewage wzrostu. Z danych
literaturowych wynika, ze nadekspresja PRAME koreluje z dobra prognozg wyzdrowienia
z B-ALL [185].

Jedna z cech wspolnych obu profili biataczkowych byto wyciszanie genéow 0
aktywnosci receptorow (limfoblasty: CD22 (FC=-2,26), SCARB2 (FC=-2,13), FZD2
(FC=-2,27); mieloblasty: GPR12 (FC=-1,77), NRXN2 (FC=-4,96), IGSF10 (FC=-1,94)).
Natomiast w komorkach pobranych od pacjentow z ALL obserwowano wzrost poziomu
ekspresji peptydaz (np. CR2 (FC=2,41), CTSH (FC=2,10) w przeciwienstwie do AML
(np. CASP2 ( FC=-2,33), ABHD4 (FC=-2,35)).

4.4.2.4. Klasyfikacja genow pod wzgledem funkcji molekularnych w profilach

limfoblastéw i mieloblastow opornych na mitoksantron

Na podstawie analizy wybranych genow w limfoblastach i mieloblastach opornych
na mitoksantron w pod katem funkcji molekularnych (Rycina 17) wykazano, ze najwigcej
genow uczestniczylo w wigzaniu biatek (limfoblasty 59% i mieloblasty 55%) oraz
kwasow nukleinowych (23% i 26%). Aktywnos¢ katalityczng wykazano dla 31% genow
w limfoblastach i 43% w mieloblastach, w tym zdecydowanie najwigcej o aktywnosci
hydrolaz (59% i 34%) i transferaz (24% i 32%).

Najwigkszy wzrost ekspresji podczas analizy funkcji molekularnych w limfoblastach
niewrazliwych na mitoksantron odnotowano dla genéw, tj. TRBC1 (FC=2,57), SPINK2
(FC=2,82), TOX (FC=3,13), ITM2A (FC=3,19) oraz CD7 (FC=3,47), natomiast w
mieloblastach, tj. CXCL2 (FC=8,02), CXCL3 (FC=9,07), ANXA3 (FC=9,11), CD69
(FC=9,12) i IL8 (FC=13,73). Gen TOX koduje biatko zawierajace domeng HMG (high-
mobility group) wigzaca DNA. Sekwencje HMG zaangazowane sg w skladanie,
transkrypcje i replikacje chromatyny. Biatko TOX reguluje wzrost komorek, naprawe
DNA i odpowiada za niestabilno$¢ genomu w ostrej biataczce limfoblastycznej z
komorek T [186]. Ciekawa grupe gendw stanowig aneksyny, np. ANXA3. Odgrywaja one
wazng role w regulacji wzrostu komorkowego i szlakow transdukcji sygnatu. Niski
poziom ekspresji obniza skuteczno$¢ szlakow oporno$ci na leki w raku piersi [187].
Ponadto delecja ANXA3 hamuje opornos¢ na oksaliplatynge w nowotworze ptuc [188].

W analizowanym profilu opornosci na mitoksantron w komorkach pobranych od
pacjentow z ALL zaobserwowano najwickszy spadek poziomu ekspresji dla gendw, tj.
RAG1 (FC=-3,32), BLNK (FC=-3,78) PAX5 (FC=-3,94), SOX11 (FC=-4,62) oraz TCL1A
(FC=-4,98), natomiast z AML, tj. DSC2 (FC=-4,39), PXDN (FC=-7,65), IRX5 (FC=-
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13,15), IRX3 (FC=-24,63) oraz XIST (FC=-39,83). Nadekspresja genu TCL1A wiaze si¢
z rozwojem biataczki dojrzalych limfocytow T, w ktorej rearanzacje chromosomalne
przenosza gen TCL1 w poblizu receptora antygenowego komoérki T (T-cell antigen
receptor, TCR) [189]. TCL1 dziata jako koaktywator kinazy przezycia komorki AKT.
Ponadto uczestniczy we wzmacnianiu wielu szlakow sygnatowych, w tym PI3K
(phosphoinositide 3-kinase) i NF-xB (nuclear factor kappa light chain enhancer of
activated B cells) [190]. RAGL1 jest katalitycznym sktadnikiem wielobiatkowego
kompleksu RAG, ktory posredniczy w fazie cigcia DNA podczas rekombinacji V(D)J.
Rekombinacja V(D)J sklada si¢ z roznorodnego ukladu genow receptoréw
immunoglobulin i receptorow komorek T w rozwijajacych si¢ limfocytach B 1 T. W
kompleksie RAG, RAGI1 posredniczy w wigzaniu DNA z zachowanymi sekwencjami
sygnalowymi rekombinacji (recombination signal sequences, RSS) i katalizuje
aktywnos$¢ ciecia [136, 191]. Wysoka ekspresja RAG1 i delecja IKZF1 sg zwigzane z
niekorzystnym rokowaniem w B-ALL z ujemnym wynikiem dla chromosomu
Philadelphia. RAG1 moze by¢ stosowany jako cel terapeutyczny w leczeniu B-ALL
[192].

Ponadto, w limfoblastach i mieloblastach niewrazliwych na mitoksantron dla genow
posiadajacych aktywno$¢ czynnika transkrypcyjnego wigzacego kwas nukleinowy
wykazano supresj¢ ekspresji (np. limfoblasty: SMAD7 (FC=-2,06), ZEB2 (FC=-2,45),
TCF4 (FC=-4,91); mieloblasty: RUNX1 (FC=-2,03), SMAD3 (FC=-2,97), IRX3 (FC=-
13,15)). Podobne wyniki uzyskano w profilu oporno$ci na daunorubicyng¢ dla obu typow
blastow biataczkowych (podrozdziat 4.4.2.2.). Biatko jadrowe SMAD7 wiaze ligazg
ubikwitynowa E3 SMURF2. Kompleks ten ulega translokacji do cytoplazmy, gdzie
oddziatuje z receptorem czynnika wzrostu TGF-beta typu 1 (TGFBR1). Na podstawie
danych literaturowych sugeruje sie, ze poziom ekspresji zarowno SMAD3, jak i SMAD7
koreluje z prognoza wyzdrowienia w AML [191]. Dodatkowo, geny SMAD wspotdziatajg
z ZEB2, ktory jako represor transkrypcyjny wiaze DNA. Do powigzanych szlakow naleza
sygnalizacja receptora i szlak sygnatowy TGF-beta. Locus ZEB2 jest zlokalizowany w

translokacji chromosomowej t(2;14)(q22;q32) wystepujacej w T-ALL [193].
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Rycina 17. Porownanie klasyfikacji genéw zwiazanych z opornoscig limfoblastow i mieloblastéw na DOX, DNR, IDA i MIT pod wzglgdem funkcji molekularnych.



W opornych na mitoksantron limfoblastach i mieloblastach dla wigkszosci genow
o aktywnosci transferaz wykazano ponad 2-krotny spadek poziomu ekspresji wzgledem
komorek wrazliwych (np. limfoblasty: CLIC4 (FC=-2,17), CDK14 (FC=-2,51), PRKCZ
(FC=-2,57); mieloblasty: WDFY2 (FC=-2,03), NME3 (FC=-2,06), SPAG9 (FC=-2,12)).
Bialko szkieletowe SPAGY strukturalnie organizuje kinazy biatkowe aktywowane
mitogenem i posredniczy w przekazywaniu sygnatow przez kinazy c-Jun [194]. Biatko
to wigze si¢ takze z kinezyna-1 i moze uczestniczy¢ w transporcie membranowym na
bazie mikrotubul. Ponadto, moze odgrywac¢ role w rozwoju guza. Fuzja genéw SPAG9-
JAK2 koreluje ze wzrostem wrazliwosci na ruksolitynib w B-ALL [195]. W literaturze
SPAGD jest czegsto wspominany jako gen celowany w terapiach wielu nowotwordw, tj.
rak watroby, kostniakomigsak, rak jajnika [196, 197].

Znaczaca roznicag w obu profilach bialaczkowych byt spadek poziomu ekspres;ji
wigkszosci gendw skorelowanych z wigzaniem receptorow w niewrazliwych na
mitoksantron limfoblastach (np.: MDK (FC=-2,39), NPY (FC=-5,97), TRIO (FC=-2,09)),
za§ wzrost w mieloblastach (np.: CXCL3 (FC=11,34), FCAR (FC=3,13), ICAM3
(FC=2,66). Natomiast jedng z wspolnych cech byto ttumienie ekspresji wickszosci genow

uczestniczacych w wigzaniu DNA (np.: CTBP2, FOXO1, FHL1).

4.4.2.5. Klasyfikacja genéw pod wzgledem procesow biologicznych w profilu

limfoblastow opornych na doksorubicyne

W oparciu o analize zidentyfikowanych gendow dla profilu transkryptomicznego
limfoblastow (Rycina 18) stwierdzono, ze najwig¢cej gendw zaangazowanych bylo w
procesy komorkowe (27,5%) oraz procesy metaboliczne (18%). W pierwszej grupie
zdecydowanie przewazaty geny zaangazowane w komunikacj¢ komorkowa (53,8%) oraz
cykl komorkowy (23,1%). Natomiast, w drugiej grupie dominowatly geny biorace udziat
W metabolizmie kwasow nukleinowych (41,9%) oraz bialtek (29%).

Wigkszos¢ gendw uczestniczagcych w komunikacji komorkowej byla zwigzana z
transdukcjg sygnatow (91,3%) oraz sygnalizacja migdzykomorkowa (8,7%). Dla wielu
genow odpowiedzialnych za komunikacje komorkowa odnotowano ponad 2-krotny
spadek poziomu ekspresji. Warto zauwazy¢, ze podobna tendencje zaobserwowano w
mieloblastach niewrazliwych na daunorubicyn¢ (podrozdziat 4.4.2.6.) i idarubicyne
(podrozdziat 4.4.2.7.) oraz limfoblastach opornych na mitoksantron (podrozdziat
4.4.2.8.). Natomiast przeciwng obserwacj¢ wykazano dla limfoblastow w profilu

opornosci na daunorubicyng (podrozdziat 4.4.2.6.) i idarubicyne¢ (podrozdziat 4.4.2.7.)

100



oraz dla mieloblastow opornych na mitoksantron (podrozdziat 4.4.2.8.), gdzie geny
odpowiedzialne za komunikacj¢ komoérkowa byty nadeksprymowane. W grupie genow
uczestniczacych w transdukcji sygnatow w profilu opornosci na doksorubicyne
znajdowaty si¢ m.in.. NR3C1l (FC=-2,14), NPY (FC=-9,50), HBEGF (FC=-3,04),
TGFBR2 (FC=-2,06). NR3C1 moze dziata¢ zarowno jako czynnik transkrypcyjny oraz
jako regulator innych czynnikéw transkrypcyjnych. Bierze udzial w odpowiedziach
zapalnych, proliferacji komoérkowej 1 réznicowaniu w tkankach docelowych. Mutacje w
tym genie wigzg si¢ z 0gdlng oporno$cig na glukokortykoid. NR3C1 zaangazowany jest
takze w przebudowe chromatyny i moze dziata¢ jako supresor guza [198, 199]. Waznym
genem promujacym proliferacje jest HBEGF. Jest on zdolny do wigzania receptora
EGF/EGFR z wigkszym powinowactwem niz sam EGF (epidermal growth factor).
Opierajac si¢ na doniesieniach literaturowych wykazano, ze zwigksza oporno$¢ na
cisplatyng w nowotworach jajnika [200]. Gen TGFBR2 kodujacy biatko transblonowe
kinaze, tworzy kompleks z receptorem TGF-beta, ktory reguluje transkrypcje gendw
zwigzanych z proliferacjg komorek, zatrzymaniem cyklu komérkowego, immunosupresja
1 nowotworzeniem. Mutacje w tym genie zostaly powiazane z rozwojem réznych typow
nowotworow, tj. rak pluc i pgcherza moczowego [201, 202]. Aktywowany TGFBR1
fosforyluje SMAD?2, ktéry dysocjuje z receptora i wspdidziata z SMAD4. Kompleks
SMAD2-SMAD4 jest nastgpnie przemieszczany do jadra, gdzie moduluje transkrypcje
genow regulowanych przez TGF-beta. Jest to kaskada sygnalizacyjna TGF-beta zalezna
od SMAD. Z doniesien literaturowych wynika, ze obnizenie poziomu ekspresji TGFBR2
w osteoblastach powoduje lekoopornos¢ w przerzutach raka prostaty do kosci [203].
Brak wrazliwos$ci limfoblastow na doksorubicyn¢ moze mie¢ zwigzek z deregulacja
gen6éw odpowiedzialnych za modyfikacje biatek komorkowych (55,6%) oraz proteolizeg
(33,3%). W obu grupach zauwazono znaczacy wzrost ekspresji. W proteolizie biora
udzial m.in.: SELL (FC=3,08), ANPEP (FC=2,24), CFH (FC=2,14), CSTA (FC=2,92)
oraz TFPI (FC=3,70), natomiast w modyfikacjach biatek komorkowych np.: MAPKAPK3
(FC=2,22), PADI4 (FC=2,69), FKBP4 (FC=2,14), PTPN7 (FC=2,37) oraz MGAM
(FC=2,19). Kinaza biatkowa serynowo-treoninowa MAPKAPK3 zaangazowana jest w
wytwarzanie cytokin, endocytoze, migracj¢ komorek, przebudowe chromatyny 1
regulacje transkrypcji, a takze w regulacje czynnika martwicy nowotworu (tumor
necrosis factor, TNF) i produkcj¢ IL6. Prowadzi do stanu zapalnego i odpowiedzi

immunologicznej [204].
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4.4.2.6. Klasyfikacja genéw pod wzgledem procesow biologicznych w

profilach limfoblastéw i mieloblastow opornych na daunorubicyne

Na podstawie analizy zidentyfikowanych genéw dla profili niewrazliwych na
daunorubicyn¢ limfoblastéw | mieloblastow stwierdzono, ze najwig¢cej gendéw bylo
zaangazowanych w procesy komorkowe (limfoblasty 26,9% i mieloblasty 31,3%) oraz
procesy metaboliczne (18,1% i 23,5%). Wsrod gendw uczestniczacych w procesach
komoérkowych (Rycina 18) zdecydowanie przewazaly geny zaangazowane W
komunikacje komorkows (55,1% i 56,3%) oraz cykl komérkowy (16,3% i 28,1%).
Natomiast, w grupie gendw odpowiedzialnych za podstawowe procesy metaboliczne
dominowaty geny biorgce udzial w metabolizmie kwasow nukleinowych (46,9% i 52,3%)
oraz biatek (18,8% i 26,7%).

