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Streszczenie

Ostra bialaczka szpikowa (AML) jest chorobg bardzo zroznicowang pod wzgledem przebiegu
klinicznego ovaz charakterystyki immunofenotypowej 1 molekularnej blastow bialaczkowych.
Zgodnie z obowiqzujgcq klasyfikaciq rokowniczq przypadki z prawidlowym kariotypem
(ok. 50% wszystkich chorych) cechuje posrednie ryzyko niepomysinego przebiegu choroby.
Zauwazono jednak, ze takze w obrebie tej grupy mozna wyodrebnic pacjentow o niekorzystnym
rokowaniu. U duzej czesci z nich potwierdzono wystepowanie aberracji molekularnych
w obrebie genow odpowiedzialnych za przebieg i kontrole procesow proliferacyi i roznicowania
prekursorowych komorek hematopoezy. Okazalo sie takze, ze ich obecnosc u poszczegolnych
pacjentow cechujqgcych sie posrednim ryzykiem cytogenetyczmym istotnie zmienia odpowiedz na
zastosowanq terapie, a takze przebieg choroby. Rowniez nieprawidlowa ekspresja niektorych
genow istotnie modyfikuje vezultaty terapii 1 rokowanie u chorych z AML. Przedmiotem ni-
niejszej pracy jest prognostyczne znaczenie obecnosci zaburzen molekularnych orvaz zaburzonej
ekspresji wybranych genow u chorych na AML.
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Abstract

Acute myeloid leukemia (AML) is very heterogenous disorder in term of clinical outcome,
immunophenotypic and molecular characteristics of leukemic blasts. According recent
prognostic classification patients with normal karyotype (about 50% of all patients) are
considered as an intermediate risk group of unfavorable disease outcome. It was noticed
however, that even in this group there are patients with unfavorable prognosis. In significant
proportion of them the presence of molecular abnormalities in genes responsible for process of
control of proliferation and differentiation of hematopoietic precursor cells was confirmed.
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It was also documented, that its presence in individual patients with intermediate cytogenetic
risk significantly affect the applied therapy results and disease outcome. Also, abnormal
expression of some genes may significantly modify the therapy results and prognosis in AML
patients. Prognostic significance of molecular abnormalities presence and abnormal expression
of chosen genes in AML patients is a topic of this paper.
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Wprowadzenie

Wedlug aktualnie obowigzujacych standardow
diagnostyka ostrych biataczek szpikowych (AML,
acute myeloid leukemia), obok oceny morfologicznej
komorek bialaczkowych, obejmuje ocene cytopla-
zmatycznej aktywno$ci mieloperoksydazy lub nie-
swoistych esteraz i obecno§ci charakterystycznych
dla okres§lonych postaci morfologicznych hiataczek
blonowych/wewnatrzkomoérkowych antygenow roz-
nicowania (CD, cluster of differentiation antigens) na
komorkach biataczkowych (np. cMPO, CD34, CD33,
CD13). Ocena wyniké6w wymienionych badan po-
zwala na wyr6znienie postaci morfologicznych AML
(od MO do M7) na podstawie klasyfikacji FAB
(French-American-British). Standardem diagnostyki
AML jest takze wykonanie badania kariotypu. Po-
twierdzenie obecnoSci okre§lonych zaburzen cyto-
genetycznych w komorkach biataczkowych jest po-
wigzane z niektorymi postaciami morfologicznymi
AML wedtug klasyfikacji FAB, na przyktad t(8;21)
(q22;q22) lub odpowiadajacego aberracji genu fuzyj-
nego AMLETO w badaniu molekularnym w AML
typu M2 wedtug FAB czy tez t(15;17)(q22;q12) lub
odpowiadajacego aberracji genu fuzji PML/RARA
w AML typu M3. Obserwacje te staly sie podstawg
propozycji klasyfikacji AML wedtug Swiatowej Or-
ganizacji Zdrowia (WHO, Word Health Organization).
Wykazano rowniez, ze obecno$c¢ niektorych pojedyn-
czych zaburzen cytogenetycznych [t(9;21), t(15;17),
inv16, t(16;16)] jest powigzana ze wzglednie dobrym
rokowaniem. Z kolei wykazanie innych niz wymie-
nione aberracji cytogenetycznych (np. chromosomu
7 lub obecno$ci kompleksowych zmian cytogene-
tycznych) wplywa wyraznie niekorzystnie na roko-
wanie 1 wyniki terapii (tab. 1) [1]. Duze znaczenie
W prognozowaniu ryzyka niekorzystnego przebiegu
choroby ma réwniez potwierdzenie technikami bio-
logii molekularnej obecnos$ci w komorkach AML za-
burzen struktury genu(6w) oraz ich ekspres;ji.

Dotychczasowe obserwacje pozwolily na uzna-
nie obecnoSci zaburzen kariotypu za najbardziej

Tabela 1. Cytogenetyczne grupy ryzyka u chorych
na ostrg biataczke szpikowa (zrédio [1])

Table 1. Cytogenetic risk group in patients with
acute myeloid leukemia (source [1])

Grupa ryzyka Zaburzenie cytogenetyczne

Korzystne

Potwierdzone 1(8;21); inv(16)/t(16;16); 1(15;17)
Posrednie

Potwierdzone Kariotyp normalny; =Y
Prawdopodobne  del(7q); del(9q); t(9;11); del(11q),

izolowana +8, +11, +13, +21,
del(20q)
Niekorzystne
Potwierdzone Kompleksowe; inv(3)/t(3;3); -7

