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Chronic lymphocytic leukemia (CLL) mainly affects people older than 60 years. Accumu-
lation of morphologically mature but dysfunctional B-lymphocytes in the bone marrow,
lymph nodes and peripheral blood is a characteristic feature of this disease. Chromoso-
mal aberrations are observed in lymphocytes of most CLL patients. Typical alterations
include deletions of 13q14 and 11q, trisomy 12, and deletions of 17p. Altered expression
of the genes located within involved regions, i.e. microRNA15/16 (13q14.3), ATM (11922-
g23) or TP53 (17p13) may be associated with the development and progression of the
disease. Cryptic mutations may also contribute to leukemogenesis. Among others, they
affect TP53, NOTCH1, SF3B1 and BIRC genes.

CLL is a disease with heterogeneous course. There are two clinical forms - indolent
and aggressive. The former is characterized by long time to first treatment and demise
usually occurs because of coexisting diseases or is associated with leukemia-dependent
immunodeficiency. Rapid clinical course and short overall survival, sometimes in spite of
appropriate treatment implementation, is typical for aggressive form of CLL. For patients
with this form, the moment of treatment initiation and the choice of first-line therapy
are especially important, and depend inter alia on prognostic and predictive factors.

Established poor prognostic factors in CLL include chromosomal aberrations, i.e., dele-
tion of 17p or 11q, high ZAP-70 kinase expression, mutations/deletions of TP53, and lack
of mutation of immunoglobulin heavy chain variable region genes (IgVH).

In this paper we tried to point out the importance of some of the prognostic and
predictive factors used routinely in the diagnostic management of CLL. Prognostic and
predictive potential of microRNA expression level and recently described cryptic changes
in the TP53, NOTCH1, SF3B1 and BIRC3 have also been presented.
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Wstep

Dostepne techniki badawcze umozliwiajg poszukiwanie
nowych markeréw diagnostycznych, ktére mogg przyczyni¢
sie do szybszego rozpoznania PBL oraz do udoskonalenia
istniejgcych i opracowania nowych strategii terapeutycznych.
Dzieki metodom cytogenetycznym mozliwe jest wykrycie
aberracji chromosomowych, a nowoczesne narzedzia dia-
gnostyczne pozwalajg na precyzyjng identyfikacje zmian
W genomie na poziomie molekularnym. Majg one niejedno-
krotnie strategiczne znaczenie przy ocenie przebiegu choroby,
a docelowo przy doborze indywidualnego leczenia dla cho-
rych. Od czasu opracowania przez Rai i wsp. w 1975 roku
klasyfikacji zaawansowania PBL na podstawie limfocytozy,
zajecia organdéw limfatycznych, anemii oraz trombocytopenii,
opisano i zwalidowano szereg nowych czynnikéw progno-
stycznych [1]. Uzupelniaja one klasyfikacje Rai, ulatwiajg
podejmowanie decyzji o rozpoczeciu leczenia i o wyborze
strategii terapeutycznych. Bardzo istotna klinicznie jest iden-
tyfikacja del(17p) w limfocytach chorego na PBL, poniewaz jej
obecno$¢ wigze sie z szybka progresja, agresywnym przebie-
giem choroby i stabg odpowiedzig na standardowe schematy
leczenia [1-3]. Niekorzystnymi czynnikami prognostycznymi
sg takZze mutacje w obrebie genéw TP53 i NOTCH1 oraz delecja
11q [4-6]. Dzieki pozyskaniu takich informacji istnieje sposob-
nosé szczegdlowej analizy kazdego przypadku PBL i indywi-
dualnego doboru terapii [7].

Coraz wiekszego znaczenia prognostycznego w PBL nabie-
raja mikroRNA, samodzielnie lub w powigzaniu z okre$§lonymi
aberracjami chromosomowymi. Przyktadem jest skupisko
genéw miR-15/16, ktérych obnizona ekspresja jest obserwo-
wana u chorych z utratg fragmentu chromosomu 13q14 [8].
MikroRNA-15a/16 sa negatywnymi regulatorami ekspresji
genu BCL2, ktdérego rola w przedtuzaniu przezycia limfocytéw
PBL jest znana od dawna [8]. Izolowana delecja 13q14 jest
korzystnym czynnikiem rokowniczym, ale chorzy z tego typu

zaburzeniem stanowig heterogenng grupe, ze wzgledu na
mozliwo$¢ wystepowania dodatkowych aberracji i réznic
w iloSci komoérek biataczkowych z del(13q14). W zwigzku
z tym profil ekspresji genéw zaangazowanych w apoptoze,
proliferacje, funkcje cytoszkieletu czy metabolizm ubikwityny
jest zréznicowany u chorych w tej grupie. U oséb z wiekszg
liczbg komoérek z del(13q14) zaobserwowano nadekspresje
genéw zaangazowanych w proliferacje, a obnizong ekspresje
genéw zaangazowanych w zahamowanie cyklu komérko-
wego. Dane wskazujg zatem, ze liczba komoérek z izolowang
aberracjg 13q14 ma znaczenie przy szacowaniu ogdlnego
czasu przezycia, jak réwniez czasu do progresji choroby [9].
Pewne znaczenie prognostyczne majg takze nietypowe dla
PBL aberracje chromosomowe, takie jak t(14;18) czy t(1;6)
[10, 11].