Najwiecej genow uczestniczacych w komunikacji komorkowej zwigzanych bylo z
transdukcja sygnatow (89,7% i 86,2%) oraz sygnalizacjag migdzykomorkowa (10,3% i
13,8%). W opornych na daunorubicyn¢ limfoblastach dla wigkszosci gendéw
odpowiedzialnych za komunikacj¢ komoérkowa odnotowano ponad 2-krotny wzrost
poziomu ekspresji wzgledem komorek wrazliwych. Do tej grupy gendéw nalezg m.in.:
SLC22A4 (FC=2,15), CSF3R (FC=2,62), PSTPIP1 (FC=2,21) oraz FCAR (FC=2,07).
Natomiast w profilu dla mieloblastow wigkszos¢ gendow byta wyciszana, np.: SPAG9
(FC=-3,72), RAP1B (FC=-2,23), AFF1 (FC=-2,02), NF1 (FC=-2,67). Biatko szkieletowe
SPAG9 posredniczy w przekazywaniu sygnatoéw komoérkowych. Moze uczestniczy¢ w
transporcie membranowym i odgrywac role w réznicowaniu i rozwoju guza [194]. Blasty
biataczkowe z genem fuzyjnym SPAG9-JAK2 wykazuja wysoka wrazliwos¢ na
ruksolitynib [205]. RAP1B reguluje wiele procesow komorkowych, w tym adhezj¢ i
wzrost komorek oraz ich réznicowanie [206]. Moze by¢ wykorzystany jako potencjalny
biomarker rokowania klinicznego w raku jelita grubego i czerniaka [207]. Natomiast
AFF1 dziata jako regulator transkrypcji za posrednictwem polimerazy RNA II poprzez
wydtuzanie i przebudoweg chromatyny. Promuje takze ekspresje CD133, kodujacego
glikoproteiny btony komodrkowej wymaganej do przezycia komodrek biataczkowych
[208].

Niewrazliwos$¢ limfoblastow na daunorubicyne moze korelowaé ze wzrostem
ekspresji gendéw zaangazowanych w procesy metaboliczne biatek, w tym
odpowiedzialnych za modyfikacje biatek komoérkowych (40% i 51%) oraz proteolize
(60% 23,5%). Natomiast w mieloblastach wigkszos¢ z tych genow byta wyciszana. W

modyfikacji biatek komoérkowych w opornych limfoblastach uczestnicza geny GALNT6
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(FC=2,96), ST3GAL6 (FC=2,61), MGAM (FC=2,34), TESC (FC=3,07). A dla
micloblastow charakterystyczne byty geny, tj. UBE2H (FC=-3,01), UIMC1 (FC=-3,20),
FAM76B (FC=-2,70). TESC pemi funkcje integralnego kofaktora w regulowaniu pH
komorki przez kontrolowanie aktywno$ci wymiany Na'/H* na blonie komorkowe;.
Wspomaga dojrzewanie, transport 1 stabilno§¢ powierzchni komorkowej [209].
Natomiast UBE2H odpowiada za modyfikacje¢ bialek za pomoca ubikwityny. Jest to
wazny mechanizm komorkowy do znakowania nieprawidtowych biatek w celu ich
degradacji [137]. Na uwage zastuguje fakt, iz wzrost ekspresji genow odpowiedzialnych
za modyfikacje biatek komoérkowych zaobserwowano takze w limfoblastach opornych na
doksorubicyne (podrozdziat 4.4.2.5.), idarubicyne (podrozdziat 4.4.2.7.) i mitoksantron
oraz mieloblastach niewrazliwych na mitoksantron (podrozdziat 4.4.2.8.). W profilu dla
limfoblastow W proteoliz¢ zaangazowane byly geny wykazujace wzrost poziomu
ekspresji, np.: SELL (FC=3,05), ANPEP (FC=2,03), PRTN3 (FC=3,22), CTSH
(FC=2,20), CSTA (FC=3,71), NFE2 (FC=2,91). Z kolei w profilu dla komérek pobranych
od pacjentow pediatrycznych z AML geny z tej grupy byly wyciszane, np.: CRBN (FC=-
3,23), PGAP1 (FC=-2,23), ENPEP (FC=-6,39), CP (FC=-3,38), NPEPPS (FC=-2,56),
NETO1 (FC=-4,28). Peptydaza serynowa kodowana przez PRTN3 jest zwigzana z
sygnalizacjg cytokin w uktadzie odpornosciowym [210]. Cystatyna kodowana przez
CSTA petni wazng rolg w adhezji komorkowej [211]. Natomiast NPEPPS bierze udziat
w procesach proteolitycznych regulujacych cykl komorkowy [212].

Wigkszo$¢ genow metabolizmu kwaséw nukleinowych zaangazowanych byta w
regulacj¢ transkrypcji pod promotorem polimerazy RNA II. Poziom ekspresji genow w
tej grupie byt zrdéznicowany. W profilu dla limfoblastow niewrazliwych na
daunorubicyn¢ obserwowano zaréwno ponad 2-krotny wzrost (np.: CEBPD (FC=2,43),
TFDP1 (FC=2,92), MDFIC (FC=2,83)), jak i spadek poziomu ekspresji (np.: PAX5
(FC=-4,77), SOX11 (FC=-7,87), PRDM2 (FC=2,20), NR1D2 (FC=-2,20)). Natomiast w
profilu dla mieloblastow geny metabolizmu kwaséw nukleinowych byt wyciszane.
Wsrdd nich wyr6ézniono CHD7 (FC=-4,59), SLC2A4RG (FC=-6,14), TBX1 (FC=-4,45),
ETV6 (FC=-5,40). Czynnik transkrypcyjny CEBPD uczestniczy w regulacji genow
zaangazowanych w odpowiedzi immunologiczne i zapalne [213]. Supresor nowotworu
PRDM2 moze dziata¢ jako aktywator transkrypcji [214]. Z kolei ETV6 reguluje geny
krwiotworczych komorek macierzystych oraz odgrywa wazng role w transformacji

nowotworowej [215].
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4.4.2.7. Klasyfikacja genéw pod wzgledem procesow biologicznych w

profilach limfoblastéw i mieloblastow opornych na idarubicyne

W oparciu o analize profili transkryptomicznych dla idarubicyny odnotowano, ze
najwiecej genow zaangazowanych bylo w procesy komorkowe (limfoblasty 25% i
mieloblasty 28,2%), wsrod ktorych przewazaly geny zaangazowane w komunikacje
komorkowa (54,2% 1 50%) i cykl komoérkowy (20,8% 1 28,1%), oraz w procesy
metaboliczne (18,9% i 22,1%) gdzie dominowaly geny biorgce udzial w metabolizmie
biatek (40% i 26,2%) oraz kwasow nukleinowych (35% i 45,2%) (Rycina 18).

Wigkszo$¢ gendéw uczestniczacych w komunikacji komorkowe] byta zwigzana z
transdukcja sygnatow (85,7% i 88,9%) oraz z sygnalizacjg migdzykomorkowa (14,3% i
11,1%). W opornych na idarubicyne limfoblastach, geny odpowiedzialne za komunikacje
komorkowa wykazywaty ponad 2-krotny wzrost poziomu ekspresji wzgledem komoérek
wrazliwych. Do tej grupy gendéw naleza m.in.: SH2D1A (FC=2,41), ARHGEF3
(FC=2,17), ANXA1 (FC=2,45), GOS2 (FC=2,21). Natomiast w profilu dla mieloblastow
zaobserwowano ttumienie ekspresji, m.in.. TRIO (FC=-2,36), GPR12 (FC=-2,76),
NRXN2 (FC=-4,96), TTC28 (FC=-5,76). Aneksyna 1 ma dziatanie przeciwzapalne. Utrate
jej funkcji wykryto w wielu nowotworach, np. raku piersi [216]. Ekspresja ANXAL jest
zwigzana Z proliferacja komorek, rokowaniem i odpowiedzig na lek w raku trzustki [217].
Przyczynia si¢ do adaptacyjnej odpowiedzi immunologicznej, wzmacniajac kaskady
sygnatowe. Tak jak TRIO, promuje polaryzacje i migracje komorek [218]. Z kolei GOS2
promuje apoptoze, wigzac si¢ z BCL2, a tym samym zapobiega tworzeniu ochronnych
heterodimeréw BCL2-BAX (BCL2-associated X protein) [219].

W profilu opornych blastow pozyskanych od pacjentow z ALL, w grupie genow
zaangazowanych w procesy metaboliczne biatek wyrézniono geny odpowiedzialne za
modyfikacje biatek komorkowych (42,9%) oraz proteolize (42,9%). W obu grupach
zauwazono znaczacg nadekspresje. W modyfikacji biatek komorkowych uczestnicza
m.in.: GALNT6 (FC=2,44), PDGFC (FC=2,40), FGR (FC=2,15), PADI4 (FC=2,52),
MGAM (FC=2,27). W profilu mieloblastow, W grupie genéw zaangazowanych w procesy
metaboliczne bialek wyrézniono geny odpowiedzialne za modyfikacje biatek
komorkowych (50%) oraz geny, ktorych biatka tworzg ztozone kompleksy (25%). W obu
grupach zauwazono znaczacy spadek poziomu ekspresji genow. W modyfikacji biatek
komorkowych uczestniczg m.in.: MBTD1 (FC=-2,68), SEPT11 (FC=-2,21), NDN (FC=-
2,79). Czynnik transkrypcyjny NDN utatwia zatrzymanie cyklu komorkowego oraz

oddziatuje z p53 hamujgc wzrost komorek i wigze si¢ bezposrednio ze specyficznymi
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sekwencjami DNA [220]. Ttumienie ekspresji genow odpowiedzialnych za modyfikacje
biatek zaobserwowano takze w opornych na daunorubicyng mieloblastach (podrozdziat
4.4.2.6.)

Wigkszo$¢ genow metabolizmu kwasoéw nukleinowych zaangazowanych byta w
regulacje transkrypcji pod promotorem polimerazy RNA II. Poziom ekspresji genow w
tej grupie byt w znacznej czesci obnizony W profilach obu typow blastow opornych na
idarubicyne. Wérdd nich mozna wyrdznic dla limfoblastow: TBL1X (FC=-2,21), ZNF395
(FC=-2,14), TCF4 (FC=-3,32); dla mieloblastow: BCLAF1 (FC=-2,30), AHI1 (FC=-
2,00), TRIM24 (FC=-2,79). Biatko kodowane przez TBL1X bierze udziat w transdukcji
sygnatu, regulacji gendw, transporcie pecherzykowym oraz montazu cytoszkieletu, a

BCLAF1 to represor transkrypcyjny indukujacy apoptoze [113, 221].

4.4.2.8. Klasyfikacja genéw pod wzgledem procesow biologicznych w

profilach limfoblastéw i mieloblastow opornych na mitoksantron

Na podstawie analizy genéw w opornych blastach biataczkowych wykazano, ze
najwigcej genow zaangazowanych bylo w procesy komorkowe (limfoblasty 24,1% i
mieloblasty 29,2%), wsrod ktorych zdecydowanie przewazaly geny zaangazowane w
komunikacje komorkowa (60% i 54,3%) i ruch komponentéw komoérkowych (14,3% i
15,2%), oraz w procesy metaboliczne (15,7% i 18,5%) gdzie dominowaty geny biorgce
udzial w metabolizmie biatek (50% i 33,3%) oraz kwasow nukleinowych (27,3% i
24,2%). Na Rycinie 18 przedstawiono podsumowanie analizy genéw zwigzanych z
opornoscig limfoblastow i mieloblastow na mitoksantron pod wzglgdem procesow
biologicznych.

Wigkszo$¢ genow uczestniczacych w komunikacji komérkowej byta zwigzana z
transdukcja sygnatow (84% i 88,9%) oraz z sygnalizacja migdzykomorkows (16% i
11,1%). W profilu opornych limfoblastow dla wigkszosci genéw odpowiedzialnych za
komunikacje komoérkowa odnotowano ponad 2-krotne obnizenie poziomu ekspresji
wzgledem blastow wrazliwych. Do tej grupy gendw naleza m.in.: PTK2, CDK14, IL6ST,
TTC28, CTNNAL. Natomiast w mieloblastach zaobserwowano ponad 2-krotny wzrost
ekspresji dla genéw, tj. NAMPT, BTG1, DUSP6, GADD45A. Kinaza tyrozynowa PTK2
uczestniczy w regulacji migracji komorek, adhezji, reorganizacji cytoszkieletu aktyny,
progresji cyklu komorkowego, proliferacji komorek i apoptozy. Zaangazowana jest
réwniez w transdukcje¢ sygnatu integryny. Promuje aktywacje MAPKI/ERK2,
MAPKS3/ERK1 i kaskady sygnalizacyjnej kinaz MAP. Reguluje aktywnos$¢ ubikwityny
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p53 [222]. Z kolei kinaza CDK14 dziata jako regulator proliferacji komoérek oraz szlaku
sygnatowego Wnt podczas fazy G2/M cyklu komoérkowego. Waznym genem o
wilasciwo$ciach antyproliferacyjnych jest BTG1, ktory reguluje wzrost i réznicowanie
komorek. Ekspresja tego genu jest najwyzsza w fazach GO/G1 cyklu komoérkowego 1 jest
obnizana, gdy komorki przechodzg przez G1 [223].