1(6;9); 1(6;11);1(11;19)(q23;p13.3),
-5; del5q

Prawdopodobne

istotny czynnik prognostyczny, powiazany z odpo-
wiedzig na terapie indukcyjna, a takze z przezyciem
catkowitym (OS, overall survival). ObecnoS¢ zabu-
rzen w klasycznym badaniu cytogenetycznym po-
twierdzono u okolo 55% 0s6b z rozpoznaniem AML
[2, 3]. Ustalono takze, ze u mtodszych chorych, na
podstawie lokalizacji 1 rodzaju zaburzen cytogene-
tycznych, mozna wyodrebnié trzy zasadnicze grupy
ryzyka przebiegu choroby: pomyS$lnego, poSrednie-
go 1 niepomys$lnego [4-7]. OkreSlenie niepomySine-
go ryzyka przebiegu choroby u 0s6b z rzadko wyste-
pujacymi zaburzeniami cytogenetycznymi (np. del7q,
izolowana +8, del9q, t(v;11)(v;q23) z wylaczeniem
t(9;11), 1del20q jest trudne z powodu niewielkiej licz-
by chorych poddawanych ocenie oraz r6znicom wy-
nikajacym z zastosowanych metod terapii.

Odrebny problem stanowig chorzy ze ztozonymi
zaburzeniami kariotypu, tj. trzema lub wiecej, w nie-
ktorych badaniach powyze] piecioma, z wylaczeniem
0s6Ob z obecng t(8;21), inv(16) lub t(16;16) oraz t(15;17),
t(9;11) lub t(v;11), inv(3), lub t(3;3), a takze t(6;9). Przy-
padki te (10-12% wszystkich pacjentow z AML) ce-
chuje wyjatkowo niepomy$lne rokowanie [8, 9].
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Tabela 2. Czestos¢ zaburzen molekularnych oraz ich wptyw na rokowanie u chorych na ostrg biataczkg szpikowa
z prawidfowym kariotypem w badaniu technika GTG [zmodyfikowano wg 19]

Table 2. Frequency of molecular abnormalities and its prognostic impact in patients with acute myeloid
leukemia with normal karyotype in the GTG analysis [according 19, modified]

Gen Czestos¢ defektu u chorych na AML-NK (%) Charakter zaburzenia Rokowanie
NPM1 50-60 Mutacje Korzystne

FLT3-ITD 30-40 Mutacje Niekorzystne
FLT3-Asp835 5-10 Mutacje Nieokreslone
BAALC 65 Nadmierna ekspresja Niekorzystne
MN1 50 Nadmierna ekspresja Niekorzystne
MLL-PTD 7 Mutacje/nadmierna ekspresja Niekorzystne
CEBPA 15-20 Mutacje Korzystne

ERG-1 25 Nadmierna ekspresja Niekorzystne
AFlq 75 Nadmierna ekspresja Niekorzystne

(AML-NK, acute myeloid leukemia-normal karyotype) — chorzy na ostrg biataczke szpikowa z prawidtowym kariotypem

Nalezy pamietac, ze wérod aberracji obecnych
u chorych ze ztozonym kariotypem dominuja te
obejmujace utrate materialu genetycznego, miedzy
innymi dotyczace 5q—, 17p—, 7q—, a takze 8q—, 11q—
oraz 21g- [10-12]. Ostatnio postuluje sie wyjatko-
wo niekorzystny wplyw defektow o typie monoso-
mii, szczegblnie w przypadkach ze wspolwystepu-
jacymi dodatkowymi aberracjami o typie monoso-
mii lub innymi defektami strukturalnymi w obrebie
innych chromosomoéw, z wylaczeniem defektow
obejmujacych gen CBF (core binding factor) [12].

Najwieksze zainteresowanie budza przypadki
AML z prawidlowym kariotypem stwierdzonym na
podstawie oceny metafaz komorkowych uzyskanych
w hodowli komorek szpiku i okre§lonym metodami
klasycznej cytogenetyki. Stanowig one blisko 50%
przypadkow wszystkich AML. W przeprowadzo-
nych badaniach klinicznych wykazano, ze ryzyko
niepomyS$lnego przebiegu choroby ma charakter
posredni miedzy ryzykiem dotyczacym pacjentow
cechujacych sie korzystnym i1 niepomySlnym ryzy-
kiem cytogenetycznym. Wkrotce jednak okazalo
sie, ze pacjentow z prawidiowym kariotypem (AML-
-NK, normal karyotype) 1 tak ocenionym posSrednim
ryzykiem cytogenetycznym cechuje duza réznorod-
no$¢ indywidualnego przebiegu choroby wyraznie
ro6zna od stwierdzanego w innych cytogenetycznych
grupach ryzyka.

Defekty molekularne
u chorych na AML-NK

Defekty pojedyncze

Ocena obecno$ci aberracji molekularnych u cho-
rych na AML przed rozpoczeciem terapii ma istotne
znaczenie dla oceny dalszego przebiegu choroby [13].

Do najczesciej stosowanych technik stuzacych oce-
nie obecnos$ci defektow molekularnych w komor-
kach AML naleza tahcuchowa reakcja polimerazy
(PCR, polymerase chain reaction) oraz — w przypad-
ku poszukiwania okre§lonych aberracji molekular-
nych — technika fluorescencyjnej hybrydyzacji in
situ (FISH, fluorescence in-situ hybridization). Za-
stosowanie tych technik pozwala miedzy innymi na
wykrycie defektow genu fms-podobnej kinazy ty-
rozynowej 3 (FLT3), nukleofozminy 1 (NPM1),
czynnika transkrypcyjnego CEBPA (CCAAT/en-
hancer binding protein alpha), genu MLL (myeloid/
[lymphoid or mixed lineage leukemia) czy onkogenu
NRAS [13, 14]. W celach poznawczych stosuje sie
inne, bardziej praco- i kosztochlonne techniki,
w tym miedzy innymi ocene profilu ekspresji ge-
now (GEP, gene expression profile) [15], analize eks-
presji microRNA [16], reakcje odwrotnej transkryp-
¢ji (RT-PCR, reverse transcriptase-polymerase chain
reaction) [17], technike analizy obecnoS$ci polimorfi-
zmow pojedynczych nukleotydoéw (SNP, single nuc-
leotide polymorphism) [12], ocene profilu metylacji
genow 1analize sekwencji calego genomu [18]. Cze-
sto§¢ wystepowania, charakter defektow oraz ich
wplyw na rokowanie u chorych na AML z prawidio-
wym kariotypem przedstawiono w tabeli 2 [19].

