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Molekularna patogeneza
przewlektej biataczki limfocytowej

Molecular pathogenesis of chronic lymphocytic leukemia
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Streszczenie

Przewlekta bialaczka limfocytowa (CLL) to najczestszy typ bialaczki u 0sob dorostych, charaktery-
zujgcy sie nagromadzeniem dojrzatych limfocytow B we krwi obwodowey, szpiku kostnym i than-
kach limfatycznych. Kliniczny przebieg CLL jest zroznicowany 1 obejmuge spektrum przypadkow
od takich o powolnym, wieloletnim przebiegu po przypadki agresywne, w ktorych nowotwor rozwija
sig gwaltownie 1 koviczy zgonem chorego w krotkim czasie. Zastosowanie nowoczesnych technik
biologii molekularnej ujawnilo znaczng heterogennosc genetycang i epigenetyczng wsrod chorych
na CLL oraz pozwolilo wytypowac mutacje somatyczne o istotnym znaczeniu rokowniczym. Za-
rowno genom, jak i epigenom CLL podlegajq dynamicznym zmianom w trakcie przebiegu choroby
wskutek ewolucyi klonalnej, ktora prowadzi do selekcji i ekspansji klonow komorek biataczkowych
0 najwyzszym potencjale dostosowawczym. W niniejszej pracy omowiono najwazniejsze aspekty
molekularnej patogenezy CLL, w tym role zaburzen genetycznych i epigenetycznych, sygnatu od
receptora B-komorkowego oraz wplyw mikrosvodowiska. Postepy w zakresie zrozumienia biologii
CLL przyczyniq sig¢ do opracowania lepszego systemu prognozowania orvaz umozliwiq bardziej
spersonalizowane leczenie tej choroby w przysziosci.

Stowa kluczowe: przewlekta biataczka limfocytowa, patogeneza, genom, epigenom,
mikrosrodowisko, architektura klonalna, ewolucja klonalna
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Abstract

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is the most common type of adult leukemia, characterized
by accumulation of mature but functionally incompetent clonal B lymphocytes in peripheral blood,
bone marrow and lymphoid tissues. The clinical course of CLL varies from patients with indolent,
stable disease to those with aggressive leukemia who succumb to their disease in a short time. The
use of novel molecular biology techniques revealed genetic and epigenetic hetevogeneity among CLL
patients and allowed to define novel somatic mutations of prognostic value. The CLL genome and
epigenome undergo dynamic changes during disease course due to clonal evolution, which leads to
selection and expansion of leukemic clones with the highest survival potential. This review focuses
on the key aspects of CLL molecular pathogenesis including genetic and epigenetic alterations,
B-cell signaling and the role of tumor microenvivonment. Progress in the understanding of CLL
biology will help to develop more accurate prognostication models and enable more personalized
patient treatment in the future.
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Wprowadzenie

Przewlekta biataczka limfocytowa (CLL, chro-
nic lymphocytic leukemia) jest najczestszym typem
nowotworu ukiadu chlonnego w Europie 1 Ameryce
Polnocnej. Wystepuje gtownie u osob po 70. roku
Zycia, a jej czestoS¢ jest wieksza u mezczyzn niz
u kobiet [1]. Nie zaobserwowano istotnego zwigzku
miedzy zapadalno$cia na CLL a ekspozycja na
karcynogeny czy promieniowanie jonizujace [2].
W 5-10% przypadkéw CLL stwierdza sie rodzin-
ne wystepowanie wczes$niejszych przypadkow tej
choroby lub innych typ6w chioniakéw nie-Hodgkina
[3]. Rozwdy CLL jest poprzedzony okresem mo-
noklonalnej limfocytozy B-komoérkowej (MBL,
monoclonal B-cell lymphocytosis) charakteryzujacej
sie obecnos$cig komoérek CLL-podobnych we krwi
obwodowej chorego, ktory nie wykazuje zadnych
innych objawow chorobowych [4]. Rocznie 1-3%
przypadkow MBL transformuje do CLL [4].