W niniejszej pracy starano sie przedstawié¢ cytogene-
tyczne i molekularne uwarunkowania wskazujgce na agre-
sywny przebieg PBL, zwigzany z czasem do rozpoczecia
leczenia i skréconym czasem catkowitego przezycia.

Delecja 17p oraz mutacja TP53 jako najistotniejsze
z czynnikéw prognostycznych zwiazanych
z agresywnym przebiegiem PBL

Delecja krétkiego ramienia chromosomu 17 i mutacja genu
TP53 (locus 17p31.1) zaliczane sg do niekorzystnych czynni-
kéw rokowniczych. Zmiany te wskazujg na skrécony czas
catkowitego przezycia i wigzg sie z opornoscia na chemiote-
rapeutyki, co znacznie utrudnia leczenie [12]. U ok. 44%
chorych z opornoscig na leczenie fludarabing obserwuje sie
del(17p) lub mutacje TP53 [12].

W przypadku TP53 stwierdza sie mutacje nonsensowne
zlokalizowane w kodonach 173, 220, 248 i 273. Wystepowaé
moga réwniez zmiany typu przesuniecia ramki odczytu
(frame-shift), z ktérych dwie, stanowigce 18% wszystkich
wystepujacych mutacji, to Y220C oraz p.R209KfsX6 [12].
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Ryc. 1 - Profil genomowy chorych na PBL wykazujacych opornos¢ na leczenie fludarabing w obecnosci mutacji TP53 (1a) oraz
przy braku mutacji TP53 (1b) (wg Zenz i wsp., 2009, modyfikacja) [12]
Fig. 1 - Genomic profile of CLL patients resistant to fludarabine in the presence of TP53 mutations (1a) and in the absence of TP53

mutations (1b) (according to Zenz et al., 2009, modified) [12]
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Wykazano, ze u co najmniej 50% oséb z PBL bez delecji
17p obecna jest homozygotyczna mutacja TP53, spowodo-
wana disomig jednorodzicielska (UPD; uniparental disomy) [12].

Mutacje w TP53 moga wystepowaé z lub bez del(17p),
jednak u wigkszosci chorych mutacjom TP53 towarzysza
delecje fragmentu krétkiego ramienia chromosomu 17
(Ryc. 1a) [12, 13]. Obie te zmiany rokujg niepomyslnie - wigza
sie ze skréconym czasem catkowitego przezycia (OS; overall
survival) oraz zlg odpowiedzig na leczenie [12]. Jednak opor-
no$¢ na chemioterapie moze rozwing¢ sie takze u chorych
z dzikim typem TP53. W takiej sytuacji czesto wystepuja
delecje 11q lub - co ciekawe — prawidlowy kariotyp (Ryc. 1b).

Obecnos$¢ mutacji TP53 moze stanowié niezalezny czynnik
wskazujgcy na gorsze rokowanie dla chorych na PBL, wyka-
zujacych opornoéé na fludarabine [4, 14]. Sugeruje sie, ze
wystepowanie tej mutacji powinno by¢ sprawdzane przed
rozpoczeciem leczenia, a jesli u danego chorego zostanie ona
potwierdzona, warto zastosowac inne strategie terapeu-
tyczne, aby uniknagé lekoopornosci [14]. Diagnostyka zmian
w TP53 powinna obejmowac eksony od 4 do 9 jako miejsca,
gdzie najczesciej dochodzi do uszkodzen. Wczesna identyfi-
kacja mutacji moze przyspieszy¢ decyzje o zastosowaniu
metod terapeutycznych, takich jak leczenie biologiczne (prze-
ciwciala monoklonalne przeciw CD52) i ewentualne alloprze-
szczepienie komoérek macierzystych w fazie pierwszej remisji
4, 15].