Obecno$§¢ mutacji w obrebie
genu nukleofozminy 1

Wystepowanie mutacji NPM1 potwierdzono
u 50-60% dorostych chorych na AML-NK [20, 21].
Gen NPM1 koduje sekwencje biatka nukleocytopla-
zmatycznego regulujacego szlak supresji guza ARF-
-p53 [22, 23]. Obecno§¢ aberracji w obrebie genu
nukleofozminy jest powigzana z wieloliniowa dys-
plazja, utrata badz brakiem ekspresji CD34 na nie-
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dojrzatych komorkach mieloidalnych. Czesto obec-
nosci mutacji w obrebie NPM1 towarzysza defekty
genu FLT3[21, 23-25]. Odsetki calkowitych remi-
sji hematologicznych, a takze przezycia wolnego od
zdarzen (EFS, event-free survival), przezycia wolne-
go od choroby (DFS, disease-free survival) oraz OS
s3 znaczaco lepsze u pacjentdw z obecng mutacjg
NPM1 (NMPImut) z nieobecng FLT3-ITD (ITD,
internal tandem duplication) [26-28]. Sugeruje sie,
ze efekt ten jest takze widoczny u pacjentow w wieku
ponad 70 lat [29] oraz ze jego obecnos§¢ fagodzi nega-
tywne skutki rokownicze obecno$ci FLT3 w przy-
padkach AML-NK z obecnos$cig FLT3-ITDmut/
/NPMImut [30]. Zastosowanie standardowe;j tera-
pii w grupie chorych NPMI1mut/FLT3-1TDneg
umozliwia uzyskanie 4-letnich przezyé u 60% cho-
rych [13]. Ostatnio podjeto takze probe odpowiedzi
na pytanie, czy obecno$¢ aberracji molekularnych
w obrebie genu NPM1 jest czynnikiem rokowni-
czym niezaleznym od obecno$ci dysplazji wieloli-
niowej (MLD, multilineage dysplasia). Okazalo sie,
ze OS oraz EFS u chorych na AML z obecno$cia
NPMImut nie r6znig sie niezaleznie od obecnoS$ci
lub braku MLD [31]. W kolejnym badaniu opraco-
wano model prognostyczny pozwalajacy przewi-
dzie¢ rokowanie u chorych na AML. W probie tej
okazalo sie, ze stan mutacyjny NPM1 — obok wy-
niku badania kariotypu, wieku pacjenta, liczby leu-
kocytow, aktywnosci dehydrogenazy mleczanowe;j
(LDH, lactate dehydrogenase) we krwi oraz ekspre-
sji CD34 na komorkach biataczkowych — jest nie-
zaleznym czynnikiem rokowniczym u chorych na
AML [32].

Odrebnym problemem do rozwiazania jest
okresSlenie wplywu stanu mutacyjnego na podejmo-
wanie decyzji terapeutycznych u chorych na AML.
W wyniku badan eksperymentalnych potwierdzono,
ze NPM]1 jest korepresorem zaleznej od kwasu
trans-retinowego (ATRA, all-trans retinoic acid)
regulacji procesu transkrypcji [33]. W jednej z ana-
liz okazalo sie, ze dodanie ATRA do standardowe-
go schematu terapii wplywa korzystnie na odsetek
uzyskiwanych remisji catkowitych (CR, complete
remission), OS oraz EFS u chorych w podesziym
wieku z AML inng niz ostra bialaczka promielocy-
towa. W analizie retrospektywnej wynikow tego
badania stwierdzono, ze korzysci odnosza wytacz-
nie chorzy NPM1Imut/FLT3-ITDneg [34].

Defekty genu FLT3

Mutacje genu FLT3 s3 najczestszymi poje-
dynczymi aberracjami genetycznymi u chorych
na AML. Obecno$§¢ przynajmniej jednej z opisa-
nych mutacji tego genu potwierdzono u 25-45%

pacjentow [35]. Kinaza tyrozynowa 3 fms-podobna,
nalezaca do klasy III receptorow dla kinaz tyro-
zynowych, podlega ekspresji w komoérkach proge-
nitorowych 1 odgrywa istotng role w procesach pro-
liferacji, r6znicowania 1 przezycia wczesnych pre-
kursorow hematopoetycznych [36, 37]. Wsrod
defektow FLT3 mozna wyrozni¢ dwa zasadnicze
typy — duplikacje tandemowe w obrebie obszaru
kodujacego sekwencje domeny przezbtonowej ITD
zlokalizowane w egzonach 14 i 15 oraz mutacje
w obrebie domeny kinazowej (TKD, tyrosine kinase
domain).