Charakterystyczna cecha CLL jest akumulacja
dojrzatych, lecz funkcjonalnie niekompetentnych
limfocytow B we krwi obwodowej, szpiku kostnym
oraz limfatycznych i pozalimfatycznych narzadach
wewnetrznych. Rozpoznania CLL dokonuje sie
w przypadku obecnosci co najmniej 5000 klonalnych
limfocytow B w mikrolitrze krwi obwodowej utrzy-
mujacych sie przez ponad 3 miesiace [5]. Limfocyty
we krwi to glownie komorki w fazie spoczynkowe;j
(Gy) o niskim indeksie proliferacyjnym. Za nagro-
madzenie nieprawidlowych limfocytow odpowiada-
ja matle frakcje aktywnie proliferujacych komorek
zlokalizowanych w o§rodkach namnazania znajduja-
cych sie w weztach chlonnych oraz szpiku kostnym
[6]. Wskutek podziatow komorkowych frakcja ta
powieksza sie nawet o 2% kazdego dnia [7].

W ostatnich dwoch dekadach dokonat sie
bardzo istotny postep w zrozumieniu biologii
1 patogenezy CLL. Fundamentalnym czynnikiem
réznicujacym podstawowe biologiczno-kliniczne
podtypy tej choroby jest obecno§¢ lub brak hiper-
mutacji somatycznej rejonu zmiennego ciezkiego
fancucha immunoglobulin (GHV, immunoglobulin
heavy chain variable) [8]. Okolo 60% wszystkich
przypadkow CLL cechuje sie wystepowaniem mu-
tacji somatycznych w rejonie IGHV (M-CLL, mu-
tated CLL), natomiast u pozostatych 40% chorych
stwierdza sie co najmniej 98-procentowa zgodno$é
sekwencji IGHV z linig zarodkowa (U-CLL, unmu-
tated CLL). Chorzy z niezmutowanym regionem
IGHV (U-CLL) charakteryzuja sie wyzsza ekspresja
CD38 (cluster of differentiation 38), ZAP70 (70 kDa
zela-associated protein), wieksza aktywnoScia re-
ceptora B-komorkowego (BCR, B-cell receptor)

oraz niestabilno$cig genomowa w stosunku do
0s6b z fenotypem M-CLL [9]. U chorych na U-CLL
rokowanie jest gorsze niz u chorych na M-CLL [9].

Odzwierciedleniem biologicznej heterogen-
nosci CLL jest zroznicowany przebieg kliniczny
obejmujacy przypadki od tych o powolnym przebie-
gu 1 dtugosci zycia zblizonej do populacji ogdlnej, po
takie, w ktorych nowotwor rozwija sie gwaltownie
1 w krotkim czasie powoduje zgon chorego [9].
Do istotnych czynnikoéw prognostycznych w CLL
zalicza sie miedzy innymi stan zaawansowania
Kklinicznego oparty na klasyfikacji Rai lub/i Bineta,
osoczowe stezenia f§,-mikroglobuliny, dehydroge-
nazy mleczanowej (LDH, lactate dehydrogenase)
1 kinazy tymidyny oraz poziom ekspresji CD38
1 ZAP70. Wraz ze zrozumieniem molekularne;j
patogenezy CLL 1 biologicznych podstaw tej cho-
roby zdefiniowano wiele nowych marker6w gene-
tycznych 1 komoérkowych (aberracje genomowe,
mutacje genetyczne, zaburzenia epigenetyczne
oraz deregulacje Sciezek sygnatowych) [8].