Z agresywng formg PBL oporng na leczenie wigzany jest
réwniez okreSlony profil ekspresji mikroRNA. U ponad 30%
chorych opornych na fludarabine zaobserwowano obnizong
ekspresje miR-34a w poréwnaniu z chorymi odpowiadajgcymi
na leczenie [12]. Nizsza ekspresja mikroRNA-34a wystepuje
u oséb z delecjg 17p, zaréwno w obecnos$ci mutacji TP53 jak
i przy jej braku [16]. Rossi i wsp. potwierdzili, ze miR-34a jest
transaktywowane przez biatko TP53, ale ze wzgledu na
obnizenie ekspresji miR-34a takze u chorych z dzikim TP53
nalezy wnioskowad, zZe istniejg inne mechanizmy wptywajace
na niskg ekspresje mikroRNA-34a [16]. Przez swoje zaangazo-
wanie w szlaki dzialania biatka TP53, czgsteczka mikroRNA-
34a staje sie waznym elementem proceséw majacych na celu
zapobieganie podziatom komoérki w przypadku uszkodzenia
materiatu genetycznego. Sugeruje sie, ze obnizenie ekspres;ji
tego mikroRNA moze sie przyczynia¢ do akumulacji biataczko-
wych limfocytéw [12]. Na podstawie analizy poziomu ekspre-
sji miR-34a mozna prognozowaé czas do podwojenia iloSci
limfocytéw (LDT; lymphocyte doubling time) oraz czas catkowi-
tego przezycia. Badania duzych grup chorych pozwolg na
sprawdzenie, czy poziom ekspresji miR-34a stanie sie réwniez
samodzielnym czynnikiem szacowania czasu przezycia bez
leczenia (TFS; treatment free-survival) [17].

Okreslone delecje, mutacje poszczegdlnych genéw oraz
w przyszlosci, byé moze, poziom ekspresji wybranych
mikroRNA sa niezwykle istotne jako czynniki diagnostyczne
i prognostyczne, poniewaz zdiagnozowanie PBL nie musi
oznacza¢ rozpoczecia leczenia, dopiero przeksztalcanie sie
jej w postaé agresywng jest sygnatem do rozpoczecia terapii
oraz wyboru rodzaju chemioterapeutyku. Analiza ekspresji
miRNA moze ulatwi¢ podejmowanie takich decyzji, dlatego
prowadzone sg intensywne badania, ktére majg na celu
wyjasnienie, jak zmienia sie profil ekspresji mikroRNA
w trakcie choroby i jak charakteryzuje poszczegdlne jej

stadia, wlgcznie 2z
W agresywng postac.

Jak wykazali Rossi i wsp., czasteczkami, ktérych geny
ulegajg nadekspresji w przypadku chorych opornych na
terapie z del(17p), sa miR-15a, miR-21, miR-155, natomiast
obnizeniu ulegajg wspomniana wcze$niej miR-34a oraz miR-
-181, miR-497 [16]. W przypadku mikroRNA-497 wskazuje sie
na znacznie obnizony poziom ekspresji, zaréwno wtedy,
gdy del(17p) wystepuje jako izolowana aberracja, jak tez
wtedy, gdy obecne sg aberracje wspdlistniejgce [16]. Suge-
ruje sie, ze genami docelowymi dla tych miRNA sg geny
zaangazowane miedzy innymi w kontrole cyklu komérko-
wego czy kontrole cyklu dobowego komérki [12]. Wydaje
sie, ze laczna ocena kariotypu w poszukiwaniu delecji 17p
oraz badanie ekspresji miR-21 mogg by¢é pomocne w réz-
nicowaniu chorych z grup niskiego i wysokiego ryzyka, co
mogloby ulatwi¢ decyzje o rozpoczeciu leczenia oraz
o rodzaju terapii. Niezbedne sg jednak dalsze badania
w tym zakresie. Na dzien dzisiejszy najwieksze znaczenie
w praktyce klinicznej dotyczacej PBL maja mutacje TP53
i delecja 17p, jako zmiany, ktére wskazujg na agresywng
posta¢ PBL. Sg jednym z wazniejszych czynnikéw rokowni-
czych wraz z obecno$cig kinazy ZAP-70, niezmutowanej
formy gendéw IgVH, predysponujacych do zastosowania
strategii terapeutycznych obejmujacych przeciwciata
monoklonalne oraz alloprzeszczepienie komérek macie-
rzystych, szczegdlnie u tych chorych, u ktérych widoczna
jest opornos¢ na leczenie analogami purynowymi.

etapami przeksztalcania sie PBL

Obnizona ekspresja niektorych mikroRNA oraz
delecje 11q u chorych z agresywng postacia PBL

Badania wskazuja, ze przy szacowaniu TFS czy OS przy-
datna moze by¢ ocena poziomu ekspresji miR-29¢ oraz miR-
-223. Wykazano, ze te mikroRNA mogg potencjalnie stanowié¢
czynniki prognostyczne, pomocne w okreslaniu przebiegu
PBL i w doborze leczenia spersonalizowanego. Dowiedziono,
ze obnizeniu ekspresji mikroRNA-29¢ oraz mikroRNA-223
towarzyszy podwyzszenie ekspresji onkogenu TCL1 (T-cell
leukemia/lymphoma 1) [18]. Wskazuje to na gorsze rokowanie
oraz agresywniejszy przebieg choroby [18]. Nizsza ekspresja
miR-223 jest réwniez obserwowana w przypadku MBCL
(monoclonal B-cell lymphocytosis) oraz SMZL (splenic marginal
zone lymphoma), przy czym nie stwierdza sie istotnej réznicy
w ekspresji tego mikroRNA miedzy PBL a MBCL czy SMZL.
Nie obserwuje sie réwniez zwigzku pomiedzy ekspresjg miR-
-223 a wystepowaniem aberracji chromosomowych, takich
jak del(13q14), del(11922), del(17p13) czy +12 [19].