W grupie gendw zaangazowanych w procesy metaboliczne bialek wyrdzniono geny
odpowiedzialne za modyfikacje biatek komorkowych (37,5% 1 66,7%). W profilu
limfoblastow 37,5% stanowity geny, ktorych biatka tworza zlozone kompleksy. W
opornych na mitoksantron limfoblastach tylko 12,5% genow bylo zaangazowanych w
proteolize, a w mieloblastach 25%. W obu profilach geny byly nadeksprymowane. W
modyfikacji biatek komorkowych w opornych na mitoksantron limfoblastach uczestniczg
m.in.: GALNT6 (FC=2,66), CD2 (FC=2,46), CD244 (FC=2,21), PTPN7 (FC=2,47), aw
mieloblastach STK17A (FC=2,12), STK17B (FC=2,66), PIM2 (FC=2,44). Receptory
powierzchniowe CD2 i CD244 ulegaja ekspresji w komorkach NK i komorkach T [224].
PTPN7 reguluje rézne procesy komorkowe, w tym wzrost komorek, réznicowanie, cykl
mitotyczny i transformacje onkogenng [225]. PIM2 uczestniczy w zapobieganiu
apoptozy, promowaniu przezycia komorek oraz proliferacji komorek [226].

Wigkszo$¢ genow metabolizmu kwaséw nukleinowych zaangazowana byta w
regulacj¢ transkrypcji pod promotorem polimerazy RNA II. Poziom ekspresji genéw w
tej grupie byt w znacznej czesci obnizony (podobnie jak w mieloblastach opornych na
daunorubicyng¢ (podrozdziat 4.4.2.6.)). W limfoblastach niewrazliwych na mitoksantron
mozna wyr6zni¢ CHD7 (FC=-2,42), ZNF395 (FC=-2,08), PDLIM1 (FC=-2,91), FHL1
(FC=-2,26), ZNF107 (FC=-2,16), a w mieloblastach RUNX1 (FC=-2,02), SATB1 (FC=-
2,50), CCNL2 (FC=-2,04). Warto zauwazy¢, ze przeciwng tendencje w poziomie
ekspresji genow (wzrost) spod promotora RNA 11 odnotowano w limfoblastach opornych

na daunorubicyne (podrozdziat 4.4.2.6.).
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Rycina 18. Porownanie klasyfikacji genéw zwigzanych z oporno$cia limfoblastow i mieloblastoéw na DOX, DNR, IDA i MIT pod wzgledem proceséw biologicznych.



4.4.29. Analiza szlakéw komérkowych w profilu limfoblastow opornych na

doksorubicyne

Na podstawie analizy szlakoéw komorkowych (Rycina 19) wykazano, ze najwiecej
zidentyfikowanych genoéw brato udziat w szlaku sygnalizacyjnym Wnt (5,6%), w szlaku
proces6w zapalnych z udziatem chemokin i cytokin (5,6%) oraz aktywacji komorek B
(5,6%).

W szlaku Wnt uczestniczg TLE3 (FC=2,37) oraz TLE4 (FC=-2,22). Czlonkowie
rodziny bialek wzmacnianych przez transducyne funkcjonujg w szlaku sygnalizacji
Notch, ktory reguluje determinacje losu komorek podczas rozwoju. Wiazg si¢ takze z
wieloma czynnikami transkrypcyjnymi [227].

Niewrazliwo$¢ na doksorubicyng blastow uzyskanych od pacjentow z ALL moze
mie¢ zwigzek z zaburzeniami szlaku sygnalizacyjnego proceséw zapalnych z udziatem
chemokin i cytokin, ktory byl reprezentowany przez nadeksprymowane geny, tj. GNAQ
(FC=2,48) oraz ITGAM (FC=3,42). Selekcj¢ komorek B i ich przezycie reguluje GNAQ.
Wymagany jest on rowniez, aby zapobiega¢ autoimmunizacji zaleznej od limfocytow B.
Powigzanymi $ciezkami sg szlak sygnalizacji wapniowej i sygnalizacja ADP (adenosine-
induced pathways) [228]. Integryna ITGAM jest zaangazowana w rozne interakcje
monocytow, makrofagow i granulocytow. W oparciu 0 dane literaturowe sugeruje si¢
zwigzek wysokiej ekspresji ITGAM ze ztym rokowaniem w AML [229].

Cechg charakterystyczng limfoblastow opornych na doksorubicyne byto wyciszanie
gendéw zaangazowanych w aktywacje komorek B, tj. CD22 (FC=-2,84) oraz BLK (FC=-
3,03), przy jednoczesnym wzroscie ekspresji gendéw uczestniczacych w szlaku
sygnalizacyjnym apoptozy, tj. BCL2A1 (FC=2,95) oraz LTB (FC=2,56). Istotng
obserwacja byta rowniez nadekspresja MAPKAPKS3, ktory uczestniczy w szlaku
sygnatowym Ras oraz szlaku p38 MAPK [230]. Podobna tendencj¢ spadkowa dla genéw
aktywujacych komorki typu B odnotowano w profilu opornosci na daunorubicyng w
limfoblasatch (podrozdziat 4.4.2.10.).
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4.42.10. Analiza szlakéw komoérkowych w profilach limfoblastow i

mieloblastow opornych na daunorubicyne

W oparciu o analiz¢ szlakow komoérkowych (Rycina 19) w limfoblastach opornych
na daunorubicyne wykazano, ze najwiecej zidentyfikowanych genow brato udziat w
procesach zapalnych z udziatlem chemokin i cytokin (11,8%) oraz aktywacji komorek B
(7,4%). W niewrazliwych na daunorubicyne¢ mieloblastach najwiecej zidentyfikowanych
gen6w bralo udziat w szlaku sygnalowym z udzialem integryn (4,2%), szlaku
sygnatowym Wnt (3,8%), szlaku sygnatlowym apoptozy (3,3%) oraz szlaku procesow
zapalnych z udziatem chemokin i cytokin (3,3%).

W obu profilach blastow biataczkowych szlak sygnalizacyjny proceséw zapalnych z
udzialem chemokin i cytokin byl reprezentowany przez geny o ponad 2-krotnym
wzroscie poziomu ekspresji (limfoblasty: C5AR1 (FC=2,19), PTGS2 (FC=3,70), FPR1
(FC=2,30), ALOX5AP (FC=2,29) i ITGB2 (FC=2,42); mieloblasty: NRAS (FC=2,06),
ITGAL (FC=15,10), PIK3CG (FC=4,35) i ARPC1A (FC=7,02)). W odpowiedzi
immunologicznej biorg udzial zaro6wno C5AR1, jak i PIK3CG. Za promowanie
fagocytozy i wyzwalanie stanu zapalnego odpowiedzialny jest C5AR1. Natomiast
PIK3CG odpowiada za koordynacje réznorodnych funkcji komorek, w tym proliferacje i
przezycie. PIK3CG znajduje si¢ w czesto usuwanym fragmencie chromosomu 7
obserwowanym w biataczkach szpikowych [231]. Nadekspresj¢ chemokin i cytokin
zaobserwowano takze w profilu opornosci na doksorubicyng w limfoblastach
(podrozdziat 4.4.2.9.) oraz na idarubicyn¢ (podrozdziat 4.4.2.11.) i mitoksantron
(podrozdziat 4.4.2.12.) w limfoblastach i mieloblastach.

W komorkach pobranych od dzieci z ALL odnotowano ttumienie poziomu ekspresji
genoéw zaangazowanych w aktywacje komorek B, tj. CD19 (FC=-4,80), CD22 (FC=-
2,50), BLNK (FC=-4,33), BLK (FC=-3,09). Natomiast ponad 2-kronty wzrost ekspresji
wykazano dla genéw uczestniczacych w szlaku sygnalizacyjnym apoptozy (tj. PRKCH,
TNFSF10, TNFRSF1B), szlaku sygnalowym Wnt (tj. GNAQ) oraz szlaku sygnalowym
integryny (tj. MEGF9, ITGB2, ITGAM). Integryny sa heterodimerycznymi integralnymi
biatkami btonowymi. Zbudowane sg one z tancucha alfa i tancucha beta. ITGAL koduje
tancuch integryny alfa L. Pierwsza domena zawierajaca integryne alfa laczy sie z
fancuchem beta 2 (ITGB2), aby utworzy¢ integrynowy antygen 1 zwigzany z limfocytem
(LFA-1), ktory ulega ekspresji na wszystkich leukocytach. LFA-1 odgrywa gtdwna role
w adhezji migdzykomorkowej leukocytéw poprzez interakcje z jej ligandami, do ktérych

nalezg ICAM-1, -2, -3. ITGAL zaangazowany jest w zjawiska immunologiczne takie jak
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interakcje leukocytow i §rodblonka, cytotoksyczne zabijanie z udzialem komorek T oraz
zalezne od przeciwcial zabijanie przez granulocyty i monocyty. Przyczynia si¢ do
cytotoksycznosci komorek NK (natural killer) [232]. Zaangazowany jest w adhezje
leukocytow i transmigracj¢ leukocytow, w tym limfocytow T i neutrofili. [233].
Mieloblasty oporne na daunorubicyng¢ charakteryzowaly si¢ inhibicjg ekspresji genow
uczestniczacych w szlaku sygnalowym Wnt (CDH2 (FC=-8,11), CDH9 (FC=-13,85),
SMAD4 (FC=-2,67), NKD2 (FC=-3,00)) oraz w szlaku sygnalizacyjnym apoptozy
(BCL2L1 (FC=-2,24), MAPK8 (FC=-4,02), ATF2 (FC=-2,96), TNFRSF1A (FC=-2,58)).
Kadheryna CDH2 uczestniczy w alternatywnym sktadaniu prowadzac do utworzenia
wielu wariantéw transkryptow [234]. Z kolei kadheryna CDH9 posredniczy w adhezji
komorkowej komorek zaleznej od wapnia. Kadheryny moga przyczyniaé¢ si¢ do
sortowania heterogenicznych typow komorek [122]. Czynnik transkrypcyjny ATF
uczestniczy w odpowiedzi na uszkodzenie DNA. Reguluje transkrypcje gendow
zaangazowanych w przeciwdzialanie apoptozie, wzrost komoérek. Moze wywolywac
dzialania onkogenne lub supresorowe guza w zalezno$ci od rodzaju tkanki lub komorki
[235]. Szlak sygnalizacyjny z udziatem integryn w blastach AML jest reprezentowany
przez geny 0 zréznicowanym poziomie ekspresji, tj. KRAS (FC=-2,51), MAP2K3
(FC=3,33), NRAS (FC=2,06). Mutacje onkogenéw RAS s3a czegsto obserwowane w
roznych typach raka, np. jelita grubego i trzustki [236, 237]. Odgrywaja wazng rolg w
regulacji proliferacji komoérek. Uczestnicza w promowaniu zjawisk onkogennych
poprzez indukowanie wyciszania transkrypcyjnego genow supresorowych nowotworow.
Maja wewnetrzng aktywno$¢ GTP-azy. Stwierdzono, ze ekspresja onkogenu RAS
powoduje akumulacj¢ aktywnej postaci kinazy MAP2K3, co nadaje onkogenng

transformacje pierwotnym komorkom [238].

44.211. Analiza szlakéw komoérkowych w profilach limfoblastéw i
mieloblastow opornych na idarubicyne

W oparciu 0 analiz¢ szlakoéw komoérkowych (Rycina 19) w niewrazliwych na

idarubicyn¢ limfoblastach wykazano, ze najwigcej zidentyfikowanych gendow brato

udziat w aktywacji limfocytow T (16,7%) i limfocytow B (5,6%), szlaku sygnatowym z

udziatem integryny (5,6%), szlaku sygnatowym Wnt (5,6%) oraz szlaku procesow

zapalnych z udziatem chemokin i cytokin (5,6%). Z kolei w mieloblastach przewazaty

geny uczestniczace W Szlaku sygnatowym apoptozy (6,9%), szlaku sygnalowym z
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udzialem integryny (6,9%) oraz szlaku proceséw zapalnych z udzialem chemokin i
cytokin (6,9%).

W opornych limfoblastach szlak sygnalizacyjny zwiazany z aktywacjg limfocytow
typu T byl reprezentowany przez geny o obnizonym poziomie ekspresji, tj. HLA-DQA1
(FC=-4,23), HLA-DPA1 (FC=-3,00), HLA-DRA (FC=-2,42), HLA-DMA (FC=-2,40),
CD74 (FC=-2,29). Uwaza si¢, ze zmienno$¢ genetyczna HLA-DPA1, powoduje
modyfikacje odpornosci i wptywa na ryzyko ostrej bialaczki limfoblastycznej u dzieci
[239]. Ponadto, naukowcy wskazujg na ogromne znaczenie doktadnego dopasowania
alleli HLA-DRB1 w transplantacji komorek krwiotworczych dawcy niespokrewnionego
z powodu przewleklej biataczki szpikowej [240]. CD74 wiaze si¢ z glownym
kompleksem zgodnos$ci tkankowej klasy II 1 jest waznym biatkiem opiekunczym, ktére
reguluje prezentacje antygenu w odpowiedzi immunologicznej. Uczestniczy w szlakach
regulujacych przezywalnos$¢ i proliferacje komorek. Wykazano, ze wysoka ekspresja
CD74 jest dodatnio skorelowana z bardziej zaawansowanym stadium przewleklej
biataczki limfocytowej z limfocytow B [241].