Pochodzenie przewleklej
biataczki limfocytowej

Komoérki CLL charakteryzuja sie ekspresja
marker6w powierzchniowych CD19, CD5, CD23,
niska ekspresja CD20 oraz niskim poziomem
immunoglobulin powierzchniowych (slg, surface
immunoglobulin), co pozwala na zaklasyfikowanie
CLL jako nowotworu dojrzalych limfocytow B
1 odroznienie od innych nowotworow pochodzenia
B-komoérkowego [10]. Ustalenie prawidiowego
odpowiednika komoérek CLL jest utrudnione ist-
nieniem dwoch podtypoéw CLL réznigcych sie
stanem mutacji /IGHV. Brak mutacji somatycznych
w IGHV sugeruje pochodzenie komérek U-CLL
od naiwnych limfocytow B, natomiast zmutowane
regiony IGHV w przypadkach M-CLL wskazuja
na pochodzenie z limfocytow germinalnych. Pod
wzgledem profilu ekspresji genow (transkryptomu)
oraz profilu metylacji DNA (metylomu) komorki
CLL sa najbardziej zblizone do dojrzatych komo-
rek B o immunofenotypie CD5+ [11-13]. Dlatego
sugeruje sie, ze zaleznie od stanu mutacji IGHV
komorki CLL pochodzg od r6znych subpopulacji ko-
morek CD5+ (ryc. 1). Komorki biataczkowe z nie-
zmutowanymi genami IGHV (przypadki U-CLL)
wywodza sie z naiwnych pregerminalnych komo-
rek CD5+ lub z komorek CD5+, ktore przeszly
dojrzewanie pozagerminalne, za$§ komorki ze zmu-
towanymi genami /IGHV pochodza z subpopulacji
postgerminalnych limfocytow CD5+CD27+ [11,
12]. Odmienne pochodzenie komorek biataczko-
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Rycina 1. Pochodzenie komérek przewlektej biataczki limfocytowej (CLL) ze zmutowanymi (M-CLL) i niezmutowanymi
(U-CLL) genami /GHV; £#— zmiany genetyczne/epigenetyczne; HSC — krwiotwodrcza komorka macierzysta; HSC-CLL
— HSC ze zmianami predysponujgcymi do rozwoju CLL; pre-GC — komodrka pregerminalna; post-GC — komoérka
postgerminalna; MBL — monoklonalna limfocytoza B-komérkowa

Figure 1. The origin of chronic lymphocytic leukemia (CLL) cells with mutated (M-CLL) and unmutated (U-CLL) /GHV gene;
# — genetic/epigenetic changes; HSC — hematopoietic stem cell; HSC-CLL — HSC with alterations predisposing
to CLL development; pre-GC — pre-germinal center cell; post-GC — post-germinal center cell; MBL — monoclonal
B-cell lymphocytosis

wych podtypéw U-CLL i M-CLL odzwierciedla ich 1 IgB (CD79A i CD79B). Zwigzanie antygenu do

rozny fenotyp biologiczno-kliniczny (ryc. 1) [9]. slg powoduje aktywacje kinaz rodziny Src (LYN),

Przewlekla bialaczka limfocytowa jest no- ktore fosforyluja motywy ITAM (immunoreceptor
wotworem wywodzacym sie z dojrzalych limfo- tyrosine-based activation motifs) cytoplazmatycz-
cytow B, ale istniejg dowody na to, ze pierwsze nych ogoné6w peptydowych Iga 1 IgB. Fosforylacja
zmiany genetyczne i epigenetyczne predyspo- motywow ITAM pozwala na dokowanie kinazy SYK
nujace do rozwoju tej choroby moga zachodzi¢ 1 uruchomienie SYK-zaleznej transdukcji sygna-
jeszcze w krwiotworczych komoérkach macie- tu — aktywacje kinazy Brutona (BTK, Bruton’s

rzystych (HSC, hematopoietic stem cells) (ryc. 1). tyrosine kinase) oraz kinazy 3-fosfatydyloinozytolu
Przeszczepienie HSC od chorych na CLL immu- (PI3K, phosphoinositide 3-kinase). W kolejnych

noniekompetentnym myszom powoduje u tych etapach dochodzi do aktywacji fosfolipazy C-y2
zwierzat klonalng proliferacje limfocytow B [14]. (PLC~y2, phospholipase C-y2), szlakow sygnato-
Zjawiska tego nie zaobserwowano w przypadku wych kinazy biatkowej C (PKC, protein kinase C),

przeszczepiania ludzkich komoérek CLL (CD5+). czynnika jadrowego kB (NFkB, nuclear factor
W dodatku u okoto 10% populacji chorych na CLL kappa-light-chain-enhancer of activated B cells)

obecno§é mutacji typowych dla tej choroby (obej- 1 kinaz aktywowanych mitogenami (MAPK, mito-
mujace geny NFKBIE, EGR2, BRAF, NOTCH1 gen-actiated protein kinases) oraz nastepuje zmiana
1 SF3B1) stwierdza sie w komorkach progenitoro- stezenia jonow wapnia w komorce [16]. Ostateczng
wych CD34+ [15]. konsekwencja aktywacji BCR przez antygen jest
zmiana profilu ekspresji genow [16]. Ponadto BCR