Wskazuje sie natomiast na powigzania miedzy del(11q),
obnizong ekspresjg miR-29 i miR-181 oraz ekspresjg onko-
genu TCL1 [20]. Badania wykazaly, ze u chorych z agresywna
postacia PBL dochodzi do czestszych delecji 11q w poréwna-
niu z osobami z tagodnym przebiegiem choroby [20].

Zwigzek pomiedzy TCL1, delecjg 11q oraz czasteczkami
miR-29 i miR-181 sugeruje, ze na diugim ramieniu chromo-
somu 11 mogg znajdowac sie geny czynnikéw regulujgcych
ekspresje miR-29 oraz miR-181. Gdy dochodzi do ubytku
fragmentu 11q, prawdopodobnie te geny sg tracone, a co za
tym idzie, zmniejsza sie ilo§¢ czynnikéw stymulujgcych
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Ryc. 2 - Schemat przedstawiajacy potencjalng funkcje onkogenng TCL1 w limfocytach T i B.

Nadekspresja onkogenu TCL1 wiazana jest gléwnie z bialaczka prolimfocytowsa z komérek T (PLL-T). Przyjmuje sie, ze
nadekspresja TCL1 w przypadku przewleklej bialaczki limfocytowej prowadzi do akumulacji bialaczkowych limfocytéw

i prawdopodobnie ma zwigzek z bardziej agresywna postacia choroby (wg Pekarsky i wsp., 2010, modyfikacja) [21]

NF-kB - nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells, FOS — FB] murine osteosarcoma viral oncogene homolog,

JUN - jun proto-oncogene, AP-1 - activator protein 1

Fig. 2 - Diagram showing the potential oncogenic function of TCL1 in T and B lymphocytes. Overexpression of TCL1 oncogene is
associated mainly with T-cell prolymphocytic leukemia (T-PLL). It is assumed that the overexpression of TCL1 leads to the
accumulation of leukemic cells in chronic lymphocytic leukemia. It is probably related to a more aggressive form of the disease

(according to Pekarsky et al., 2010, modified) [21]

ekspresje tych dwu miRNA. Skutkuje to niedoborem
mikroRNA-29 oraz mikroRNA-181, co z kolei moze prowadzié
do nadekspresji onkogenu TCL1 [20].

Onkoproteina TCL1 (p14) jest koaktywatorem kinazy AKT.
Bierze udzial w jej fosforylacji i aktywacji. AKT jest strate-
giczng czasteczky szlaku przekazywania komérkowych
sygnaléw antyapoptotycznych [20]. Jej nadaktywno$¢, wyni-
kajgca miedzy innymi z nadmiernej stymulacji przez TCL1,
moze przyczynia¢ sie do akumulacji biataczkowych limfocy-
téw (Ryc. 2).

Poniewaz miR-29 oraz miR-181 mogg regulowaé ekspresje
onkogenu TCLI1, terapia majgca na celu przywrécenie eks-
presji czy uzupelnianie niedoboréw tych mikroRNA jest
warta rozwazenia u chorych z nadekspresjg TCL1 [20].

Delecje 11922-q23 s3 na drugim miejscu pod wzgledem
czesto$ci wystepowania aberracji chromosomowych u cho-
rych na PBL i obserwuje sie je u ok. 20% z nich [7]. Niemal
u wszystkich chorych z tego rodzaju zaburzeniem notowane
jest znaczne powiekszenie wezléw chlonnych zaréwno
obwodowych, brzusznych jak i srédpiersiowych. Delecja 11q
wigze sie z ryzykiem agresywnego przebiegu choroby, ktéry
moze wyrazaé sie przez szybsza progresje i skrécony czas
do rozpoczecia leczenia. Wskazuje sie, ze del(11q) stanowi
wazny czynnik niepomy$lnego rokowania, zwtaszcza u oséb
ponizej 55. roku zycia, poniewaz wlasnie w tej grupie
chorych dochodzi do znacznego skrécenia czasu przezycia
[6]. Ubytek fragmentu dlugiego ramienia chromosomu 11
wigze sie z agresywniejszym przebiegiem PBL prawdopodob-
nie dlatego, ze delecja 11q22-q23 obejmuje gen ATM (ataxia
telangiectasia mutated) [7] (Ryc. 3).