Brak wrazliwos$ci limfoblastow na idarubicyne moze mie¢ zwigzek z zaburzeniami
szlaku sygnatowego Wnt. Zauwazono, ze w komoérkach opornych na ten lek
antracyklinowy dochodzito do wyciszania ekspresji genow, tj. TBL1X (FC=-2,21), FZD2
(FC=-2,27). FZD?2 jest sprz¢zony ze $ciezka sygnatowa beta-kateniny, co prowadzi do
hamowania kinazy GSK-3 (glycogen synthase kinase 3), akumulacji jadrowej beta-
kateniny i aktywacji genow docelowych Wnt. Uczestniczy takze w szlaku sygnatlowym
PKC. FZD2 moze bra¢ udzial w transdukcji i miedzykomorkowej transmisji informacji
o polarnosci podczas morfogenezy tkanki [242]. Podobng tendencje obnizenia poziomu
ekspresji genow szlaku Wnt zaobserwowano w opornych na daunorubicyne
mieloblastach (podrozdziat 4.4.2.10.)

Szlak sygnalizacyjny z udziatem integryn w limfoblastach byt reprezentowany przez
geny 0 zroéznicowanym poziomie ekspresji, tj. COL5A1 (FC=-2,26), ITGAM (FC=2,98),
natomiast w mieloblastach przewazato wyciszanie ekspresji, np. ITGB2 i PIK3R1 (FC=-
2,01). Ponadto, geny szlaku sygnatowego apoptozy w mieloblastach (np. LTB (FC=2,06)
i HSPA5 (FC=-2,05)) wykazywaly zroznicowany poziom ekspresji. Przeciwnie do profilu
opornosci na daunorubicyne, dla ktorego odnotowano zmniejszong ekspresje genow
zwigzanych z programowang $miercig komorki (podrozdziat 4.4.2.10.). Cytokina LTB
moze odgrywaé szczegdlng role w regulacji odpowiedzi immunologicznej. Wsrod

powigzanych szlakéw sa m.in. Sciezki sygnalizacji NF-k-B. Zaobserwowano, ze
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ekspresja beta limfotoksyny jest wysoka w przewleklej biataczce limfatycznej, ale niska
w chtoniaku limfocytowym [243]. HSPAS bierze udziat w fatdowaniu oraz sktadaniu
biatek. Oddziatuje z wicloma biatkami retikulum endoplazmatycznego i dlatego moze
odgrywa¢ kluczowa rol¢ w monitorowaniu transportu biatek przez komoérke. Na
podstawie badan sugeruje sie¢, ze odpowiedz niesfatdowanego biatka jest aktywowana w
niektorych liniach komorek rakowych i bierze udziat w rozwoju nowotworu. Pacjenci z
AML z aktywng niesfaldowang forma biatka wykazuja specyficzne cechy kliniczne 1
korzystniejszy przebieg choroby [244].

Opornos¢ komorek biataczkowych na idarubicyne moze by¢ zwigzana z szlakiem
procesow zapalnych z udziatem chemokin i cytokin. W profilach dla obu typoéw blastow
zaobserwowano podwyzszony poziom ekspresji genow (limfoblasty: ITGAM (FC=2,98);
mieloblasty: CCL3L1 (FC=4,06)).

44.2.12. Analiza szlakéw komoérkowych w profilach limfoblastéw i

mieloblastéw opornych na mitoksantron

Na podstawie analizy szlakéw komoérkowych (Rycina 19) wykazano, ze najwiece;j
scharakteryzowanych genoéw w opornych na mitoksantron limfoblastach brato udziat w
szlaku aktywacji limfocytow T (8,1%), limfocytow B (5,8%), szlaku sygnalowym Wnt
(5,8%) oraz szlaku sygnalowym z udzialem integryn (3,5%). W niewrazliwych
mieloblastach przewazaly geny zaangazowane w szlak sygnatowy apoptozy (6,1%), szlak
procesOw zapalnych z udziatem chemokin i cytokin (6,1%) oraz szlak sygnatowy z
udziatem integryn (4,5%).

W szlaku sygnatowym z udziatem integryn w profilach dla obu typéw komorek
biataczkowych zaobserwowano zréznicowany poziom ekspresji (limfoblasty: PTK2
(FC=-2,42), COL5A1 (FC=-2,18) i ITGAM (FC=2,77); mieloblasty: LAMB2 (FC=-2,51)
i PIK3CG). Lamininy, tj. LAMB2, zaangazowane sa w wiele proceséw biologicznych, w
tym adhezje komorek, roznicowanie, migracje, przekazywanie sygnatow [245]. Warto
wspomniec, ze z kolei w limfoblastach opornych na daunorubicyne odnotowano wzrost

poziomu ekspresji genéw kodujacych integryny (podrozdziat 4.4.2.10.).
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Rycina 19. Porownanie klasyfikacji genow zwigzanych z oporno$cia limfoblastow i mieloblastow na DOX, DNR, IDA i MIT pod wzgledem szlakéw komérkowych.



Brak wrazliwos$ci limfoblastow na mitoksantron moze by¢ skorelowany z deregulacja
szlaku aktywacji limfocytow T. Zauwazono, ze w komorkach opornych na ten cytostatyk
dochodzi do supresji genow, tj. HLA-DQA1 (FC=-3,13), HLA-DRA (FC-2,31), CD74
(FC=-2,07) przy rdéwnoczesnej nadekspresji czasteczek CD3E (FC=2,42), CD3D
(FC=3,02) oraz CD3G (FC=2,59). Ponadto geny uczestniczace w aktywacji limfocytow
B, tj. CD19 (FC=-3,20), CD22 (FC=-2,14), BLNK (FC=-3,78) i BLK (FC=-2,94)
wykazywatly obnizony poziom ekspresji. CD3G oraz CD3E uczestnicza W
wewnatrzkomoérkowych szlakach przekazywania sygnatow. Odgrywajg istotng role w
rozwoju limfocytow T. Mutacje tych genow powoduja niedobor odpornosci [246].

Geny zaangazowane w szlak sygnatowy Wnt w limfoblastach w zdecydowane;j
wigkszos$ci odznaczaly si¢ ttumieniem ekspresji, np.: CTBP2 (FC=-2,57), PRKCZ (FC=-
2,57), TLE4 (FC=-2,10) i CTNNAl (FC=-2,10). Ponadto, profile opornosci na
mitoksantron dla obu typoéw komorek biataczkowych wyrdznialy si¢ nadekspresja genow
uczestniczacych w szlaku proceséw zapalnych z udzialem chemokin i cytokin
(limfoblasty: PLCB1 (FC=2,02), ITGAM (FC=2,77); mieloblasty: PTGS2 (FC=8,66),
ALOX5AP (FC=4,74), PIK3CG, IL8 (FC=16,74)) oraz szlaku apoptozy (limfoblasty:
HSPA1A (FC=2,14); mieloblasty: BCL2A1 (FC=15,44)). Istotng obserwacja byt fakt, iz
geny zwigzane z programowang $miercig komorki byty rowniez nadeksprymowane w

limfoblastach opornych na doksorubicyne (podrozdziat 4.4.2.9.).

4.4.3. Analiza genéw wspolnych w profilach opornosci na antracykliny

W celu poroéwnania zaleznosci pomiedzy grupami genow charakterystycznych dla
poszczegolnych profili opornosci blastow bialaczkowych przygotowano diagramy Venna
(Rycina 20) z wykorzystaniem oprogramowania UGent [247]. Na podstawie tej analizy
wytypowano geny wspdlne wykazujace istotng statystycznie ponad 2-krotng zmiang
poziomu ekspresji w kazdym z poréwnywanych profili. W profilach opornosci na
daunorubicyng¢ dla limfoblastow i mieloblastow 10 genow byto wspolnych. Nalezg do
nich m.in.. CEBPD (odpowiednio dla limfoblastow FC=2,43 i dla mieloblastow
FC=8,92), RGS10 (FC=3,28 i FC=27,16), S100A8 (FC=2,90 i FC=17,04), PDGFC
(FC=2,72 1 FC=-2,28), BCL2A1 (FC=3,87 i FC=40,28) i S100A9 (FC=2,90 i FC=41,62).
Dla zdecydowanej wickszosci genow wykazano taka samg tendencj¢ w zmianie poziomu
ekspresji w obu profilach biataczkowych. W profilach limfoblastow i mieloblastow
niewrazliwych na idarubicyne powtdorzyly si¢ zaledwie 2 geny. Poziom ekspresji

regulatora transkrypcji NFIL3 byt zréznicowany w obu profilach biataczkowych
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(limfoblasty: FC=-2,33; mieloblasty: FC=4,65). Natomiast dla TTC28 zaangazowanego
w interakcje z kinazami wykazano tendencje spadkowsa (limfoblasty: FC=-3,10;
mieloblasty: FC=-5,76). W profilach opornosci na mitoksantron bylo 7 genow
wspolnych. Obserwowano takie same tendencje zmian poziomu ich ekspresji. Dla
wigkszosci odnotowano okoto 2-krotny wzrost, tylko PLXNB1 zaangazowany w

sygnalizacj¢ migdzykomorkowa wykazywat okoto 2-krotny spadek.
DNR _AML

IBCL241 |RGSI10
CEBPD |S10048
\FAMI294|S10049
WDFIC |ST3GAL6
\PDGFC _|TESC

DNR_ALL

INFIL3
TTC28

IDA_ALL

\BIN2
\DUSP2
UCAM3
UFITMI
MGLL
\PLXNB1
SH2D14

MIT ALL

Rycina 20. Diagramy Venna dla genow profili opornosci na daunorubicyng (DNR), idarubicyne (IDA) i
mitoksantron (MIT) w limfoblastach (ALL) i mieloblastach (AML).
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45.  Wyniki PCR w czasie rzeczywistym

W pierwszym etapie przeprowadzono klasyczny PCR, aby oceni¢ specyficzno$é
dobranych starterow oraz jako$¢ zsyntetyzowanego matrycowego cDNA. Ustalono
roOwniez najbardziej optymalne warunki termiczne reakcji. Produkty reakcji analizowano
na zelu agarozowym. Na Rycinie 21 zobrazowano wynik rozdziatu produktow reakcji dla
wybranych analizowanych gendéw. Nie stwierdzono obecnosci struktur bedacych efektem
dimeryzacji starterow. W probach 10, 13, 20 zaobserwowano produkty niespecyficzne,
jednak na innych wysoko$ciach niz badane amplikony. W przypadku stwierdzenia

produktow niespecyficznych dokonywano optymalizacji reakcji lub wymieniano startery

I sondy.

Rycina 21. Rozdziat elektroforetyczny produktow reakcji PCR.

Studzienki M — marker wielko$ci DNA; 1 i 2 —amplikon genu ABCG1; 3 i 4 — amplikon genu CDKN1B; 5
— amplikon genu ACTB; 6 — amplikon genu GAPDH; 7 — amplikon genu ANXAL; 8 — amplikon genu
ARAP1; 9, 18 i 19 — amplikon genu FGR; 10, 14, 20 i 21 - amplikon genu HK3; 11, 16 i 24 — amplikon
genu ITGAM; 12, 22 i 23 — amplikon genu IFIT3; 13 — amplikon genu RETN; 15 — amplikon genu IFIT3;
17 — amplikon genu PCDH.

W kolejnym etapie przeprowadzono qPCR, ktory miat na celu weryfikacje wynikow
otrzymanych metodg mikromacierzy ekspresyjnych. W walidacji uczestniczyly geny
potencjalnie zwigzane z profilem opornosci na badane leki antracyklinowe w obecnosci
czterech genow referencyjnych (ACTB, GAPDH, SDHA, TUBA1B). Uzyskane wyniki
zaprezentowano w Tabeli 17. Na podstawie krzywych standardowych oceniono
efektywnos¢ reakcji. Z kolei krzywe amplifikacji umozliwialy wyznaczenie wartoSci
cykli progowych (cycle threshold, Ct). Wartosci p-value wyliczono testem Manna-
Whitneya.

Zdecydowana wigkszo$¢ gendw byla nadeksprymowana. Tylko TBL1IXR1 w
profilach opornos$ci na doksroubicyng¢ i daunorubicyne oraz TTC28 w profilu opornosci
na daunorubicyne wyrdzniaty si¢ istotng inhibicja ekspresji. Warto wspomnie¢, ze
najwyzsza krotnos$¢ (ponad 3) zmiany poziomu ekspresji odnotowano dla genu RETN dla
wszystkich  analizowanych lekéw. Zmiany wzglednego poziomu ekspresji

analizowanych gendéw przedstawiono na wykresach na Rycinie 22.
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Podczas pordéwnywania wynikow uzyskanych z wykorzystaniem macierzy i w PCR
w czasie rzeczywistym (Tabela 17) potwierdzono dla kilku genoéw istotnos$¢ statystyczna
zmian ekspresji w obu eksperymentach. Dla ANXA1, FGR i ITGAM odnotowano wzrost
poziomu ekspresji w profilach dla wszystkich badanych antracyklin. Dla genow ARAP1
I HK3 potwierdzono wzrost poziomu ekspresji w profilu braku wrazliwosci na
doksorubicyne. Ponad 2-krotny wzrost poziomu ekspresji wykazano w profilach
opornos$ci na doksorubicyne¢ i daunorubicyne dla genu ITGB2 oraz RETN zaréwno w
eksperymencie mikromacierzowym, jak i qPCR. Ponadto, potwierdzono ponad 2-krotny
wzrost poziomu ekspresji dla genu SERPINA1 w profilu opornosci na idarubicyneg.
Oprocz tego, dla DUSP2 wykazano nadekspresje w profilach braku wrazliwosci na
daunorubicyng, idarubicyne i mitoksantron. Potwierdzona zostala takze korelacja
TBL1XR1 i TTC28 z profilem oporno$ci na daunorubicyn¢. Brak zwigzku z opornoscia
na ktorykolwiek z badanych cytostatykow wykazano dla genéw CDKN1A, CDKN1B,
WDR26 oraz WNK1 w obu eksperymentach.
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Tabela 17. Poréwnanie wynikéw macierzy ekspresyjnych i PCR w czasie rzeczywistym.