FLT3-ITD

Obecnos§¢ FLT3-ITD prowadzi do konstytu-
tywnej aktywacji biatka FLT3, ktéra promuje akty-
wacje STAT. Defekt ten prowadzi rowniez do ak-
tywacji wielu innych szlakoéw przekazywania sygna-
tu, w tym RAS, MAPK oraz PISK/AKT [38, 39].
Wielko§¢ duplikacji jest zmienna (od 3 do setek
nukleotydow) i1 zwigzana z OS pacjentow obcigzo-
nych defektem [40]. Obecno$¢ FLT3-ITD prowa-
dzi do niekontrolowanej proliferacji komorek hema-
topoetycznych. Aberracja ta jest obecna u okolo
30% chorych na AML-NK [41], a jej wystapienie jest
powigzane z gorszym rokowaniem, poniewaz wply-
wa niekorzystnie na EFS, przezycie wolne od wzno-
wy (RFS, relapse free survival) oraz OS. Stwierdzo-
no takze, ze wysoka ilo§ciowa zawartoS¢ zmutowa-
nego allelu oraz wieksza diugo$¢ duplikacji
niekorzystnie wplywaja na OS [42-44]. Réwniez
zawarto$¢ allelu typu dzikiego ma istotne znacze-
nie prognostyczne. Chorych bez ekspresji allelu
typu dzikiego takze cechuje gorsze rokowanie [45,
46]. Lokalizacja insercji tez wydaje sie wplywac na
szanse uzyskania CR u chorych na AML — lokali-
zacja ITD w obrebie miejsca integracji w beta-1-
-sheet niekorzystnie wplywa na prawdopodobienstwo
uzyskania CR [47]. Podobnie negatywny wplyw
na OS chorych na AML-NK, nawet przy braku
FT3-ITD, ma nadekspresja FLT3 w komorkach
biataczkowych [48].

Co interesujace, negatywny wplyw FLT3 uwi-
dacznia sie nawet w przypadkach NPM1mut, ponie-
waz wykazano, ze u pacjentow FLT3 typu dzikiego
(wt, wild-type)/NPM1mut RFS jest znaczaco dtuz-
sze, a odsetek 5-letnich OS — znaczaco wyzszy niz
w przypadku chorych FLT3--ITD/NPMI1mut [13].
Co wiecej, chorzy na AML-NK z FLT3wt/NPM1mut
wydaja sie nie odnosic istotnych korzy§ci w zakresie
RFS w przypadku allogenicznego przeszczepienia
krwiotworczych komorek macierzystych (allo-HSCT,
allogeneic hematopoietic stem cell transplantation)
w pierwsze] CR. Z kolei, wykonanie allo-HSCT
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u chorych FLT3mut jest powiazane z 40-procento-
wym zmniejszeniem ryzyka wznowy lub zgonu
zwigzanego z biataczka [13]. Rola i znaczenie auto-
logicznego przeszczepienia krwiotworczych komo-
rek macierzystych (auto-HSCT, autologous hema-
topoietic stem cell transplantation) w tej grupie pa-
cjentow nie s3 jasne. W jednym z opublikowanych
badan przeprowadzenie auto-HSCT u chorych
FLT3mut w pierwszej CR korzystnie wplywalo na
DFS w poréwnaniu z chorymi poddanymi chemio-
terapii konsolidujacej. Nie wplywalo jednak na
przediuzenie OS [49].

FLT3-TKD

NajczeSciej defekty tego rodzaju sa zlokalizo-
wane w obrebie petli aktywacyjnej w obszarze ko-
donéw 835-836. Ich obecnos$¢ potwierdzono u 7-
-10% pacjentow z AML-NK [41, 46].

Wplyw obecnosci FLT3-TKD na rokowanie
u chorych na AML-NK nie jest do konca poznany.
W jednej z metaanaliz potwierdzono negatywny wplyw
wystepowania defektu na DFS, w innym badaniu
natomiast rokowanie u chorych z FLT3-TKDmut
byto lepsze niz u pacjentow FLT3-ITDmut [50, 51].

Gen MLL-PTD

Gen MLL czesto podlega rearanzacji u chorych
na AML. Rearanzacja ta najczeSciej prowadzi do
niezrownowazonej translokacji i utraty materiatu
genetycznego. Mozliwa jest jednak takze nadek-
spresja genu MLL zlokalizowanego w chromosomie
11q23. Podobnie jak w przypadku genu FLT3,
w genie MLL takze moze dochodzi¢ do duplikacji
tandemowej (MLL-PTD, partial tandem duplica-
tions of mixed lineage leukemia gene) w obrebie eg-
zondow 5-11 lub egzonoéw 5-12. Prowadzi to do wy-
dluzenia struktury biatka 1 zmiany jego wlasciwo-
Sci. Dzieki zachowaniu domeny wiazacej DNA oraz
domeny represji transkrypcji biatko to, na niezna-
nej drodze, hamuje ekspresje allelu niezmutowane-
go. W blastach biataczkowych ekspresje MLL
mozna zahamowac, stosujac inhibitory metylotrans-
ferazy oraz inhibitory deacetylazy histonowe;j. Stwa-
rza to nowe mozliwoSci terapeutyczne w grupie
chorych z MLL-PTD [52].

Znaczenie rokownicze obecno$ci MLL-PTD po
raz pierwszy opisano w 2007 roku [53]. Co intere-
sujace, u 30-40% chorych z MLL-PTD wspoiwy-
stepuje FLT3-ITD. Wyjatkowo rzadko natomiast
obecno$ci MLL-PTD towarzysza mutacje CEBPA
czy tez NPM1 [13]. Jak dotad potwierdzono, ze
obecnos¢ MLL-PTD jest powiazana z krotszym cza-
sem trwania CR oraz gorszym EFS. Niestety, nie
udato sie udowodni¢ wplywu obecno$ci tego defektu

na OS [45]. PodkreSla sie jednak korzystny wplyw
przeprowadzenia auto-HSCT u mtodszych cho-
rych na AML-NK z obecng MLL-PTDmut w pierw-
szej CR [54].