Kinaza ATM jest gléwnym czynnikiem integrujagcym syg-
naly, ktére maja na celu wigczenie mechanizméw zapobiega-
jacych podziatom komoérek z dwutancuchowymi uszkodze-
niami DNA [22]. Reguluje réwniez szlaki sygnalizacyjne biatka
supresorowego TP53 [7]. Delecja fragmentu 11q22-q23
skutkuje brakiem biatka ATM, co moze wplywac na zaki6cenie
kontroli cyklu komérkowego i destabilizacje genomu. Brak
kinazy ATM przyczynia sie do nieprawidlowosci w procesach
apoptozy 1 senescencji komoérek, czyli upo$ledzenia

mechanizméw chronigcych przed zwiekszaniem ilosci komo-
rek z defektem w materiale genetycznym [7]. Wynikiem tego
moze by¢ nagromadzenie sie komérek z uszkodzonym DNA,
o nieograniczonych zdolnosciach podzialowych, ktére beda
stopniowo wypieraty komoérki prawidtowe. Niedawno stwier-
dzono, ze polimorfizmy genu ATM w intronach 15 i 61
réwniez mogg zaktocaé ekspresje genu ATM [23]. Jednonukleo-
tydowe zmiany (SNP; single nucleotide polymorphism) mogg
doprowadzi¢ do eliminacji grup metylowych w kazdym z obu
wymienionych intronéw, co wigze sie ze zwiekszonym ryzy-
kiem rozwoju PBL. Nie do konca jest jasne, dlaczego tak sie
dzieje. By¢ moze zmiana we wzorze metylacji prowadzi do
subtelnych zaktécent w ekspresji genu, ktére skutkujg wieksza
podatnoscig na rozwdj PBL [23]. Nie obserwuje sie natomiast
wyciszenia ekspresji genu ATM przez hipermetylacje regio-
néw promotorowych.

ramie p qi4
q142
q143
q21
centromer q22.1
q22.2
S locus genu ATM
q23.1 D11S1778
ql4 q23.2
q21
q22
q23 q23.3
ramie q ol
chromosom 11 4
q25

Ryc. 3 - Lokalizacja chromosomowa genu kinazy ATM,
ktérego utrata moze wskazywac na agresywna postac¢ PBL
(wg stilgenbauer i wsp., 1996, modyfikacja) [22]

Fig. 3 - Chromosomal location of ATM kinase gene which
deletion may indicate an aggressive form of CLL (according to
Stilgenbauer et al., 1996, modified) [22]
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Trisomia 12 i mutacje genu NOTCH1 jako czynniki
zwigzane z agresywna postacia PBL

Obecnos¢ dodatkowej kopii chromosomu 12 jest klasyfiko-
wana na trzecim miejscu pod wzgledem czestosci wystepo-
wania zaburzen chromosomowych u chorych z PBL. Stwier-
dzono, ze w 70% przypadkow jest to samodzielna aberracja,
natomiast w pozostalych obserwuje sie aberracje wspdlistnie-
jace [5]. Del Guidice i wsp. wykazali, Ze u oséb z izolowang
trisomig 12 cze$ciej wystepujg mutacje genu NOTCHI (Notch
homolog 1, translocation-associated — Drosophila) w poréwnaniu
z chorymi z innymi zaburzeniami chromosomowymi [5].
Mutacje NOTCH1 (locus 9q34.3) to w wiekszosci delecje
z przesunieciem ramki odczytu. Wystepuja one z jednakowsa
czestoscig u mezczyzn i u kobiet [5, 24]. Sadzi sie, ze moga
by¢ waznym czynnikiem prognostycznym wskazujgcym na
agresywny przebieg choroby u obydwu plci [5]. Agresywna
posta¢ PBL u oséb z mutacja NOTCHI najprawdopodobniej
ma zwigzek ze wzmozong proliferacja komérkowa, wynika-
jaca miedzy innymi z dzialania nieprawidlowego biatka
NOTCHL1 [5]. Jest ono receptorem przezblonowym biorgcym
udzial w promowaniu podzialéw komérkowych. Aktywacja
receptor6w NOTCH odbywa sie poprzez ich oddzialywanie ze
specyficznymi ligandami (DELTA-like, JAGGED), zlokalizowa-
nymi na sasiednich komérkach. Interakcje te zapoczatkowujg
serie zdarzen, prowadzacych do odciecia czesci wewnagtrzko-
morkowej receptora NOTCH i jego szybkiej wedréwki do jadra

|
DELTA é

komoérkowego, gdzie moze stymulowac ekspresje genéw. Tak
wiec NOTCH1 dziala jako receptor przezblonowy, jak réwniez
czynnik transkrypcyjny. Bierze on udzial w inicjacji trans-
krypcji genu MYC, a takze innych zaangazowanych we
wzrost, podzialy komérkowe, réznicowanie oraz apoptoze [25,
26] (Ryc. 4).