Rola antygenu 1 sygnatu wykazuje pewng aktywno§¢ bazalna przy braku

od receptora B-komorkowego zwigzania antygenu. Niezalezna od ligandu, czyli

toniczna aktywno§¢ BCR chroni limfocyt B przed

Receptor B-komorkowy (BCR, B-cell receptor) wlaczeniem spontanicznej apoptozy [16].
to kompleks biatek, w sktad ktorego wchodza an- Komorki CLL znajdujace sie w wezlach chion-
tygenowo specyficzne slg oraz heterodimery Iga nych cechuje wieksza aktywno$¢ BCR niz komorek
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CLL pobranych z krwi obwodowej, co wskazuje
na role mikro$rodowiska weztowego i potencjalng
role antygenow w wyzwalaniu tego sygnatu [17,
18]. Na role stymulacji antygenowej wskazuje
rowniez ukierunkowany repertuar genow immu-
noglobulinowych wérod populacji chorych na CLL
[19]. U okoto 30% chorych, w tym czeSciej u oso6b
z niezmutowanymi genami IGHV, wystepuja tak
zwane stereotypowe BCR charakteryzujace sie
strukturalnymi podobienstwami w obrebie regio-
now determinujacych komplementarno$¢ (CDR,
complementarity-determining regions). Zidentyfiko-
wano okolo 200 podtypow stereotypowych BCR,
z ktorych obecnos$¢ 19 powtarza sie u 10% populacji
chorych [19]. Receptory B-komorkowe chorych
na U-CLL i M-CLL ro6znia sie reaktywnoscig.
W przypadku U-CLL receptory maja charakter poli-
1autoreaktywny o stabym powinowactwie. Dlatego
przypuszcza sie, ze w patogeneze U-CLL s3 zaan-
gazowane autoantygeny i antygeny pochodzenia
zewnetrznego, takie jak tancuch ciezki miozyny
MYHIIA (non-muscle myosin heavy chain IIA),
wimentyna, kofilina 1, fancuch ciezki IgG, jedno-
niciowy 1 dwuniciowy DNA, antygeny pochodzenia
bakteryjnego (np. lipopolisacharyd) oraz antygeny
wirusa zapalenia watroby typu C [20, 21]. W przeci-
wienstwie do podtypu U-CLL receptory u chorych
na M-CLL maja charakter mono- i oligoreaktywny
1 rozpoznaja wezszy repertuar antygenow, takich
jak f-(1,6)-glukany pochodzenia drozdzowego
czy lancuchy ciezkie czynnika reumatoidalnego
[22]. Obok aktywacji zaleznej od antygenu BCR
chorych moze ulegaé aktywacji autonomicznej
poprzez rozpoznawanie epitopOw w obrebie fancu-
cha ciezkiego trzeciego regionu determinujacego
komplementarno§¢ (HCDRS3, heavy chain of the
third complementarity-determining region) [23].

Ze wzgledu na istotna role biologiczng sygnat
BCR stanowi atrakcyjny cel terapeutyczny w CLL.
Ibrutynib (inhibitor BTK) oraz idelalizyb (inhibitor
izoformy 0 kinazy PI3K) zostaly zarejestrowane
w 2014 roku przez Europejska Agencje Lekow
(EMA, European Medicines Agency) do leczenia
opornej/nawrotowej postaci CLL oraz jako leczenie
pierwszej linii u chorych z delecja chromosomu 17
(del17p). Nowe inhibitory BTK (ACP-196, ONO-
-4059), PI3K (duwalizyb, pilaralizyb, ACP-319) oraz
SYK (fosfamatynib, GS-9973, PRT-2070) sa obecnie
w fazie badan klinicznych [24].

Genomowa architektura CLL

W CLL wskaznik czesto$ci mutacji wynosi
0,9/1000 000 par zasad, co czyni genom CLL

relatywnie stabilnym w stosunku do genomu
nowotworow narzadéw litych oraz innych nowo-
tworow ukladu chionnego [25]. Wystepowanie
nieprawidlowos$ci genomowych stanowi jednak
wazny wskaznik rokowniczy oraz istotny parametr
pomagajacy monitorowac skuteczno$¢ leczenia.
Obecno$¢ aberracji cytogenetycznych stwierdza
sie u ponad 80% chorych. Najczestsze aberracje
chromosomowe spotykane w CLL to delecje 13q14
(50-60%), 11q22-23 (12-18%), 17p13 (5-50%) oraz
trisomia chromosomu 12 (ok. 15%) [26, 27].