Gen CEBPA

Czynnik transkrypcyjny CEBPA jest zaangazo-
wany w proces roznicowania komorek mieloidal-
nych [55]. Bialko, bedace rezultatem dziatania zmu-
towanego czynnika transkrypcyjnego, blokuje pro-
ces roznicowania prekursoré6w mieloidalnych
poprzez zwigzanie z DNA lub transaktywacje genow
docelowych. Obecno$§é mutacji CEBPA potwierdzo-
no u okofo 15% chorych na AML-NK [56]. Wyste-
powanie mutacji CEBPA jest powiazane z diuzszy-
mi okresami CR, RFS, a takze OS [57-59].

Ocena OS u chorych z mutacjami CEBPA wy-
kazala, ze jest ono podobne do stwierdzanego
u chorych z biataczka CBF (core binding factor). Od-
setek OS po 96 miesigcach w tej grupie pacjentow
oszacowano na okoto 60%. W licznych badaniach
potwierdzono takze, ze odsetek odpowiedzi na stan-
dardowa terapie indukujaca remisje jest zadawala-
jacy. Korzystny wplyw obecno$ci mutacji CEBPA
potwierdzono rowniez w odniesieniu do EFS, DFS
oraz OS. Wedtug licznych autorow doniesien ko-
rzystny efekt obecno§ci mutacji nie zalezy od obec-
noSci innych czynnikow ryzyka, takich jak FLT3-
-ITD oraz MLL-PTD [57, 59-62]. Dane te musialy
jednak ulec reewaluacji, gdyz stwierdzono, ze u pa-
cjentdow z monoalleliczng postacig mutacji CEBPA
(moCEBPA) nie ma roznic w przebiegu AML-NK
w porownaniu z chorymi bez mutacji genu CEBPA
(wild-type CEBPA). Na podstawie analizy wynikow
badania AMLCG 1999 stwierdzono, ze obecno$¢
mutacji NPM1 korzystnie modyfikuje warto§¢ pro-
gnostyczng moCEBPA w odniesieniu do OS oraz
EFS. Efektu tego nie potwierdzono w odniesieniu
do chorych z mutacjg FLT3-ITD. Z kolei moCEB-
PA nie wplywa na rokowanie (OS, EFS) u chorych
z dzikim typem genu NPM1 [63]. Ostatnio zaobser-
wowano, ze wplyw obecno$ci mutacji CEBPA na
rokowanie u chorych na AML-NK jest bardziej wi-
doczny w przypadku obecno$ci dwoch kopii zdefek-
towanego genu (CEBPAdouble-mut) [61, 62], a tak-
ze, ze W tych przypadkach nie wystepuje znaczacy
efekt nakladania w odniesieniu do parametrow
odzwierciedlajacych przezycie u chorych na AML-
-NK z obecno$cia innych defektéw molekularnych,
w tym FLT3-ITD lub MLL-PTD. Z tego powodu
wysunieto przypuszczenie, ze obecno$¢ mutacji
CEBPA definiuje nowa kategorie AML-NK. Uzna-
no takze, ze dotychczasowe obserwacje pozwalaja
na stwierdzenie, ze prawdopodobienstwo wspoiwy-
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stepowania CEBPAdouble-mut oraz FLT3-ITD
u chorych na AML, a tym samym — utraty efektu
obecnoSci CEBPAdouble--mut, jest niskie.

Takze hipermetylacja genu CEBPA wydaje sie
odgrywac istotng role w procesie leukomogenezy
u chorych na AML-NK, szczeg6lnie w przypadkach
z nieobecnymi defektami FLT3-ITD oraz NPM]1.
Prognostyczne znaczenie tego stanu nie jest jednak
jeszcze okreSlone [64].

Jak dotad, nie wypracowano strategii leczenia
chorych z mutacjami CEBPA. Rola transplantacji
w leczeniu pacjentow, ktorzy uzyskaja CR, takze nie
zostala okres$lona.

Gen WT1

Rola genu WT1 (Wilm’s tumor 1 gene) w pato-
genezie AML nie jest w pelni poznana. Przypusz-
cza sie, ze zaklocenie funkcji genu W71 moze sprzy-
ja¢ nadmiernej proliferacji komoérek macierzystych
szpiku oraz hamowac ich réznicowanie [65, 66].
Obecno$¢ mutacji genu WT1 potwierdzono u 10—
—-12% chorych na AML oraz u 7% pacjentow z AML-
-NK [67, 68].

W badaniach CALGB (Cancer and Leukemia
Group B) oraz MRC (Medical Research Council)
potwierdzono negatywny wplyw obecno$ci mutacji
WTI na RFS, a takze na OS [69, 70]. Roznic tych
nie udato sie potwierdzi¢ w badaniu AMLSG [71].

Dodatkowe analizy potwierdzily jednak, ze
u chorych WTImut/FLT3-ITDmut odsetek CR jest
nizszy, a RFS 1 OS s3 gorsze niz u pacjentow
WTI1mut/FLT3-ITDneg. Proba wyttumaczenia od-
miennych wynikow przedstawionych badan dopro-
wadzila do stwierdzenia, ze postrzegane roznice sa
wynikiem roznic w intensywnos$ci prowadzonej te-
rapii konsolidujacej (w badaniu AMLSG sumarycz-
na liczba duzych dawek arabinozydu cytozyny byta
wyzsza). Fakt ten moze stanowié przestanke do
stwierdzenia, ze negatywny wplyw obecnoS$ci
WTImut mozna przelamac, intensyfikujac stoso-
wang terapie indukujacg. Ostatnio opublikowano
dane wskazujace na to, ze nieobecnos¢ WTImut
oraz wystepowanie jednonukleotydowego polimor-
fizmu genu WT1 (SNP rs16754) ma zwiazek z ko-
rzystnym czasem trwania RFS i OS u chorych na
AML-NK [72]. Z tego powodu ocena znaczenia
obecnosci aberracji molekularnych genu WTI
u chorych na AML-NK powinna sie sta¢ przedmio-
tem dalszych badan.