Macierz ekspresyjna PCR w czasie rzeczywistym
Gen DNR DOX IDA MIT DNR DOX IDA MIT
Krotnos$¢ Krotnos¢ Krotnos¢ Krotnos¢ Wydajnos¢ | Krotnosé Krotnos¢ Krotnos¢ Krotno$é¢
zmiany p-value zmiany p-value zmiany p-value zmiany p-value reakeji zmiany p-value zmiany p-value zmiany p-value zmiany p-value
GENY KANDYDACKIE
ABCG1 3,631 0,036 1,147 0,629 1,351 0,066 0,528 1,144 1,87 0,965 0,984 1,116 0,623 0,975 0,994 0,967 0,911
ANXAL 3,278 0,003 3,481 0,001 2,445 0,027 2,357 0,039 191 2,789 0,012 2,600 0,011 2,799 0,022 2,574 0,030
ARAP1 1,161 0,451 1,298 0,008 1,354 0,347 1,160 0,131 1,97 1,406 0,039 1,612 0,005 1,401 0,049 1,264 0,210
CASP1 1,107 0,367 0,826 0,481 2,778 0,029 2,215 0,050 1,86 1,940 0,949 1,826 0,015 1,501 0,694 1,389 0,579
CDKN1A 0,703 0,366 0,673 0,310 2,350 0,112 0,703 0,366 1,88 1,090 0,202 1,059 0,371 1,095 0,302 0,974 0,468
CDKN1B 0,744 0,200 0,896 0,639 1,260 0,602 0,743 0,200 1,94 1,008 0,877 1,118 0,463 1,067 0,977 1,117 0,898
DUSP2 2,137 0,011 1,603 0,113 2,022 0,016 5,248 0,037 1,95 2,521 0,003 2,391 0,003 2,532 0,0003 3,016 0,00007
FGR 2,584 0,0003 2,154 0,004 6,074 0,034 1,744 0,043 1,95 1,918 0,003 2,420 0,0004 1,891 0,003 1,816 0,005
HK3 1,438 0,069 1,596 0,019 3,117 0,136 1,439 0,069 1,95 2,573 0,0008 3,193 0,00002 2,736 0,001 2,168 0,002
IFIT3 0,537 0,047 0,698 0,246 0,498 0,024 0,537 0,047 1,89 1,132 0,142 1,465 0,204 1,231 0,152 0,892 0,345
ITGAM 2,584 0,002 3,423 0,00005 2,983 0,0002 2,769 0,0009 1,90 2,036 0,003 2,184 0,0005 2,307 0,0003 1,951 0,001
ITGB2 2,417 0,006 2,136 0,022 1,496 0,451 1,973 0,037 1,85 3,399 0,019 2,224 0,004 2,431 0,029 1,738 0,939
PCDH9 0,116 0,0001 0,363 0,088 1,099 0,075 0,368 0,078 1,98 0,404 0,280 0,606 0,532 0,506 0,290 0,247 0,053
RETN 2,385 0,0004 2,261 0,0009 0,763 0,571 1,401 0,170 191 3,519 0,0005 3,421 0,001 3,616 0,0005 3,136 0,005
RUNX1 0,837 0,146 1,327 0,384 0,125 0,026 0,494 0,046 191 1,065 0,952 1,013 0,933 1,077 0,962 0,972 0,557
SERPINAL 0,476 0,004 1,678 0,059 2,069 0,018 1,638 0,118 1,93 2,122 0,034 2,580 0,004 2,322 0,035 2,228 0,019
TBL1XR1 0,517 0,029 0,981 0,922 0,831 0,033 0,713 0,092 1,96 0,967 0,034 0,583 0,027 0,724 0,296 1,044 0,120
TCF7 2,033 0,022 1,637 0,116 1,084 0,786 1,835 0,054 21 0,575 0,174 0,911 0,517 0,622 0,184 0,969 0,546
TTC28 0,486 0,018 0,762 0,478 0,395 0,051 0,425 0,018 1,95 0,563 0,017 2,059 0,510 1,092 0,652 0,601 0,053
WDR26 0,228 0,869 0,950 0,660 1,486 0,097 0,228 0,869 1,88 1,041 0,569 1,140 0,660 1,055 0,579 0,994 0,940
WNK1 1,340 0,066 1,283 0,107 1,171 0,670 1,340 0,067 1,92 0,967 0,653 0,855 0,492 0,978 0,654 0,943 0,860
GENY REFERENCYJNE
ACTB 1,696 0,081 1,172 0,118 0,943 0,530 1,133 0,215 1,95 1 Nd 1 Nd 1 Nd 1 Nd
GAPDH 0,841 0,134 1,089 0,236 0,948 0,641 0,905 0,279 191 1 Nd 1 Nd 1 Nd 1 Nd
SDHA 6,188 0,013 0,905 0,437 1,050 0,370 0,874 0,175 1,93 1 Nd 1 Nd 1 Nd 1 Nd
TUBA1B 3,201 0,0002 1,163 0,158 1,303 0,289 1,094 0,393 191 1 Nd 1 Nd 1 Nd 1 Nd

Zielonym kolorem zaznaczono wyniki p-value < 0,05; czerwonym kolorem zaznaczono wyniki p-value < 0,001
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Rycina 22. Poréwnanie warto$ci median wzglednych pozioméw ekspresji pomiedzy blastami wrazliwymi
i opornymi na poszczego6lne leki. A. doksorubicyna, B. daunorubicyna, C. idarubicyna, D. mitoksantron. S
- wrazliwe, R — oporne. Na wykresach przedstawiono wytacznie geny, dla ktérych uzyskano wyniki istotne
statystycznie.
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cd. Rycina 22. Poroéwnanie warto$ci median wzglednych pozioméw ekspresji pomiedzy blastami
wrazliwymi i opornymi na poszczegélne leki. A. doksorubicyna, B. daunorubicyna, C. idarubicyna, D.
mitoksantron. S - wrazliwe, R — oporne. Na wykresie przedstawiono wytacznie geny, dla ktorych uzyskano

wyniki istotne statystycznie.
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5. DYSKUSJA

Biataczka jest najczestszym rodzajem raka dziecigcego, stanowigc 30% wszystkich
nowotworow zdiagnozowanych u dzieci ponizej 15 roku zycia. Ostra bialaczka
limfoblastyczna (ALL) wystepuje 5 razy czeSciej niz ostra biataczka szpikowa (AML) i
stanowi 80% wszystkich rozpoznan biataczki dzieci¢cej. Szczyt zachorowalnosci na ALL
obserwuje si¢ w wieku okoto 2-5 lat, a na AML w pierwszym roku zycia [1]. Genetyczne
czynniki ryzyka moga obejmowaé zespot Downa oraz zespoét Li-Fraumeni. Do
srodowiskowych czynnikow ryzyka leukemogenezy zalicza si¢ wczesniejsza
chemioterapi¢. Mechanizm lezacy u podstaw onkogenezy obejmuje wiele zmian
genomowych wewnatrz krwiotworczych komoérek macierzystych 1 komorek
progenitorowych wplywajac na roznicowanie, proliferacje¢ i wzrost [7]. Zmiany
genetyczne to nie tylko ztozone rearanzacje, amplifikacje czy delecje, ale nawet mutacje
punktowe moga mie¢ ogromne znaczenie w rozwoju choroby i dla prognozy wyleczenia.
Zgodnie z najnowsza wiedza nieustannie aktualizowane sg protokoty leczenia w celu jak
najlepszego dostosowania do typu biataczki, wieku pacjenta, czynnikéw ryzyka, zmian
genetycznych i chorob wspotistniejacych. Dzigki prowadzonym badaniom naukowym,
wyleczalno$¢ ALL obserwuje si¢ na poziomie 80%, a AML 60%. Niestety nadal duzym
problemem klinicznym sa wznowy, spowodowane wyksztalceniem si¢ opornosci na
stosowane leki przeciwbiataczkowe [3].

Antracykliny sa jednymi z najskuteczniejszych lekow przeciwnowotworowych.
Zastosowanie znalazty w leczeniu ostrych biataczek, takze pediatrycznych. Ogoélne
wlasciwosci lekow nalezacych do tej grupy obejmujg oddziatywanie z DNA, RNA i
enzymem topoizomeraza II. Antracykliny maja zdolnos¢ do odwracalnego wigzania si¢
z DNA poprzez wlaczanie si¢ w tancuch miedzy zasadami (kompleksy interkalujace).
Moze to skutkowa¢ blokowaniem transkrypcji [73]. Cytostatyki antracyklinowe hamuja
wydtuzanie tancucha RNA przez zmiang¢ nukleotydéw, co ostatecznie zatrzymuje
polimerazg RNA i przerywa synteze nici. Interakcja z topoizomeraza Il skutkuje
rozluznieniem struktury helisy DNA, ktore jest niezbedne w wielu procesach
wewnatrzkomorkowych, tj. replikacja DNA, rekombinacja, transkrypcja i procesy
naprawcze [71]. Antracykliny indukuja uszkodzenia DNA przez reaktywne formy tlenu
(reakcja redoks). Idarubicyna zapewnia wigksze korzysci kliniczne w wyniku szybszego
wchlaniania przez komorki, zwigkszonej retencji 1 zmniejszonej wrazliwosci na

glikoproteine P, ktora usuwa substancje obce (np. leki) dla organizmu z wnetrza komorek,
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zapobiegajac ich kumulacji i utrudniajagc osigganie miejsc docelowych [248].
Mitoksantron jest stosowany w leczeniu biataczek ze wzgledu na jego mniejsza
kardiotoksyczno$¢ w poroéwnaniu z pozostatymi antracyklinami [249]. Prowadzone
badania nad nowymi pochodnymi antracyklin, majg na celu znalezienie bardziej
skutecznej i mniej szkodliwej (mniej kardiotoksycznej) alternatywy. Modyfikacje
aglikonu lub aminocukru doprowadzity do syntezy pochodnych, tj. doksorubicyny,
daunorubicyny, idarubicyny i mitoksantronu [250].

Gloéwng przyczyna niepowodzenia leczenia jest opornos¢ na chemioterapeutyki. Ze
wzgledu na heterogeniczno$¢ nowotwordw i ztozono$¢ proceséw progresji guza,
okreslenie najlepszej strategii przezwyciezenia opornosci na leki jest niezwykle trudne
[251]. Wraz z rozwojem genomiki, proteomiki i metabolomiki, mozliwe jest
zidentyfikowanie genow, ktore najbardziej przyczyniaja si¢ do opornosci na leki na
kazdym etapie nowotworzenia. Ze wzgledu na indywidualne roznice w mutacjach genow
powodujacych raka, niezbgdne sg terapie skojarzone i spersonalizowane. Terapie
skojarzone sg zwykle skuteczniejsze, poniewaz nowotwory sg czesto wieloklonalne 1
genetycznie niejednorodne [82]. Strategie leczenia z wykorzystaniem pojedynczych
lek6w moga zakonczy¢é si¢ niepowodzeniem leczenia z powodu opornosci.
Chemioterapeutyki niszczg wrazliwe komorki nowotworowe, lecz pozostajg oporne, aby
przetrwac i rozmnazac si¢. Komorki biataczkowe wytwarzaja mechanizmy obronne przed
dziataniem antracyklin [102]. Wyréznia si¢ opornos¢ komorkowsa, farmakokinetyczng i
minimalng chorobe resztkowg. Lekoopornos¢ jest zjawiskiem ztozonym
(plejotropowym). Moze dotyczyé pojedynczego leku lub, w przypadku opornosci
wielolekowej, kilku lekéw o zréznicowanej budowie przestrzennej, sktadzie chemicznym
oraz mechanizmie dziatania. Ponadto moze rozwina¢ si¢ dla kazdego chemioterapeutyku
na kazdym poziomie jego aktywnosci [252].

Na podstawie wieloletnich badan wyodrebniono réznice we wrazliwos$ci na terapi¢
miedzy chorymi na ALL i AML. Komoérki u pacjentow ze zdiagnozowang AML de novo
i ze wznowg ALL charakteryzuja si¢ wickszg opornoscig niz z ALL de novo [12, 36]. W
ustalaniu protokotu leczenia chemioterapeutycznego niezwykle wazne jest dobranie go
w taki sposob, aby jak najbardziej uchronit pacjenta przed dlugoterminowymi skutkami
ubocznymi i toksyczno$cig metabolitow leku, lecz jednoczesnie dawat jak najwigksze
szanse na catkowite wyleczenie [55]. U wielu pacjentow skojarzony profil opornosci na

leki przeciwnowotworowe koreluje z profilem ekspresji gendéw oraz zmianami
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cytogenetycznymi. Dlatego tez tak wazne jest, aby pozna¢ ztozony obraz genomiczny i
transkryptomiczny pacjenta przed rozpoczgciem terapii [253].

Technika mikromacierzy byta krokiem milowym w diagnostyce, monitorowaniu
przebiegu choroby nowotworowej i leczenia. Pozwala ona na globalne spojrzenie na
transkryptom i genom populacji komorek biataczkowych. Jest zrodlem informacji o
zmienione]j biologii blastow pod wptywem chemioterapeutykow, a takze pozwala na
indywidualizacje leczenia pacjentow [118]. Istnieje wiele badan potwierdzajacych, ze w
ostrych biataczkach mozna opracowa¢ profil ekspresji genéw skorelowany z
odpowiedzig na lek, a takze odkrycie nowych interakcji migdzy genami i powigzan
migdzy $ciezkami sygnalizacyjnymi. Jednym z najwazniejszych eksperymentow
mikromacierzowych przeprowadzonych na blastach biataczkowych jest badanie
Holleman i wsp. [254]. Scharakteryzowano w nim profile pacjentow pediatrycznych dla
4 lekoéw antybiataczkowych, w tym dla idarubicyny. Kolejne wazne badanie zostato
przeprowadzone przez Cheok i wsp. [255], ktorzy wyr6znili 124 geny (m.in.
odpowiedzialne za apoptoze i kontrole cyklu komorkowego) zaangazowane w indukcje
opornosci na metotreksat 1 merkaptopuryng. We wczesniejszych badaniach
prowadzonych w Katedrze Fizjologii Roslin i Biotechnologii UMK [256] rowniez
zdefiniowano zestaw genow korelujacych z opornoscig na leki stosowane w leczeniu
przeciwbiataczkowym. Wsrdd nich mozna wyrdzni¢ gen PIP4AK2A (kodujacy kinaze) w
profilu opornosci na doksorubicyng oraz gen UBE2l zaangazowany w ubikwitynacje
(degradacje biatek) w profilu opornosci na idarubicyng.