Delecja 13q14

Delecja 13ql4 czesto wystepuje jako jedyna
aberracja chromosomowa, co sugeruje jej role
na wczesnych etapach patogenezy [28]. W 80%
przypadkow dell3ql4 pojawia sie monoallelicz-
nie, czesciej u chorych ze zmutowanym regionem
IGHV (M-CLL). Minimalny region ulegajacy dele-
cji obejmuje geny DLEUZ (deleted in lymphocytic
leukemia 2), DLEUI oraz czasami DLEU7. Gen
DLEU2 koduje krotkie jednoniciowe czasteczki
RNA (mikro-RNA), mir-15a i mir-16-1, ktoére ha-
muja ekspresje genéw napedzajacych proliferacje
limfocytu B (BCL2, CCND1, CCND3, CDK®6) [29].
Gen DLEUI, podobnie jak DLEU2, koduje RNA
o charakterze regulatorowym. Z kolei produktem
DLEU?7 jest biatko bedace negatywnym regula-
torem transkrypcji zaleznej od NF«B i czynnika
jadrowego aktywowanych komoérek T (NFAT,
nuclear factor of activated T cells) [30]. Obnizona
ekspresje gendow DLEU w stosunku do 0s6b zdro-
wych stwierdza sie takze u chorych bez dell3ql4,
co sugeruje istnienie dodatkowych mechanizmow
regulacji, ktore ulegaja zaburzeniu w CLL [29].
Obecnos¢ dell3ql4 jest z reguty markerem do-
brego rokowania. Wyjatek stanowig przypadki,
w ktorych delecja obejmuje rowniez gen supresora
nowotworow RB1 (retinoblastoma 1) [31].

Delecja 11q22-23

Delecja 11g22-23 pojawia sie czeSciej u cho-
rych z niezmutowang konfiguracjg genow IGHV
(U-CLL) i1 obejmuje gen ATM (ataxia—telangiec-
tasia mutated), ktory koduje biatko biorgce udziat
w naprawie uszkodzen DNA. Kinaza ATM powoduje
zahamowanie cyklu komérkowego i uruchomienie
mechanizmo6w naprawczych lub indukcje apoptozy
[32]. W wiekszoSci przypadkow dell1q22-23 poja-
wia sie monoallelicznie, jednak u ponad 1/3 chorych
w drugiej kopii genu obserwuje sie obecno$¢ muta-
cji somatycznych [33]. Chorzy z inaktywacja ATM
cechuja sie wieksza niestabilno$cia genomowa,
ktora sprzyja szybszej progresji choroby oraz che-
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mioopornosci [34]. Czasami delecja 11q nie narusza
genu ATM, tylko gen BIRC3 (baculoviral IAP repeat
containing 3), ktorego produkt jest negatywnym
regulatorem Sciezki sygnatowej NF«B [35].

Trisomia chromosomu 12

Trisomia chromosomu 12 wystepuje ze zbli-
zong czestos$cig 15% niezaleznie od stanu mutacji
IGHV. Molekularne konsekwencje tego defektu
pozostaja niejasne, chol patogenetyczng role tej
aberracji przypisuje sie aktywacji sygnalu za-
leznego od integryn, NOTCH1 lub zwiekszeniu
liczby kopii genu MDMZ2, bedacego negatywnym
regulatorem p53 i ligaza E3 ubikwityny dla tego
biatka [36]. U chorych z trisomig +12 obserwuje sie
czestsze przypadki rozwoju wtoérnych nowotworow
iprogresje CLL do agresywnego chioniaka (zesp6t
Richtera) [37]. Zgodnie z tymi obserwacjami az
u 1/3 osob z transformacja Richtera stwierdza sie
obecno$¢ trisomii chromosomu 12 [38].