Wewnatrzkomérkowa domena NOTCH wraz z czynnikami
transkrypcyjnymi oraz innymi biatkami tworzg wielosktadni-
kowe kompleksy, biorgce udzial w aktywacji pierwszego
etapu ekspresji genéw. Proces transkrypcji jest utatwiony
dzieki udziatowi acetylotransferazy histonowej oraz komplek-
sowi remodelujagcemu chromatyne. Wplywaja one na inicja-
cje oraz na elongacje transkrypcji przez rozluznienie chroma-
tyny, co umozliwia polimerazie i biatkom pomocniczym
dostep do sekwencji transkrybowanych gendéw [27]. Przy
terminacji transkrypcji do komplekséw biatkowych wigzg-
cych DNA rekrutowane sg korepresory, a kinazy (CDKS; cyclin-
dependent kinase-8) oraz ligazy SEL10 E3 modyfikujg wewnatrz-
komoérkowg domene NOTCH, w taki sposéb, aby byta
dostepna dla proteasomoéw, w ktérych jest degradowana przy
udziale ubikwityny. Korepresory angazujg deacetylaze histo-
nowa (HDAC) i inne kofaktory prowadzace do kondensacji
chromatyny [27].

Mutacje NOTCH1 dotyczg gléwnie domeny PEST, ktéra jest
sktadowg wewnatrzkomoérkowej czeSci receptora, pelnigcej
funkcje czynnika transkrypcyjnego. Maja one charakter akty-
wujacy i prowadzg do uposledzenia mechanizméw ubikwity-
nacji i degradacji zmutowanego NOTCH1, co prawdopodobnie
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Ryc. 4 — Schemat dzialania receptora NOTCH. Przezblonowy receptor NOTCH wiaze ligand DELTA-like, zlokalizowany na
sasiedniej komoérce. Skutkuje to reakcja enzymatyczna z udzialem metaloproteinazy ADAM17 (TACE; TNF-«-converting
enzyme) prowadzacy do odciecia zewnatrzkomérkowej domeny NOTCH. Druga reakcja z udzialem kompleksu
enzymatycznego y-sekretazy uwalnia wewnatrzkomoérkows domene NOTCH, ktéra, przechodzac do jadra, staje sie
czynnikiem transkrypcyjnym. Nie laczy sie on bezposrednio z DNA, a z biatkowym kompleksem inicjujacym transkrypcje
i wraz z przylaczonym koaktywatorem stymuluje ekspresje genéw docelowych (wg Bray, 2006, modyfikacja) [27]

Fig. 4 - Scheme of the NOTCH receptor mechanism of action. Transmembrane receptor binds NOTCH DELTA-like ligand, located on the
neighboring cell. This results in the enzymatic reaction involving metalloproteinase ADAM17 (TACE, TNF-a-converting enzyme),
which leads to cutting of the extracellular domain of NOTCH. The second reaction with the y-secretase enzyme complex releases the
intracellular domain of NOTCH, which translocates to the nucleus and acts as transcription factor. It does not directly bind DNA, but
the protein complex that initiates transcription. The intracellular domain of NOTCH with the attached coactivator stimulates the

expression of target genes (according to Bray, 2006, modified) [27]
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skutkuje nadmierng stymulacjg genéw przyczyniajgcych sie
do przeksztalcania PBL w bardziej agresywng postac [24, 28].

Jedne z najnowszych badan wskazujg na duze znaczenie
predykcyjne mutacji NOTCHI. Rossi i wsp. stwierdzili, ze
wystepuja one u ok. 11% chorych z PBL [29]. Okazuje sie,
ze dwunukleotydowe delecje w tym genie wigza sie ze
skroconym OS oraz TFS. Mutacje te pociagaja za sobg
réwniez duze ryzyko postepu choroby i transformacji PBL
w zespét Richtera [24, 29]. Mutacji genu NOTCH1 rzadko
towarzyszy delecja 13ql4. Zauwazono réwniez, ze przy
mutacji NOTCH1 wraz z +12 nie obserwuje sie delecji czy
mutacji TP53, co moze oznacza¢ wzajemne wykluczenie
wystepowania uszkodzen w tych dwu genach [5, 30].