Onkogen RAS

Biatko Ras nalezy do rodziny biatek zwigzanych
z blong komorkowa regulujacych proces proliferacji,
réznicowania i apoptozy komoérek. Wystepowanie

mutacji genu RAS potwierdzono u 9-10% chorych
na AML-NK [13]. Mimo sugerowanego zwiazku
obecnosci mutacji RAS z rokowaniem u chorych na
AML-NK, ich prognostycznego znaczenia nie po-
twierdzono w dwoch duzych badaniach klinicznych
[73, 74]. Nalezy jednak wspomnie¢, ze chorzy z obec-
no$cig mutacji RAS wydaja sie odnosi¢ korzy$c¢ z in-
tensywnych form leczenia konsolidujacego. Jak wy-
kazali Neubauer 1 wsp. [75], zastosowanie duzych
dawek arabinozydu cytozyny w leczeniu konsolidu-
jacym poprawia rokowanie w tej grupie chorych.

Gen IDH

Gen IDH koduje sekwencje dehydrogenazy izo-
cytrynianowe]j (IDH, isocitrate dehydrogenase). En-
zym ten wystepuje w dwoch izoformach — IDH1
1 IDH2. Oba uczestnicza w komorkowych mecha-
nizmach odpowiedzi na stres oksydacyjny. Obec-
no$¢ mutacji genu IDHI potwierdzono u 6,6-16%
chorych na AML, gltéwnie z prawidiowym karioty-
pem oraz pacjentow z +8 [76-78]. Mimo wstepnych
danych, negujacych prognostyczne znaczenie obec-
no$ci mutacji R132 genu IDH1 u chorych na AML,
w pozniejszych doniesieniach potwierdzono nega-
tywny wplyw obecno$ci IDHImut na EFS, skumu-
lowang czestoS¢ wznow (RR, relapse rate), a takze
trend w kierunku gorszego OS. Efekt ten byl wy-
razny u os6b ponizej 60. roku zycia z NPM1wt [79].
Marcucci 1 wsp. [80] wykazali, ze DFS u chorych
na AML z NPMIwt/FLT3-ITDneg/IDHImut jest
gorsze niz u pacjentow NPM1wt/FLT3-1TD-neg/
/IDHwt. Potwierdzeniem znaczenia obecno$ci mu-
tacji IDHI u chorych na AML bylo udokumentowa-
nie wplywu jej obecnos$ci na rokowanie u pacjentow
NPMI1mut/FLT3-1TDneg, a takze CEBPAmut/
/FLT3-1TDneg [81-83]. Do ciekawych wnioskow
doprowadzita takze analiza zwigzku obecno$ci
IDHImut z innymi defektami molekularnymi. Po
stratyfikacji chorych na AML zaleznie od obecno-
Sci FLT3-ITD okazalo sie, ze obecno$§é mutacji
IDH] jest niezaleznym czynnikiem prognostycz-
nym u chorych FLT3-ITDneg oraz czynnikiem po-
prawiajacym rokowanie u chorych FLT3-ITDmut.
Wykazanie tych zaleznoSci stalo sie podstawa do
wysuniecia hipotezy, ze obecno$¢ mutacji IDH1
moze wplywac na zjawisko chemioopornos$ci komo-
rek biataczkowych [84].

Znaczenie obecno$ci mutacji IDHZ2 u chorych
na AML-NK jest mniej poznane. Ich wystepowanie
potwierdzono u 19% chorych [80]. Wplyw mutacji
IDH?2 na rokowanie u chorych na AML jest obecnie
przedmiotem badan, a ich wstepne wyniki sg roz-
biezne. Chou 1 wsp. [85] potwierdzili korzystny
wplyw obecno$ci mutacji IDH2 na rokowanie u cho-
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rych na AML. Wyniki innych badan nie wykazaty
wplywu defektow na rokowanie oraz odsetek uzy-
skiwanych odpowiedzi na terapie [86], a nawet do-
wiodly negatywnego wplywu obecnoS$ci mutacji
IDH?2 narokowanie niezaleznie od obecnoSci lub nie
aberracji FLT3 [84-86].

RozhieznoSci te probuje sie ttumaczy¢ roznym
wplywem na rokowanie poszczeg6lnych typow de-
fektow IDHZ2. Obecnos$¢ substytucji IDH2-R140 zna-
czaco czeScie] stwierdza sie u chorych NPMImut,
a IDH2-R172 — u pacjentdéw z innymi rodzajami
aberracji molekularnych [87]. Ponadto okazalo sie,
ze obecno$¢ substytucji IDH2-R140 jest korzyst-
nym, niezaleznym czynnikiem prognostycznym
w odniesieniu do OS u pacjentéow z AML. Z kolei
obecnos$¢ substytucji IDH2-R172 wplywa nieko-
rzystnie na przebieg choroby [88].