Delecja 17p13

Delecja 17p13 pojawia sie czeSciej u chorych
z niezmutowanym rejonem IGHV i obejmuje gen
TP53, ktéory koduje czynnik transkrypcyjny o wias-
ciwoS$ciach supresora nowotworowego. Biatko p53
aktywuje mechanizmy naprawy DNA lub indukuje
apoptoze w zaleznoSci od skali uszkodzen [39]. De-
lecja 17p13 ma przewaznie charakter monoalleliczny,
cho¢ w ponad 80% przypadkéw drugi allel TP53
ulega inaktywacji wskutek mutacji somatycznych.
Przypadki z dell7pl3 lub/i mutacja somatyczna
w TP53 cechuja niestabilny genom oraz zte rokowa-
nie [40]. Chorzy z niefunkcjonalnym genem 7TP53
wykazujg opornosS¢ na terapeutyki, ktore uruchamiajg
mechanizmy $mierci komoérkowej zalezne od p53,
w tym chemioterapeutyki uszkadzajace DNA [41].
Dlatego rekomenduje sie rutynowe badanie chorych
ze wskazaniem do leczenia pod katem mutacji/delecji
TP53 w celu doboru terapeutykow, ktore beda pro-
wadzi¢ do $mierci komorek biataczkowych na drodze
mechanizmu p53-niezaleznego [42]. Do zwigzkow
takich naleza zarejestrowane do leczenia inhibitory
szlaku B-komorkowego (ibrutynib, idelalizyb) i1 an-
tyapoptotycznego biatka BCL2 (wenetoklaks) oraz
intensywnie badane w ostatnich latach w obszarze
przedklinicznym inhibitory kinaz PIM [43-46].

Architektura mutacji
somatycznych w CLL

Rozwoj technik sekwencjonowania nowej ge-
neracji (NGS, next generation sequencing) ujawnit
znaczaca heterogennos¢ genomu CLL pod katem

mutacji somatycznych. Zaledwie w kilku genach
(NOTCH1, SF3B1, BIRC3, MYD88) mutacje
somatyczne pojawiaja sie z czestoscig 5-10%,
zdecydowana wiekszoS$¢ mutacji wystepuje z cze-
stoscia 2-5% [47]. Mimo r6znorodno$ci mutacji
somatycznych w CLL geny, ktérych dotycza te
zmiany, mozna przyporzadkowac do kilku szlakow
sygnalowych lub proces6w komorkowych, takich
jak szlaki sygnatlowe BCR (BTK, CD79) 1 RAS-
-MAPK-ERK (BRAFE, NRAS, KRAS, MAP2K1),
odpowiedZ na uszkodzenia DNA (TP53, ATM),
procesowanie mRNA (SF3B1, XPO1), modyfikacje
chromatyny (HISTIHI1E, CHD2, ZMYM3), szlaki
sygnalowe WNT i NOTCH1, oraz odpowiedz
prozapalna (MYD88) (ryc. 2). Czesto$¢ mutacji
W genach zwigzanych z wymienionymi procesami
komorkowymi/szlakami sygnatowymi rézni sie
zaleznie od stanu mutacji IGHV. Mutacje w genach
szlaku NOTCH1 (NOTCH1, FBXW?7), genach
zwigzanych z procesowaniem i transportem RNA
(SF3B1, U2AF2, SFRS1, XPO1, DDX3X) oraz
genach zwigzanych z naprawg DNA (ATM, TP53,
POT1I) wystepuja z wieksza czestoScig u chorych
z niezmutowang konfiguracja IGHV. Z kolei mu-
tacje w genach zwiazanych z odpowiedzig zapalna
(MYDS88, TLR2, MAPKI) pojawiaja sie z wieksza
czestos$ciag u chorych ze zmutowanymi genami
IGHV [47-49]. Roznice w zakresie czestoSci muta-
¢ji w genach zwigzanych z okre§lonymi procesami
komorkowymi moga ttumaczy¢ roznice hiologiczne
miedzy U-CLL i M-CLL. Ponizej oméwiono konse-
kwencje najczeSciej wystepujacych w CLL mutacji
somatycznych.