Badania wskazujg, ze mutacja NOTCH1 moze stanowic
samodzielny czynnik rokowniczy, a zastosowanie systemu
ARMS (amplification refractory mutation system), bazujacego na
reakcji PCR, jest badaniem o 100-procentowej czutosci
i specyficznosci. Takie postepowanie ulatwia szybkie wykry-
wanie mutacji i pozwala unikngé czasochtonnego oraz kosz-
townego sekwencjonowania DNA w celu poszukiwania muta-
cji [30]. Wykorzystanie tej techniki diagnostycznej byloby
bardzo pozadane, poniewaz czas potrzebny do rozpoznania
postaci choroby (tagodna/agresywna) uleglby znacznemu
skréceniu. Diagnostyka w kierunku mutacji NOTCH1 z zasto-
sowaniem techniki ARMS jest mniej pracochlonna, tansza
i mniej skomplikowana w poréwnaniu z okreslaniem
statusu mutacji genéw IgVH czy badaniem ekspresji kinazy
ZAP-70 [30]. Oscier i wsp. wskazujg, ze istnieje znaczgca
korelacja pomiedzy brakiem somatycznych mutacji IgVH
i nadekspresja kinazy ZAP70 a mutacjami NOTCH, co dodat-
kowo potwierdza, ze identyfikacja mutacji NOTCH1 u chorych
z PBL pozwala na przewidywanie szybkiego postepu choroby
i prawdopodobienistwa transformacji w zespél Richtera [24].
Znajomos$¢ nastepstw mutacji NOTCHI na poziomie moleku-
larnym otwiera mozliwo$¢ opracowania lekow, ktére moglyby
dziala¢ na zasadzie inhibitoré6w zmutowanego receptora
NOTCH1, nadmiernie stymulujgcego ekspresje gendéw anty-
apoptotycznych u chorych z PBL.

Komérki z mutacjg NOTCH1 i trisomig 12 jako izolowang
aberracjg moga podlegaé selekcji klonalnej i intensywnemu
rozrostowi dzieki wzajemnej komunikacji stymulowanej
biatkami sygnalizacyjnymi, ktérych geny znajduja sie m.in.
na chromosomie 12. Ze wzgledu na jego dodatkowsg kopie,
powstaje wiecej bialek, ktére wzmagajg intensywnos¢ syg-
naléw podzialowych plynacych do bialaczkowych limfocy-
téw B, wrazliwszych na stymulacje zewnetrzng [5].

W przypadku choréb nowotworowych obecno$é¢ aneu-
ploidii $wiadczy o destabilizacji genomu: moze mieé zwig-
zek z zaawansowanym stadium, szybkim postepem cho-
roby, gorszym rokowaniem i krétszym czasem przezycia.
Mozna to ttumaczy¢, miedzy innymi, zwiekszong ekspresjg
genéw zlokalizowanych na dodatkowych chromosomach
[25]. Potwierdzono, ze przy trisomii chromosomu 12 nadeks-
presji ulegajg geny ANAPC5 (anaphase promoting complex
subunit 5), GLIPR1 (GLI pathogenesis-related 1), TIMELESS (time-
less homolog - Drosophila) i SLC2A6 (solute carrier family
2 [facilitated glucose transporter] member 6) [5].

Jako dodatkowe zaburzenia chromosomowe u chorych
z +12 mogg wystapic¢ t(14;18)(q32;921), +18, del(13q14), del
(6q21) oraz +19 [10].

Niespecyficzne zaburzenia chromosomowe
wskazujace na przeksztalcenie sie PBL w postaé

agresywna

Wséréd wspomnianych wcze$niej zaburzen chromosomo-
wych wspolistniejacych z trisomig 12 wymieniona zostala
translokacja t(14;18)(q32;921). Jest ona charakterystyczna dla
0s6b cierpigcych na chloniaka grudkowego, ale moze poja-
wiac sie u chorych z przewlekla biataczka limfocytowsa [10].
Lau i wsp. wskazujg, ze réwniez t(8;14)(q24.1;911.2), ktéra
jest charakterystycznym zaburzeniem dotyczacym nowo-
tworéw z komoérek T, moze wystgpi¢ u chorych z PBL [10].
Nietypowa translokacje opisali réwniez Michaux i wsp.
Stwierdzili oni, Ze u nieznacznego odsetka chorych na PBL
moze pojawi¢ sie t(1;6)(p35.3;p25.2) [11]. We wszystkich
przypadkach z tg rearanzacjg obserwowano brak somatycz-
nej mutacji czesSci zmiennej tancuchéw ciezkich immuno-
globulin oraz charakterystyczne dla PBL aberracje chromoso-
mowe: del(11q), +12 lub del(17p) [11]. Sugeruje sie, ze takie
niespecyficzne, dodatkowe translokacje u chorych z PBL
mogg wynika¢ z duzej niestabilnosci genetycznej obserwo-
wanej, gdy dochodzi do szybkiej progresji choroby
i transformacji w zespét Richtera. Identyfikacja takich zmian
pozwala kwalifikowac¢ chorych do podgrupy PBL charaktery-
zujacej sie duzym ryzykiem szybkiego postepu choroby,
koniecznosciag wczeéniejszego rozpoczecia leczenia, a takze
znacznie skréconym czasem przezycia [10, 11].