Niekorzystny wplyw obecno$ci mutacji IDHI
1IDH?2 na rokowanie u chorych z de novo AML-NK
potwierdzono ostatnio takze w raporcie hiszpanskiej
grupy CETLAM. W badaniu tym obecno$§¢ mutacji
IDH]1 lub IDHZ2 byta powiazana z istotnie krotszym
OS. Wplyw mutacji byl nawet bardziej widoczny
u chorych z obecnymi mutacjami NPM1 lub CEBPA/
/FLT3wt. Co ciekawe, w kazdym z analizowanych
przypadkow IDHImut lub IDH2mut obecny byt tak-
ze niezmutowany allel. Spostrzezenie to wydaje sie
potwierdzac hipoteze, ze w obu przypadkach ich mu-
tanty maja charakter onkogenéw dominujacych [89].

Mutacje DNMT3A

Ludzkie geny DNMT1, DNMT3A oraz DNMT3B
koduja sekwencje metylotransferaz DNA. Enzymy
te katalizuja proces metylacji cytozyny w obrebie
dinukleotydow CpG. Nadmierna metylacja jest
obecnie uznawana za czynnik wspomagajacy eks-
presje niektérych genow u chorych na AML-NK
(np. genu EVI1). Wyniki badan eksperymentalnych
wykazaly, ze nadmierna ekspresja genu EVI1 sprzy-
ja obecno$ci innych aberracji molekularnych u cho-
rych na AML-NK (np. w obrebie promotorow ge-
now, gendw supresorowych, czynnikow transkryp-
cyjnych) [90]. W 2008 roku Ley 1 wsp. [91] opisali
mutacje genu DNMT3 u chorych na AML-NK pro-
wadzacg do zmiany ramki odczytu. Dwa lata poZniej
ten sam zespol przedstawil 18 innych mutacji istot-
nie zmieniajacych funkcje genu DNMT3. Szczego-
fowa ocena potwierdzila, ze mutacje te sa obecne
u 36,7% chorych na AML-NK i praktycznie nieobec-
ne u pacjentdw z korzystnym profilem zaburzen
cytogenetycznych [92]. Okazalo sie, ze obecno$¢
mutacji DMNTS3 jest niezaleznym czynnikiem
prognostycznym powiazanym z krotszym OS oraz
nizszym odsetkiem uzyskiwanych CR [93].

Onkogen TET2

Onkogen TET?Z (tet oncogene family member 2
lub ten-eleven translocation 2) nalezy do rodziny
genow odpowiedzialnych za kontrole epigenetyczng
oraz podtrzymanie zycia zarodkowych komorek
macierzystych. W 2009 roku Tefferi 1 wsp. [94] po-
twierdzili czeste wystepowanie mutacji TET2 pro-
wadzacych do utraty funkcji genu u chorych na
AML, zespotem mielodysplastycznym oraz prze-
wlekla bialaczka mielomonocytowa. Dane poczatko-
we nie potwierdzaly negatywnego prognostyczne-
go znaczenia obecno$ci mutacji TET2 u chorych na
AML, u ktérych uzyskano CR [89]. Dopiero Met-
zeler 1 wsp. [95] wykazali niekorzystny wplyw obec-
no$ci defektu na rokowanie u chorych na AML-NK
oraz korzystnym genotypem (NPMImut/FLT3-
-ITDneg lub CEBPAmut). Takze w badaniach Chou
1 wsp. [96] potwierdzono negatywny wplyw muta-
¢ji TET2 na rokowanie u chorych na AML-NK. Co
interesujace, obecno$¢ TET2mut okazata sie pogar-
szaC rokowanie rowniez u pacjentow z FLT3-1TD
oraz z NPMI1wt.

Wplyw nadmiernej ekspresji genu
na rokowanie u chorych na AML-NK

Wysoka ekspresje genu BAALC (brain and
acute leukemia, cytoplasmic) potwierdzono w komor-
kach progenitorowych hematopoezy. W warunkach
prawidlowych ekspresja BAALC maleje wraz ze
stopniem zroznicowania komorek mieloidalnych.
Wstepne badania, w ktorych oceniano ekspresje
BAALC, wskazywaly na zmienna ekspresje genu
w komorkach biataczkowych u poszczegdlnych cho-
rych na AML z prawidlowym kariotypem [97, 98].
Wkrétce jednak okazalo sie, ze wysoka ekspresja
BAALC jest niezaleznym czynnikiem prognostycz-
nym u chorych na AML-NK. U chorych z wyzsza
niz Srednia ekspresja BAALC w komorkach bia-
taczkowych DFS oraz OS byly krotsze niz u pacjen-
tow niska ekspresja BAALC. Prognostyczne zna-
czenie wysokiej ekspresji BAALC byto jednak wi-
doczne jedynie w przypadkach jednoczesnego
niewystepowania defektow genow CEBPA oraz
FLT3-1TD [98, 99].

Langer i wsp. [100] wykazali, ze wysoka eks-
presja BAALC u mlodych chorych na AML-NK jest
powigzana z niskim odsetkiem uzyskiwanych CR
oraz krotszym przezyciem (po dopasowaniu do sta-
tusu mutacyjnego genow FLT3-ITD, NPM1, CEBPA
oraz liczby leukocytow). Podobny wplyw obecno-
§ci BAALC narokowanie potwierdzono takze u star-
szych chorych na AML-NK [101]. Wplyw ekspresji
BAALC na rokowanie u chorych na AML-NK po-
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twierdzili rowniez w swych obserwacjach Santama-
ria i wsp., ktorzy stwierdzili znacznie wyzszy odse-
tek opornos$ci na leczenie indukujace remisje, a tak-
ze znacznie nizszy odsetek uzyskiwanych CR u
chorych na AML-NK z wysoka ekspresja BAALC
poddanych terapii ratunkowej [102]. Okreslenie
ekspresji BAALC w blastach biataczkowych wyda-
je sie przydatne w przypadku podejmowania decy-
zji 0 sposobie leczenia po uzyskaniu remisji. Wyka-
zano bowiem, ze odsetek nawrotow u chorych z wy-
soka ekspresja BAALC poddanych allo-HSCT jest
znaczaco nizszy niz w przypadku pacjentow leczo-
nych jedynie auto-HSCT [97].