Mutacje NOTCH1

Mutacje w NOTCHI wystepuja u 10% nowo
zdiagnozowanych chorych, pojawiaja sie czeSciej
u chorych z niezmutowanymi tancuchami IGHV
1w 40% przypadkow wspolwystepuja z trisomig
chromosomu 12 [50]. Gen NOTCH1 koduje recep-
tor blonowy, ktory po zwiazaniu z ligandem ulega
proteolitycznemu cieciu. Uwolniony wewnatrz-
komorkowy fragment NOTCH1 (ICN, intracellular
NOTCH]I) ulega translokacji do jadra, gdzie pelni
role regulatora transkrypcji (ryc. 2). Wiekszo$¢
mutacji w NOTCH]1 uszkadza C-koficowa domene
PEST, co w konsekwencji powoduje powstanie
krotszego biatka pozbawionego sygnatu rozpozna-
walnego przez ligaze ubikwityny FBXW?7 (F-box
and WD repeat containing protein 7). W efekcie
biatko NOTCH1 z uszkodzona domeng PEST
charakteryzuje sie zwiekszong stabilno$cig. Mu-
tacja (c.7544 7545delCT) stanowi 80% mutacji
NOTCHI w CLL 1 moze zosta¢ wykryta metoda
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Rycina 2. Zaburzenia szlakéw sygnatowych w przewlekiej biataczce limfocytowej (CLL). W kwadratowych ramkach
oznaczono mutacje somatyczne typowe dla CLL. Na czarnym tle wyrézniono mutacje typowe dla przypadkéw opor-
nych na leczenie lub z nawrotem choroby; BCR — receptor B-komdérkowy; BTK — kinaza Brutona; PLC-y2 — fosfo-
lipaza C-y2; TNF-R — receptor czynnika martwicy nowotworéw; TCR — receptor T-komérkowy; TLR — receptor
Toll-podobny; IL-1R — interleukina 1R; MAPK — kinazy aktywowane mitogenami; LEF — czynnik wzmacniajgcy
leukocyty; TCF — czynnik specyficzny dla komoérek T; NFkB — czynnik jadrowy «B; pre-mRNA — prekursorowe ma-
trycowe RNA; mRNA — matrycowe RNA

Figure 2. Altered signaling pathways in chronic lymphocytic leukemia (CLL). Somatic mutations typical for CLL are
presented in rectangles. Mutations typical for refractory/relapsed cases are marked in black rectangles; BCR — B-cell
receptor; BTK — Bruton’s tyrosine kinase; PLC-y2 — phospholipase C-y2; TNF-R — tumor necrosis factor receptor;
TCR — T-cell receptor; TLR — Toll-like receptors; IL-1R — interleukin 1R; MAPK — mitogen-activated protein kinases;
LEF — leukocyte enhancer factor; TCF — T cell-specific factor; NFkB — nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of

activated B cells; pre-mRNA — precursor messenger RNA; mRNA — messenger RNA

reakcji polimerazy tancuchowej (PCR, polymerase
chain reaction) [51]. U okolo 3% chorych muta-
cje wystepuja w regionie 3’'UTR, co prowadzi do
uszkodzenia domeny PEST w trakcie alternatyw-
nego splicingu [52]. Niekiedy zaburzenia szlaku
NOTCHI1 nastepuja w wyniku mutacji inaktywu-
jacych w genie FBXW?7 1 s3 one spotykane jedynie
u chorych pozbawionych mutacji w genie NOTCH1
(ryc. 2) [47].

Mutacje SF3B1

Mutacje SF3BI (splicing factor 3b subunit 1)
pojawiaja sie u 5-10% nowo zdiagnozowanych cho-
rych, sg czestsze u 0sob z niezmutowanymi genami
IGHYV i stanowig niekorzystny czynnik rokowniczy
[53]. Gen SF3B1 koduje biatko niezbedne w proce-
sie wycinania sekwencji niekodujacych (intronow)
z prekursorowego matrycowego RNA (pre-mRNA).
Biatko SF3B1 reguluje proces alternatywnego spli-
cingu, w wyniku ktorego z jednej czasteczki pre-
-mRNA moze powstawaé kilka dojrzalych matry-

cowych RNA (mRNA) dla syntezy bialek (ryc. 2).
Mutacje SF3BI1 w CLL sg monoalleliczne, dotycza
konserwatywnej C-konicowej domeny biatka i maja
charakter zmiany sensu. Okolo 50% przypadkow
mutacji SF3B1 dotyczy zamiany aminokwasu lizyny
w pozycji 700 na kwas glutaminowy (K700E) [53].
Wynikiem mutacji w SF3BI jest upo$ledzenie od-
dziatywania z RNA [54]. W konsekwencji dochodzi
do zaburzenia alternatywnego splicingu licznych
genow kontrolujacych cykl komoérkowy, proliferacje
1 apoptoze [54].