Nie tylko zmiany w ekspresji genow wystepuja u chorych na biataczki. Réwnie
istotne sg rearanzacje genomowe. Techniki analizy genomu o wysokiej rozdzielczosci,
np. CGH (comparative genomic hybridization), daja szerokie spojrzenie na
leukemogeneze i opornos¢ lekowa, u ktorych podtoza lezg nieprawidtowos$ci genomowe
zwigzane z zaburzeniem rdéznicowania, regulacja cyklu komorkowego i apoptozy.
Zmiany chromosomowe stanowig wazny aspekt w klasyfikacji ostrych biataczek .
Wyrdznia si¢ dwie gtdéwne grupy nieprawidlowosci biataczkowych: zmiany w obrebie
pojedynczych gendéw (aktywujg kinazy biatkowe, tj. FLT3) oraz fuzje genéw na skutek
translokacji chromosomalnych, np. t(8;21)(gq22;922)/RUNX1::RUNX1 [19, 40, 44].
Pacjenci z t(8;21) wykazuja opornos$¢ na idarubicyne. Translokacja (9;11) w AML jest
skorelowana z wrazliwoscia na daunorubicyng, doksorubicyna i mitoksantron [257]. Na
podstawie danych literaturowych wskazano na zwigzek delecji 7q z opornoscia
wielolekowa w AML [258]. Chorzy z rearanzacja inv(3)(q21q26) lub t(3;3)(q21926)
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wyrozniajg si¢ brakiem wrazliwosci na rdézne antybiotyki antracyklinowe [259].
Translokacja t(12;21)(p13;022) powodujaca translokacje genowa ETV6-RUNX1 jest
zwigzana z wysoka wrazliwoscig komoérek nowotworowych na doksorubicyng u chorych
z B-ALL [260].

Celem niniejszej pracy byta identyfikacja markeréw lekoopornos$ci. Przeprowadzono
analize zmian w poziomie ekspresji gendw, analiz¢ ontologiczng pod wzgledem funkcji
molekularnych, procesow biologicznych i szlakow komoérkowych oraz identyfikacje
rearanzacji chromosomowych skorelowanych z odpowiedzig na leki antracyklinowe w
dziecigcej ostrej biataczce limfoblastycznej i ostrej biataczce mieloblastyczne;.

Na podstawie zebranych wynikow eksperymentu mikromacierzowego wykazano, ze
uszkodzony szlak sygnalizacyjny apoptozy (w ktory zaangazowane sg geny LTB i
HSPA5) moze by¢ jednym z mechanizmoéw oporno$ci komorek biataczkowych
zwigzanych z antybiotykami antracyklinowymi. Holleman i wsp. [254] wytypowali 70
gendéw apoptotycznych, wsrod nich BCL2L13, ktory jest odpowiedzialny za opornos$¢ na
L-asparaginaz¢ U dzieci z B-ALL. Bazujac na wynikach analizy, wykazano réwniez
roznice w ekspresji gendw zwigzanych z apoptoza w liniach komoérkowych B 1 T.
Badacze zaobserwowali wzrost poziomu ekspresji czynnika transkrypcyjnego «B,
(odpowiedzialnego za oporno$¢ na leki) i nadekspresje bialek regulujacych apoptoze:
FAS, CASP8 i CASP10. Na podstawie analizy wynikow niniejszej pracy, wykazano, ze
nastapito zmniejszenie ekspresji gendéw odpowiedzialnych za indukcj¢ apoptozy. Geny
BCLAF1 (FC=-2,18), IGSF10 (FC=-2,94), MAGED4 (FC=-2,17) sa charakterystyczne
dla mieloblastow opornych na idarubicyng. Z kolei ekspresja genu BLK jest wyciszana
dla wszystkich analizowanych antracyklin, ale tylko w limfoblastach (DOX (FC=-3,03),
DNR (FC=-3,09), IDA (FC=-2,18), MIT (FC=-2,94)). Jednocze$nie obserwowano wzrost
ekspresji genow negatywnie regulujacych apoptoze. Gen BCL2A1 jest nadeksprymowany
w limfoblastach opornych na doksorubicyne (FC=2,95) i daunorubicyne¢ (FC=3,87) oraz
w mieloblastach opornych na daunorubicyne (FC=40,23; jeden z najwyzszych wzrostow
poziomu ekspresji z catego profilu) i mitoksantron (FC=15,24). Gen FKBP11 (FC=2,05)
jest unikatowy dla profilu oporno$ci na mitoksantron w mieloblastach. Ponadto PIK3CG
jest nadeksprymowany w mieloblastach w profilach dla DNR (FC=4,35) i MIT
(FC=2,42).

Na podstawie danych literaturowych dotyczacych markeréw lekoopornosci wskazano
kaspazy, jako niezbedny element w szlaku apoptozy oraz regulacji wydzielania

interleukin i cytokin [261]. W niniejszej pracy stwierdzono, ze ekspresja CASP1 jest
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znaczaco podwyzszona W limfoblastach opornych na idarubicyne (FC=2,60) i
mitoksantron (FC=2,42). Nadekspresja CASP1 odpowiada za regulacje odpowiedzi
immunologicznej w biataczkach i zwigkszenie opornosci na glukokortykoidy. W oparciu
0 badania sugeruje si¢, ze inflamasom NLRP3/CASP1 reguluje poziom receptora
glukokortykoidowego i zmniejsza wrazliwos¢ komorek na glukokortykoidy, ktore sa
stosowane w leczeniu ALL. Wykazano, ze nadekspresja nieaktywnych form kaspaz
CPP32 (kaspaza 3) i ICH-1 (kaspaza 2) jest obserwowana w blastach pacjentow z AML
i ALL [262]. W niniejszej pracy odnotowano takze zmiane ekspresji dla innych kaspaz.
Wyciszenie CASP12 (FC=-2,46) i CASP4 (FC=-3,75) charakterystyczne jest dla profilu
opornosci na DNR oraz CASP2 (FC=-1,33) dla profilu opornosci na IDA w
mieloblastach, co moze sugerowaé zwigzek z wrazliwos$cig na antracykliny tylko w tej
linii komorkowe;.

W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze limfoblasty z oporno$cig na
mitoksantron charakteryzowaly si¢ zwigkszong ekspresja gendw zaangazowanych w
kaskad¢ sygnalizacyjng kinazy biatkowej aktywowanej mitogenami. Geny z kaskady
MAPK wyrdoznione dla limfoblastow opornych na mitoksantron to: CD2 (FC=2,46),
CD244 (FC=2,22), DUSP5 (FC=2,60) i PTPN7 (FC=2,47), natomiast dla mieloblastow
to: BTG1 (FC=3,86), DUSP6 (FC=3,10), IL8 (FC=16,74), GADD45A (FC=2,78) i RGL4
(FC=5,52). Szczegolnie interesujace sa chemokiny CXCL2, CXCL3 i IL8. Chemokiny
CXCL2 i CXCL3 sg charakterystyczne dla limfoblastow opornych na daunorubicyng oraz
mieloblastoéw opornych na mitoksantron (CXCL2: MIT AML (FC=12,91), DNR ALL
(FC=4,46); CXCL3: MIT AML (FC=11,74), DNR ALL (FC=2,67)). Stanowig one grupe
cytokin wykazujacych aktywno$¢ chemotaktyczng. Reguluja procesy biologiczne i
patologiczne. Wzrost poziomu ekspresji CXCL2 wiagze si¢ ze ztym rokowaniem u
pacjentek z rakiem jajnika [263], a takze hamuje proliferacj¢ komorek i sprzyja apoptozie
w raku watroby [264]. Nadekspresja IL8 w komodrkach raka piersi moze korelowac z
oporno$cig wielolekowa [265]. IL8 moze zmniejsza¢ ekspresj¢ genu opornosci
wielolekowej MDR1, podczas gdy nie ma wptywu na ekspresje MRP1 w komorkach raka
jelita grubego opornych na doksorubicyng¢ [266]. Ponadto Zhai i wsp. [267] wykazali, ze
IL-8 pochodzaca z fibroblastow posredniczy w opornosci na cisplatyne w raku zotadka.
Komorki unikaty apoptozy indukowanej $rodkami chemoterapeutycznymi, co sugeruje
zwiazek IL8 z przezyciem pacjentow. Co wigcej, CXCL3 jest skorelowany ze stabym
przezyciem u pacjentow z gruczolakorakiem przewodowym trzustki. Jego nadekspresj¢

obserwuje si¢ W makrofagach stymulowanych przez IL-33 [268].
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Na szczeg6lng uwagg zastuguja geny DUSP5 (profil limfoblastow opornych na MIT,
FC=2,60) i DUSP6 (profil mieloblastow opornych na MIT, FC=3,10). Koduja one
fosfatazy biatkowe o podwojnej specyficznosci. Negatywnie regulujg kinazy
aktywowane mitogenem (MAPK/ERK, SAPK/INK, p38), ktore sa zwigzane z
proliferacja i réznicowaniem komorek. Produkt genowy DUSP5 inaktywuje ERK1
(extracellular signal-regulated kinase 1), a DUSP6 inaktywuje ERK2 (extracellular
signal-regulated kinase 2). Supresja ekspresji DUSP5 koreluje z opornoscig na
paklitaksel i ztym rokowaniem w raku piersi [269]. James i wsp. wykazali, ze hamowanie
DUSP6 uwrazliwia komorki raka jajnika na $rodki chemioterapeutyczne poprzez
regulacje genéw odpowiedzi sygnalizacyjnej ERK [270]. Za§ Gao i wsp. sugeruja, ze
nadekspresja DUSP6 zwigksza oporno$¢ na chemioterapie w raku nabtonka jajnika [271].
Warto zwro6ci¢ uwage takze na fakt, Ze wzmozona ekspresja genu DUSP2 zostata
potwierdzona zaréwno w eksperymencie mikromacierzowym jak i qPCR, w profilach
opornosci na daunorubicung, idarubicyn¢ oraz mitoksantron. Co wigcej, W oparciu o
analize CGH w obecnym badaniu wykazano amplifikacj¢ regionu 8p11.21-p12, w ktorym
zlokalizowany jest gen z rodziny DUSP (DUSP26). Gen ten koduje fosfataze tyrozynowa
i wykazuje podwojng specyficznos¢ poprzez defosforylacje tyrozyny, a takze reszt
serynowych i treoninowych. DUSP26 moze regulowaé proliferacj¢ komorek i
oddziatywac¢ z supresorem nowotworu TP53 poprzez defosforylacje [122]. Ponadto, geny
BAG4, HTRA4 i TM2D2 majace swoj locus w obrebie amplifikowanego regionu 8p11.21-
pl2, sa zaangazowane w programowang $mier¢ komorek. Rola HTRA4 i TM2D2 w
opornosci na terapeutyki i leukemogenezie wcigz jest nieznana. Natomiast w ostrej
biataczce limfoblastycznej u dzieci wykazano korelacje BAG4 z odpowiedziag na
chemioterapi¢ oraz z apoptoza komorek biataczkowych. Istotnie podwyzszony wskaznik
ekspresji BAG4 obserwuje si¢ W grupach opornych i z nawrotami choroby biataczkowe;j
w porownaniu z grupami w poczatkowej fazie leczenia i remisji. Leki ukierunkowane na
mikrotubule, takie jak np. winkrystyna i taksol moga znaczaco obnizy¢ ekspresje BAG4
w szlaku apoptozy, podczas gdy daunorubicyna i cytarabina nie moga [272].
Nadekspresja BAG4 moze by¢ skorelowana z klasyfikacja kliniczna, efektem leczniczym
i rokowaniem w ALL [273].

Na podstawie badan sugeruje sig, ze opornos¢ blastow biataczkowych moze wynikaé
z zaburzen szlaku integryn. W niniejszej pracy, w oparciu 0 dane mikromacierzowe
wykazano wzrost poziomu ekspresji dla genu ITGB2 w profilach opornosci na DNR
(FC=2,42) i IDA (FC=2,50) w mieloblastach oraz PIK3CG w profilach oporno$ci na
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DNR (FC=4,35) i MIT (FC=2,42) w mieloblastach. Ponadto, zaobserwowano
statystycznie istotny wzrost poziomu ekspresji genu ITGB2 w odniesieniu do analizy
wzglednego poziomu ekspresji z wykorzystaniem PCR w czasie rzeczywistym w profilu
daunorubicyny i idarubicyny. Zaburzenia w szlaku sygnalizacji integryn wptywajg na
wazne procesy biologiczne, tj. intensyfikacja proliferacji, adhezja komorek czy unikanie
apoptozy, co w konsekwencji moze skutkowac¢ opornoscig blastow biataczkowych u
pacjentow pediatrycznych [274]. W nowotworach hematologicznych ITGB2 jest
powigzany z przewleklg biataczka limfocytowa (chronic lymphocytic leukemia, CLL) i
szpiczakiem mnogim. Ekspresja ITGB2 w CLL jest regulowana przez mechanizmy
zalezne lub niezalezne od metylacji DNA, a wzrost ekspresji ITGB2 promuje namnazanie
komorek CLL [275]. Wei i wsp. wykazali, ze ITGB2 istotnie koreluje z chemioterapig i
schematami terapii celowanej w AML. Analiza prognostyczna ujawnita, ze nadekspresja
ITGB2 prowadzi do skrocenia czasu zycia u pacjentow z AML i promuje wrazliwo$¢ na
cytarabing [274]. Wzmozona ekspresja genu PIK3CG, kodujacego kinazg ze szlaku
sygnatowego PI3K/Akt, indukuje wielolekowa opornos¢ komorek ostrej biataczki
szpikowej, m.in. na etopozyd. Prowadzi do zwigkszenia przezywalnosci komorek,
naprawy dwuniciowego DNA i omini¢cia szlaku apoptozy. Udziat szlaku sygnatowego
PI3K/Akt w wyksztatlceniu oporno$¢ na doksorubicyng w komodrkach raka piersi
wykazali Mei i wsp. [276].