Onkogen ERG

Onkogen ERG (ETS-related gene) koduje czyn-
nik transkrypcyjny odgrywajacy istotna role w szla-
kach przekazywania sygnatow regulujacych proce-
sy proliferacji komoérkowej 1 réznicowania. Nad-
mierng ekspresje ERG potwierdzono w wielu
nowotworach, w tym takze u chorych na AML-NK
[103-105]. W badaniach tych ekspresja ERG po-
wyzej 75% w komorkach biataczkowych bylta zwia-
zana z nizszym odsetkiem skumulowanych odpo-
wiedzi i gorszym OS niz u pacjentdw z nizsza eks-
presja ERG.

Gen MN1

Gen MN1 (meningioma 1 oncogene) koduje se-
kwencje biatka uczestniczacego w kompleksie ge-
nowym regulujacym proces transkrypcji inicjowa-
ny przez jadrowy receptor dla retinoidow (RAR-
-RXR) lub receptor dla witaminy D [106, 107]. Na-
dekspresja genu MNI u chorych na AML-NK jest
powiazana z nizszym odsetkiem CR oraz gorszym
OS [108]. Negatywny wplyw wysokiej ekspresji
MNT1 na rokowanie u chorych na AML-NK okazat
sie widoczny nawet po uwzglednieniu obecnosci
mutacji genu WT'1 1 NPM1, FLT3-ITD oraz liczby
leukocytow we krwi [109]. Stwierdzono takze, ze
u chorych z niska ekspresja MN1 leczonych ATRA
okresy EFS oraz OS sa diuzsze niz u chorych z niskg
ekspresja MN1 nieotrzymujacych ATRA, jak row-
niez u chorych z wysoka ekspresja MN1I leczonych
z dodatkiem ATRA lub bez niego [110].

Gen AFlq

Poczatkowo sadzono, ze AF'1q jest genem part-
nerskim dla MLL. Poglad ten byl wynikiem potwier-
dzenia jego obecnoSci u dzieci z bialaczka mielomo-
nocytowa z obecna t(1;11)(q21;q23). Wkrotce po-
tem wyniki badan eksperymentalnych potwierdzily
wysoka ekspresje AF1q w liniach komorek biatacz-
kowych oraz w komoérkach CD34+ [111]. Wyniki

badan przeprowadzonych u chorych na AML-
-NK dowiodly, ze u pacjentéw z niska ekspresja
AF1q (AF1qlow) odsetek uzyskiwanych CR jest
wyzszy, a DFS oraz OS — dluzsze niz u pacjentow
z wysoka ekspresja AF1q (AF1ghigh). Ponadto
stwierdzono, ze u chorych z AFIghigh znaczaco
czeSciej stwierdza sie wspolwystepowanie FLT3-
-ITD [112].

Podobnie jak w przypadku ekspresji BAALC,
u 0sob AF1ghigh leczonych za pomoca allo-HSCT,
DFS jest znaczaco dluzsze niz u pacjentow leczo-
nych auto-HSCT. Spostrzezenia te potwierdzajg
niekorzystne prognostyczne znaczenie wysokiej
ekspresji AF1q w komorkach biataczkowych u pa-
cjentow z AML-NK.

Gen EVI1

Pierwszg insercja retrowirusowa, ktorej obec-
no$¢ zidentyfikowano w komorkach mysiej biatacz-
ki, byt gen EVI1 (ecotropic viral integration site 1)
[113]. Nieprawidlowa ekspresje EVII u ludzi po-
twierdzono w przypadkach AML z inv(3)(q21q26.2)
lub t(3;3)(q21;q26.2). Wysoka ekspresje EVI1 wy-
kazano u okoto 8% chorych na AML de novo. Co
ciekawe, dotyczylo to takze pacjentéw z AML bez
wymienionych zaburzen genetycznych. Wyniki
pierwszych badan klinicznych wskazywaly na nie-
korzystny wplyw wysokiej ekspresji EVII na odse-
tek uzyskiwanych CR, czas trwania EFS oraz OS
[114, 115]. Wyniki p6zniejszej analizy, przeprowa-
dzonej przez Groschel i wsp. [116], jednoznacznie
potwierdzily, ze wysoka ekspresja EVII u pacjen-
tow z AML ponizej 60. roku zycia jest niekorzyst-
nie powiagzana z odsetkiem uzyskiwanych CR, DFS
oraz EFS. Wplyw ten okazat sie szczegodlnie widocz-
ny u chorych na AML-NK [116].

Podsumowanie

Obecno$¢ roznorodnych zaburzen molekular-
nych u poszczegdlnych chorych na AML z prawi-
diowym kariotypem jest prawdopodobnie przyczyng
roznic w jej indywidualnym przebiegu Kklinicznym.
Ich wystepowanie moze rowniez ttumaczy¢ roznice
w odsetkach uzyskiwanych odpowiedzi na zastoso-
wane leczenie. Zidentyfikowanie okre§lonych aber-
racji umozliwia ponadto §ledzenie obecnoSci choro-
by resztkowej u pacjentow w remisji hematologicz-
nejicytometrycznej, a w nie-ktorych przypadkach —
kwalifikacje do badan Kklinicznych z zastosowaniem
lekow celowanych molekularnie. Z wymienionych
powodow w kazdym przypadku AML wykonanie ba-
dan molekularnych w chwili rozpoznania jest obec-
nie standardem postepowania diagnostycznego.
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