Nowe, submikroskopowe zmiany genomu w PBL

Obecnie jedng ze strategii postepowania w badaniach nad
PBL jest analiza roli mutacji czy delecji nowych genéw
w powstawaniu i przebiegu choroby, w odniesieniu do
znanych prognostycznych czynnikéw cytogenetycznych
i molekularnych. Najnowsze dane wskazujg, ze takie podej-
Scie prowadzi do identyfikacji zmian mutacyjnych czy delecji
genéw do tej pory niewigzanych z etiologig PBL. Rossi i wsp.
wykazali, Ze z agresywng postaciag PBL wigzg sie mutacje
i delecje genu BIRC3 (baculoviral IAP repeat containing 3),
zlokalizowanego w regionie 11g22.2 [31]. U 24% chorych
opornych na leczenie fludarabing obecne sg pojedyncze
mutacje BIRC3 lub mutacje z towarzyszaca delecjg drugiego
allela genu. Nie stwierdzono natomiast zmian BIRC3 u oséb
z dobrg odpowiedzig na chemioterapeutyki [31]. Zaobserwo-
wano takze wzajemne wykluczenie mutacji/delecji BIRC3 oraz
zaburzen w genie TP53. Wnioskuje sie, ze uszkodzenia BIRC3
w PBL moga stanowié¢ niezalezny czynnik rokowniczy wska-
zujgcy na niepomyslne rokowanie i skrécony OS (mediana 3,1
roku) podobnie jak zaburzenia TP53 (mediana 2,9 roku) [31].
Do gendéw, ktérych mutacje opisano ostatnio w komor-
kach PBL, nalezg réwniez NOTCH (Notch homolog 1, trans-
location-associated - Drosophila) i SF3B1 (splicing factor 3b,
subunit 1, 155kDa) [32]. Najnowsze badania Rossi i wsp.
sugeruja, ze analiza zmian mutacyjnych czy delecji genéw
BIRC3, NOTCH1, SF3B1, TP53, wraz z jednoczesng diagnostyka
w kierunku aberracji chromosomowych z zastosowaniem
metody FISH (fluorescence in situ hybridization), moze utatwiaé
przewidywanie czasu przezycia czy podejmowanie decyzji
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terapeutycznych, zwlaszcza u oséb z agresywng postacig
PBL [32]. Taka strategia badawcza moze przyczyni¢ sie
réwniez do bardziej precyzyjnej stratyfikacji chorych, ktérzy
bardzo dobrze rokujg, oraz tych, u ktérych przewiduje sie
szybki postep choroby i wczesny zgon. Proponowany podziat
oparty na analizie powigzan miedzy uszkodzeniami genéw
lub ich delecjami a aberracjami chromosomowymi wstepnie
pozwala wyrdzni¢ cztery prognostyczne podgrupy chorych:

- grupa oséb wysokiego ryzyka, u ktérych wystepujg zabu-
rzenia TP53 i/lub BIRC3 (dziesiecioletni czas przezycia tylko
u 29% chorych),

- grupa oséb Sredniego ryzyka, u ktérych wystepujg zabu-
rzenia NOTCH1 i/lub SF3B1 i/lub del11q22-g23 (dziesigcio-
letni czas przezycia u 37% chorych),

- grupa oséb niskiego ryzyka, u ktérych obecna jest trisomia
chromosomu 12 lub brak jest uszkodzen molekularnych
i cytogenetycznych (dziesiecioletni czas przezycia u 57%
chorych),

- grupa oséb bardzo niskiego ryzyka, u ktérych obecna jest
del13q14, a czas przezycia chorych nie jest znaczgco rézny
od czasu przezycia w ogdlnej populacji [32].

Przedstawiona wstepna klasyfikacja powstala na podsta-
wie wynikéw badan retrospektywnych, przeprowadzonych
na duzej grupie chorych (1274 oséb), niemniej wymaga
walidacji w duzych badaniach wieloosrodkowych, aby
stwierdzié¢, czy bedzie mozna ja stosowaé¢ w codziennej
praktyce klinicznej.

Podsumowanie

Ze wzgledu na to, ze przewlekla bialaczka limfocytowa
charakteryzuje sie duzg heterogennoscia, okre$lanie nowych
czynnikéw prognostycznych oraz szukanie zaleznoSci mie-
dzy nimi moze by¢ znaczacym wkladem w rozwiniecie
bardziej precyzyjnych metod diagnozowania i okres$lania
»indywidualnego wzoru” przebiegu PBL u poszczegdlnych
chorych. Powigzania miedzy statusem mutacji IgVH, ekspre-
sja ZAP70, aberracjami chromosomowymi,
w ekspresji gendw zwigzanych z PBL czy zmianami
w ekspresji mikroRNA ulatwia podejmowanie decyzji tera-
peutycznych i udoskonala metody leczenia PBL o agresyw-
nym przebiegu.
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