Docelowym enzymem, ktory wchodzi w interakcje z antracyklinami, jest
topoizomeraza Il kodowana przez gen TOP2B. Ma ona zdolno$ci hydrolizujace dwa
wigzania. Nacigcie obu nici, odpowiada za dodanie do czasteczki DNA superskretow
[277]. Deregulacja osi mikro-RNA-23a/TOP2B powoduje opornos¢ na cytarabing w
ostrej biataczce mieloblastycznej [278]. W zadnym analizowanym profilu opornosci nie
wykryto istotnych zmian w poziomie ekspresji genu TOP2B.

Analizujac wyniki macierzy CGH warto skupi¢ si¢ na delecji w obrebie 5
chromosomu del5g32g-g35.3, gdzie zlokalizowany jest gen SLC6A7. Skuteczno$¢ terapii
przeciwnowotworowej moze w znacznym stopniu zaleze¢ od dziatania transporterow,
takich jak cztonkowie nadrodziny SLC (solute carrier group of membrane transport
proteins) reprezentowani przez gen SLC6A7. Jest on niezbedny podczas kierowania
lekow do komodrek nowotworowych. Regulacja transportu przez wiele rodzajow
transporterow jest niezbedna dla komoérek nowotworowych, ktore potrzebuja wigcej
glukozy i aminokwasow do wzrostu oraz do usuwania produktow ich metabolizmu [279].

Delecja genéow SLC moze prowadzi¢ do inicjacji programowanej $mierci komorki
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biataczkowej. Geny SLC moga odgrywac¢ role w procesach farmakokinetycznych lekow
przeciwnowotworowych. Moga by¢ zaangazowane we wchlanianie, metabolizm,
eliminacje i dystrybucje chemioterapeutykow [280]. Transportery SLC wykazujg
antagonistyczng funkcje wzgledem transporterow ABC. SLC pobierajg substancje do
wnetrza komorki nowotworowej, a transportery ABC transportujg na zewnatrz. Usunigcie
transporterow SLC i wzmozona praca transporterow ABC moze skutkowaé nabyciem
opornosci na stosowane leki antybialaczkowe [281]. Bazujac na wynikach analizy
mikromacierzowej wykazano obnizony poziom ekspresji transporteréw W mieloblastach
opornych na daunorubicyne (SLC2A4RG (FC=-6,14)), idarubicyn¢ (SLC17A9 (FC=-
2,13), SLC25A29 (FC=-2,24), SLC44A1 (FC=-2,32)) i mitoksantron (SLC25Al1 (FC=-
2,64), SLC2A9 (FC=-3,03)). Ponadto, gen FBXO38 (zlokalizowany w obr¢bie delecji
5035.3-032) zaangazowany jest w ubikwitynacj¢ biatek, tj. MDR1 w opornym na
chemioterapig raku piersi, biatka programowanej $§mierci komorki PDCD1 (programmed
cell death protein 1). FBXO38 reguluje takze odporno$¢ przeciwnowotworowa
limfocytow T [282]. Pomimo obecnosci na zastosowanej macierzy (HG-U133A 2.0) sond
dla znanych gendéw powigzanych z opornoscia (np. transporteréw ABC, w tym MDRI i
MRP1) nie wykazano znaczacych zmian w ich ekspresji korelujacych z opornoscig na
analizowana grupg lekow.

Na podstawie badan wykazano rowniez delecje w obrebie 9 chromosomu 9p21.3 jako
wazng rearanzacj¢ genomow3 dla rozwoju wielu nowotwordéw, W tym ostrych biataczek.
W oparciu o wyniki eksperymentu mikromacierzowego CGH w niniejszej pracy,
sugeruje sie korelacj¢ z oporno$cig na doksorubicyne. Gen MTAP znajduje si¢ w regionie
9p21.3 i koduje fosforylazg metylotioadenozyny. Enzym ten moze by¢ alternatywnym
zrodtem nukleotydow purynowych, gdy synteza de novo puryn jest hamowana przez
antymetabolity (np. metotreksat). W oparciu o wyniki badan sugeruje si¢, ze gen MTAP,
ktorego dziatanie jest powigzane z supresorem pl6, czgsto ulega homozygotycznej
delecji w 30 % - 50 % nowotworow ztosliwych z komoérek T [283]. Delecja MTAP
koreluje ze ztym rokowaniem w T-ALL i krotszym przezyciem w B-ALL [284]. MTAP
moze by¢ celem chemioterapii w ALL 1 bialaczce z dojrzalych komodrek T, ktora jest
wywolywana przez wirus HTLV-I (human T-cell leukemia virus type-1) [285]. Nalezy
réwniez zauwazyc¢, ze geny MTAP, p15 i p16 sg zlokalizowane na chromosomie 9p21.3,
a ich jednoczesna delecja jest powszechnie opisywana nie tylko w biataczkach, ale
rowniez W glejaku i raku trzustki [286, 287]. Delecja genéw supresorowych p15/pl16
(CDKN2A/B) regulujacych cykl komoérkowy wigze si¢ ze zlym rokowaniem W
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biataczkach, bardziej agresywnym przebiegiem choroby i krotszym czasem przezycia.
Utrata kontroli nad proliferacja i cyklem komoérkowym sg kluczowe w rozwoju
nowotworow [288]. Delecje CDKN2 sg czeste w ALL indukowanej przez BCR-ABL i
prowadza do gorszych wynikow leczenia wsrod pacjentow pediatrycznych [289].
Rokowanie zwiazane z delecjg 9p21.3 moze si¢ r6zni¢ w zaleznosci od stopnia delecji
(usunigcie jednego lub dwoch alleli gendow). W niniejszej pracy, w oparciu o
eksperymenty z uzyciem mikromacierzy ekspresyjnych oraz Real-Time PCR, nie
potwierdzono korelacji innych genow z grupy CDKN (CDKN1A, CDKN1B) z brakiem
wrazliwosci na analizowane cytostatyki.

Kolejnym mechanizmem lekoopornoséci komorek biataczkowych jest nadekspresja
cytochromu P450 kodowanego przez gen CYP. W profilu dla doksorubicyny i
daunorubicyny w limfoblastach zaobserwowano ponad 2-krotny wzrost poziomu
ekspresji dla CYP4F3, ktéra moze mie¢ zwigzek ze wzmozonym Katabolizmem lekow.
Przyspieszony rozktad lekoéw jest mechanizmem obronnym blastow przed cytostatykami.
Bazujac na najnowszych badaniach naukowych, podkresla si¢ wazng rolg enzymow
cytochromu P450 w metabolicznej aktywacji inhibitoréw kinazy tyrozynowej w ALL
[290].

Z danych literaturowych wynika, ze aneksyny maja zwigzek z opornoscig lekowsa
komorek biataczkowych. Aneksyna Al (ANXATI) jest endogennym biatkiem, ktore
hamuje cyklooksygenaze 2 (COX-2) i fosfolipaze A2 (PLA2). Wykazuje aktywnosc¢
przeciwdzialajacg stanom zapalnym obserwowanym w procesie nowotworzenia.
Aneksyna Al jest opisywana jako potencjalny czynnik wykorzystywany w terapii
antynowotworowej, ze wzgledu na jej hamujace dziatanie w przekazywaniu sygnatéw w
szlaku NF-xB, ktory jest wykorzystywany przez komorki nowotworowe w procesie
proliferacji i jednoczesnie unikaniu apoptozy. ANXA1 zaburza szlak NF-kB poprzez
wigzanie czynnika transkrypcyjnego p65 (nuclear factor NF-kappa-B p65 subunit).
Aneksyna Al wykazuje dzialania majace chroni¢ DNA przed uszkodzeniem. W
komorkach raka piersi zaobserwowano wzmozong sktonno§¢ do nieprawidlowosci w
obrgbie DNA, zaburzajac w ten sposob integralno$§¢ genomu. Nieprawidlowosci w
mechanizmach, w ktore zaangazowany jest ANXAL, m.in.: szlak apoptozy, szlak NF-xB
oraz regulacja ekspresji genow, zaburzenia transdukcji sygnatu, replikacji DNA, moga
by¢ podstawa zjawiska opornosci na leki [291]. Podwyzszona ekspresja ANXAL koreluje
ze spadkiem opornosci na winkrystyne I wzmaga niepozadane dziatanie leku w

biataczkach [292, 293]. W niniejszym eksperymencie mikromacierzowym odnotowano
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wzrost ekspresji  ANXAl dla wszystkich czterech analizowanych lekow
antracyklinowych, ale tylko w limfoblastach (DOX (FC=3,48), DNR (FC=3,28), IDA
(FC=2,45), MIT (FC=2,36)). Warto zwrdci¢ uwage, ze na podstawie wynikow qPCR
potwierdzono korelacj¢ nadeksprymowanego genu ANXALl z opornoscig blastow
biataczkowych na badane cytostatyki. Dodatkowo w profilach opornosci na DOX i DNR
w limfoblastach zaobserwowano ponad 2-krotny wzrost ekspresji ANXA3, ktory jest
Scisle zwigzany z rozwojem, progresjg, przerzutami, opornoscia na leki oraz rokowaniem
w wielu ztosliwych nowotworach, takich jak: rak piersi, rak ptuc i rak watroby [294-296].
ANXA3 odgrywa swoja role poprzez regulacje proliferacji komorek, migracji i apoptozy
poprzez PI3K/Akt i NF-kB. Na podstawie danych literaturowych wykazano, ze ANXA3
moze stanowi¢ nowy cel dla wczesnej diagnostyki i leczenia nowotworow [297].

W profilach dla limfoblastow znaczna liczba genéw koduje biatka petnigce funkcje
receptoroéw, tj. CD2, CD7, CD22, CD24 i CD300A. W profilu oporno$ci na MIT dla
limfoblastow czasteczki CD najliczniej wyrdzniaja si¢ zwigkszonym poziomem
ekspresji, podczas gdy w pozostatych profilach byt on zréznicowany. Dla genu CD2
zaobserwowano ponad 2-krotng nadekspresje w limfoblastach opornych na MIT. Koduje
on transmembranowa glikoproteing. Ekspresja CD2 wystepujaca w limfocytach T i
komorkach NK pozwala na rozpoznanie kliniczne T-ALL. Moze wptywac na aktywacje,
proliferacj¢ i apoptoze limfocytow T i komorek NK. W oparciu 0 badania sugeruje si¢
korelacj¢ pomigdzy zwigkszona ekspresja CD2 w komorkach odpowiedzialnych za
nawrot biataczki T komorkowej z korzystnym rokowaniem u pacjentow pediatrycznych
[298].

Geny receptorowe uczestniczace W organizacji cytoszkieletu, zwigzane sg z
taczeniem jondéw wapnia i kalmoduliny. Ponad 2-krotny wzrost poziomu ekspresji
wykazano dla genéw S100A8, S100A9, S100A11 i SI00A12 kodujacych biatka sygnatowe
wigzace jony wapnia w cytozolu monocytow i neutrofili. W analizowanych wzorcach
deregulacja ekspresji genow S100 jest charakterystyczna dla limfoblastow opornych na
DOX, DNR i IDA oraz mieloblastow opornych na DNR. Reguluja one wiele procesow
komoérkowych, tj. proliferacja, apoptoza, migracja i stan zapalny. Maja wysokie
powinowactwo do Ca?* [140]. Przyczyniaja sie do zwickszonej ekspresji genu opornosci
wielolekowej-1 (MDR1) poprzez regulacj¢ cytozolowego poziomu wapnia. Ponadto,
zwickszaja rakotworczos$¢ poprzez aktywacje czynnika transkrypcyjnego NF-kB. Moga
promowaé przerzuty nowotworow i oporno$¢ na leki poprzez aktywacje szlakow

sygnatlowych Wnt i PI3K/Akt. Z danych literaturowych wynika, ze geny S100 majg
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szeroki udziat w opornosci na rézne grupy lekow w wielu nowotworach. Opornos$¢ na
daunorubicyng jest zwigzana nadekspresja S100A8/A9 w AML [299]. Opornos¢ na
doksorubicyne koreluje ze wzrostem poziomu ekspresji S100A8/A9 w raku piersi,
S100A4 w AML, S100P w raku jelita grubego oraz S100A6 w raku zotadka [140, 300-
303]. Celowana terapia w kierunku genéw S100 stanowi potencjalne podejscie do
przezwycig¢zenia opornosci na leki w wielu nowotworach.

Podsumowujac, potencjalne szlaki i markery skorelowane ze zjawiskiem opornosci
na leki zostaty wskazane przez wyniki eksperymentow W niniejszej pracy. Zaktada sie,
ze oporno$¢ na antracykliny moze by¢ poglebiana poprzez zaburzenia w szlaku integryn,
np. przez wzmozong aktywnos¢ genu ITGB2 jako prawdopodobny marker opornosci na
daunorubicyn¢ w limfoblastach oraz idarubicyne w mieloblastach. Toksycznos¢
chemioterapeutykow jest spowodowana inicjacja zaprogramowanej $mierci komorki.
Apoptoza obejmuje kaskade zdarzen proteolitycznych promowanych przez kaspazy.
Nieprawidtowosci w szlaku apoptozy oraz udziat kaspaz w opornos$ci na leki zostaly
potwierdzone w raku piersi [304] i szpiczaku mnogim [94]. Te doniesienia naukowe i
niniejsze wyniki pozwalajg zaproponowac¢ nadekspresje kaspaz jako markera oporno$ci
na idarubicyne i mitoksantron w limfoblastach (CASP1) oraz daunorubicyng (CASP4) i
idarubicyng (CASP2) w mieloblastach. Przypuszcza si¢, ze zaburzenia genow
receptorowych, tj. S100 czy CD, moga odpowiada¢ za ksztaltowanie mechanizmu
oporno$ci lekowej. Deregulacje ekspresji genéw z rodziny S100 zaobserwowano w
limfoblastach opornych na DOX, DNR i IDA oraz w mieloblastach opornych na DNR.
Natomiast w profilu MIT dla limfoblastow charakterystyczny jest zroznicowany poziom
ekspresji genow CD. Fosforylacja biatek jest regulowana przez fosfatazy (np. DUSP),
ktore sa wazne w sieci sygnalizacji komorkowej. Bazujac na niniejszych wynikach
wskazano na nadekspresje DUSP jako prawdopodobny marker opornosci na idarubicyng
I mitoksantron. Ponadto, sugeruje si¢ amp8pll.21-p12 (lokalizacja DUSP26) jako
potencjalng aberracj¢ chromosomowg skorelowang z odpowiedzig na IDA i MIT.
Zmniejszona akumulacja leku w komorce moze wynika¢ ze zmniejszenia naptywu leku
przez transportery SLC. Na podstawie wynikow pracy sugeruje si¢ del5q35.3-q32
(lokalizacja SLC6A7) jako marker zwigzany z brakiem wrazliwosci na daunorubicyng i
idarubicyne. Co wiecej, bazujgc na otrzymanych wynikach wskazano del9p21.3 (loci
MTAP, p15, p16) jako marker opornosci na doksorubicyn¢. Dodatkowo wydaje si¢, ze
geny zaangazowane w aktywacj¢ komorek T rowniez sa wazne w $ciezkach opornosci na

leki. Zmniejszona ekspresja zostata zaobserwowana w profilach MIT i IDA dla
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limfoblastow. Ponadto, wzrost ekspresji szlaku sygnatowego integryn byt
charakterystyczny dla limfoblastow opornych na DNR oraz mieloblastow opornych na
DNR, MIT i IDA. Co wiecej, limfoblasty oporne na DNR i mieloblasty oporne na MIT
wyrdzniaty si¢ wzrostem poziomu ekspresji chemokin. Oprécz tego, spadek poziomu
ekspresji genéw odpowiedzialnych za indukcje apoptozy zaobserwowano w profilach
opornosci na DOX, DNR, IDA, MIT w limfoblastach oraz IDA w mieloblastach. Z kolei
wzrost poziomu ekspresji genow negatywnie regulujacych szlak zaprogramowane;j
$mierci komérkowej odnotowano w profilach opornosci na DOX i DNR w limfoblastach
oraz DNR i MIT w mieloblastach. Istotna w ksztattowaniu opornosci na antracykliny
wydaje si¢ rowniez kaskada sygnalizacji kinazy biatkowej aktywowanej mitogenami, dla
ktorej wzrost ekspresji zaobserwowano W niewrazliwych na MIT blastach
biataczkowych.

Zrozumienie mechanizmow opornosci na leki oraz identyfikacja nowych gendéw
docelowych w chemioterapii (np.: CASP, CD, DUSP, ITGB2, SLC6A7, S100) i
rearanzacji chromosomowych (np.: del5q35.3-g32, amp8p11.21-p12, del9p21.3), ktore
mozna Uzna¢ jako molekularne markery opornosci na antracykliny, sa pomocne w
opracowywaniu skutecznej $ciezki leczenia. Opierajac si¢ na niniejszych wynikach
wnioskowano, ze mozliwa jest identyfikacja charakterystycznych markeréw opornosci
na leki na poziomie transkryptomu i genomu. Globalny wzorzec zmian genomowych i
transkryptomicznych w ostrych biataczkach jest pomocny w zrozumieniu szlakow

molekularnych, co ma bezposredni wplyw na diagnostyke i stratyfikacje ryzyka.
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. WNIOSKI

Opornos¢ blastow na antracykliny w ostrej biataczce limfoblastycznej 1 ostrej
biataczce mieloblastycznej u pacjentow pediatrycznych jest skorelowana z
rearanzacjami cytogenetycznymi | zmianami w ekspresji genow, co w
konsekwencji prowadzi do zaburzen wielu mechanizméw komorkowych.

. W zjawisku opornosci lekowej uczestniczg zroznicowane grupy genow kodujace

przede wszystkim czynniki transkrypcyjne, biatka pro- i antyapoptotyczne,

chemokiny, kaspazy, integryny, regulatory enzymatyczne oraz geny
odpowiedzialne za metabolizm chemioterapeutykow.

. Potencjalne nowe markery opornosci na antracykliny, ktore zostalty wskazane na

podstawie uzyskanych wynikow badan to:

- wzrost poziomu ekspresji ITGB2 (kodujego integryng) w limfoblastach i
mieloblastach opornych na daunorubicing oraz mieloblastach opornych na
idarubicyneg;

- wzrost poziomu ekspresji CASP1 (kodujego kaspaze) w limfoblastach
niewrazliwych na idarubicyne i mitoksantron;

- wzrost poziomu ekspresji gendéw receptorowych S100 w limfoblastach
opornych na doksorubicyng, daunorubicyne i idarubicyne oraz mieloblastach
opornych na daunorubicyng;

- wzrost poziomu ekspresji genéw receptorowych CD (np. CD2) w profilu
oporno$ci na mitoksantron dla limfoblastow;

- wzrost poziomu ekspresji genéw z kaskady MAPK: DUSP5 w limfoblastach
oraz DUSP6 w mieloblastach niewrazliwych na mitoksantron;

- spadek poziomu ekspresji genéw SLC kodujacych bialka transportowe w
mieloblastach opornych na daunorubicyng, idarubicyng oraz mitoksantron;

- del5g35.3-032 (lokalizacja genu SLC6A7) w profilu opornosci na
daunorubicyne 1 idarubicyneg;

- amp8pll.21-p12 (lokalizacja genu DUSP26) w profilu oporno$ci na
idarubicyne i mitoksantron;

- del9p21.3 (lokalizacja genow MTAP, pl5, pl6) w profilu opornosci na
doksorubicyneg.
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7. STRESZCZENIE

Ostre biataczki (AL), w tym ostra biataczka limfoblastyczna (ALL) i ostra biataczka
mieloblastyczna (AML) sg najczestszymi nowotworami wieku dziecigcego. ALL stanowi
80% zachorowan ponizej 18. roku zycia, natomiast na AML choruje okoto 15% dzieci z
AL. W protokotach chemioterapeutycznych stosuje si¢ leki antracyklinowe
(doksorubicyna, daunorubicyna, idarubicyna, mitoksantron). Jednym z powazniejszych
probleméw leczenia przeciwbiataczkowego jest zjawisko opornos$ci na cytostatyki.
Technologia mikromacierzowa umozliwia szczegotowe poznanie mechanizmow
odpowiedzialnych za zréznicowang odpowiedz na leki na wielu plaszczyznach, w tym
genomu oraz transkryptomu.

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

W badaniach uczestniczyli pacjenci pediatryczni ze zdiagnozowang ALL lub AML,
od ktérych pobrano szpik. Z komorek jednojadrzastych materiat do badan izolowano
metodami kolumienkowymi. DNA potrzebne byto do przeprowadzenia eksperymentéw
metodg aCGH, natomiast RNA do macierzy ekspresyjnych. Préby analizowano pod
wzgledem jako$ciowym i ilosciowym, znakowano, poddawano reakcji fragmentacji i
oczyszczaniu. Preparaty hybrydyzowano do odpowiednich macierzy. Wszystkie etapy
doswiadczen laboratoryjnych przeprowadzono zgodnie z protokotami producentow
odczynnikow. Wyniki uzyskane w eksperymentach mikromacierzowych z sondami
fluorescencyjnymi  poddawano szczegdélowej analizie bioinformatycznej oraz
statystycznej. Wyniki z analizy mikromacierzowej zweryfikowano metoda qPCR dla
wybranej grupy genow. Zidentyfikowano charakterystyczne rearanzacje cytogenetyczne
i geny o zréznicowanym poziomie ekspresji. Przeprowadzono takze analizg¢ ontologiczng.

Na podstawie wynikéw analiz wykazano, ze podtoze opornosci na antracykliny w
ostrych biataczkach pediatrycznych jest zjawiskiem ztozonym. U podstaw lezg nie tylko
delecje czy duplikacje fragmentéw chromosomow, ale rowniez bardziej subtelne zmiany
w poziomie ekspresji wielu genow. Najliczniej reprezentowane byly geny
odpowiedzialne za metabolizm kwasow nukleinowych, w tym czynniki transkrypcyjne.
Ponadto znaczgce byly takze geny regulujace apoptoze, szlaki sygnatowe integryn i
chemokin oraz geny uczestniczace w aktywacji limfocytow B i T. Wspomniane

zaburzenia mechanizméw wewnatrzkomorkowych prowadza gltéwnie do ominigcia
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apoptozy komorek biataczkowych, ich wzmozonej proliferacji, zaburzenia adhezji
miedzykomoérkowej, a takze zahamowania aktywacji limfocytow B i T.

Analizowane profile cytogenetyczne i ekspresyjne umozliwity identyfikacje nowych
markerow braku wrazliwos$ci na antracykliny. Na podstawie uzyskanych wynikow mozna
wytypowaé nowe cele kolejnych badan naukowych, ktore moga wspomoc efektywnosé
terapii przeciwbialaczkowej. Wsrod wskazanych nowych potencjalnych markerow sa
receptory limfocytow B i T (geny CD), geny odpowiedzialne za wigzanie receptorow
(geny S100) i transport komérkowy (geny SLC), szlak sygnalizacji komorkowej (geny
DUSP) oraz szlaki sygnalowe integryn (ITGB2) i kaspaz (geny CASP). Istotne w
przetamaniu zjawiska lekoopornosci na antracykliny wydaja si¢ rOwniez rearanzacje
chromosomowe, tj. del5g35.3-032, 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 wynikow stwierdzono, ze ekspozycja bialaczkowych
blastow na antracykliny inicjuje zlozong odpowiedZz komorkowa, ktora jest
odzwierciedleniem globalnych zmian w ekspresji wyzej opisanych biologicznie istotnych

genow.
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SUMMARY

Acute leukemias (AL), including acute lymphoblastic leukemia (ALL) and acute
myeloblastic leukemia (AML), are the most common childhood cancers. ALL accounts
for 80% of cases under the age of 18, while AML affects about 15% of children with AL.
Chemotherapeutic protocols use anthracycline drugs (doxorubicin, daunorubicin,
idarubicin, mitoxantrone). One of the most serious problems of leukemia treatment is the
phenomenon of cytostat resistance. Microarray technology makes it possible to gain a
detailed understanding of the mechanisms responsible for differential drug response at
multiple levels, including the genome and transcriptome.

The aim of this study was to identify potential determinants of insensitivity to selected
anthracyclines in the context of studies using microarray (CGH and expression)
techniques.

The study included pediatric patients diagnosed with ALL or AML from whom
marrow was harvested. Material for the study was isolated from mononuclear cells, using
columnar methods. DNA was needed for aCGH experiments, while RNA was needed for
expression arrays. Samples were analyzed qualitatively and quantitatively, labeled,
subjected to fragmentation reactions and purified. Preparations with the highest quality
were hybridized to the corresponding arrays. All steps of laboratory experiments were
carried out according to the protocols of reagent manufacturers. The results, obtained in
microarray experiments with fluorescent probes, were subjected to detailed
bioinformatics and statistical analysis. The results from microarray analysis were verified
by gPCR for a selected group of genes. Characteristic cytogenetic rearrangements and
genes with differential expression levels were identified. An ontological analysis was also
carried out.

Based on the results of the analyses, it was indicated that the basis of anthracycline
resistance in pediatric acute leukemia is a complex phenomenon. Underlying it are not
only deletions or duplications of chromosome fragments, but also more subtle changes in
the expression levels of a number of diverse genes. Genes responsible for nucleic acid
metabolism, including transcription factors, were the most abundantly represented. In
addition, genes regulating apoptosis, integrin and chemokine signaling pathways, as well
as genes involved in the activation of B and T lymphocytes were also significant. The
aforementioned perturbations of intracellular mechanisms mainly lead to bypassed
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apoptosis of leukemic cells, their increased proliferation, disruption of intercellular
adhesion, as well as inhibition of B and T lymphocyte activation.

The cytogenetic and expression profiles analyzed enabled the identification of new
markers of anthracycline insensitivity. Based on the results, it is possible to identify new
targets for further scientific research, which can support the effectiveness of anti-
leukemia therapy. Among the identified new potential markers are B and T lymphocyte
receptors (CD genes), genes responsible for receptor binding (S100 genes) and cellular
transport (SLC genes), cell signaling pathway (DUSP genes), integrin (ITGB2) and
caspase (CASP genes) signaling pathways. Chromosomal rearrangements, i.e. del5935.3-
032, amp8p11.21-p12 and del9p21.3, also appear to be important in breaking the
phenomenon of drug resistance to anthracyclines.

The compilation of transcriptomic and genomic data obtained using advanced
molecular techniques, provides a multidimensional view of the problem of drug
resistance. Based on the results, exposure of leukemic blasts to anthracyclines initiates a
complex cellular response that reflects global changes in the expression of the

biologically relevant genes described above.
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