Mutacje prowadzace
do nadaktywnosci szlaku NF«B

Nadaktywno$¢ szlaku NFxkB moze wynikaé
z mutacji aktywujacych w pozytywnych regulatorach
tej Sciezki (MYD88) lub z mutacji inaktywujacych
w regulatorach negatywnych (BIRC3, NFKBIE)
(ryc. 2). Mutacje inaktywujace genu BIRC3 (ba-
culoviral IAP repeat containing 3) wykrywa sie
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u 4% chorych na CLL w chwili rozpoznania, jednak
ich czesto§¢ zwieksza sie do 24% u chorych opor-
nych na leczenie fludarabing, co wskazuje na to,
ze mutacje w tym genie s3 zwigzane z rozwojem
chemioopornosci [35]. Biatko BIRC3 reguluje nega-
tywnie kinaze MAP3K14, ktora jest aktywatorem
niekanonicznej Sciezki sygnalowej NFxB. Mutacje
BIRC3 uszkadzaja C-konicowg domene RING tego
biatka, ktora jest niezbedna do przeprowadzenia
proteosomalnej degradacji MAP3K14. Dlatego
mutacje w BIRC3 prowadza do konstytutywnej
aktywnoSci szlaku NF«xB [47].

Mutacje aktywujace w genie MYD8S8 (myeloid
differentiation primary vesponse gene 88) sa spo-
tykane u 5% chorych na CLL, gtéwnie w M-CLL
[52]. Z kole1 MYDS88 jest biatkiem adaptorowym
posredniczacym w aktywacji szlaku NF«B zaleznej
od receptorow Toll-podobnych (TLR, Toll-like re-
ceptors) [55]. Wiekszos¢ mutacji w MYDS8 dotyczy
leucyny w pozycji 265, czego konsekwencja jest
zwiekszone oddzialywanie produktu biatkowego
tego genu z kinaza IRAK1, co prowadzi do nad-
miernej aktywacji czynnika transkrypcyjnego
STAT3 (signal transducer and activator of trans-
cription 3) oraz biatka p65 bedacego podjednostka
kompleksu NF«B [56]. W 1-3% przypadkéw CLL
nadaktywno$¢ szlaku NFxkB wynika z mutacji
inaktywujacych w jego negatywnym regulatorze
NFKBIE (NFkB inhibitor epsilon), ktory ograni-
cza translokacje NFxB do jadra komérkowego.
Wynikiem mutacji jest powstanie skroconej formy
biatka pozbawionej funkcji regulatorowych. Muta-
cje w NFKBIE stanowia czynnik ztego rokowania
w CLL [57].

Ocena cytogenetyczna byla przez wiele lat
podstawa hierarchicznej klasyfikacji CLL [26].
Odkrycie istotnej wartoSci prognostycznej powyz-
szych mutacji somatycznych stanowi przesianke
do uzupelnienia ,klasycznego” modelu progno-
stycznego o zaburzenia wymienione powyzej.
Badania przeprowadzone z udzialem ponad 1000
nowo zdiagnozowanych chorych pozwolily na wy-
roznienie czterech grup ryzyka po integracji wyni-
kow cytogenetycznych z informacja molekularna:
1) wysokiego ryzyka z uszkodzonymi genami
TP53 i/lub BIRC3, 2) $redniego ryzyka z mutacja-
mi w NOTCHI i/lub SF3B1, i/lub delecja 11q, 3)
niskiego ryzyka z trisomiag +12 lub prawidlowym
kariotypem, oraz 4) bardzo niskiego ryzyka z dele-
cja 13q14 [58]. W wyniku takiej klasyfikacji okolo
20% chorych zaliczonych do grupy niskiego ryzyka
przeklasyfikowano do grupy wysokiego ryzyka ze
wzgledu na obecno$¢ mutacjiw NOTCHI, SF3B1,
TP53 1 BIRC3 [58]. Zaréwno rezultaty tego bada-

nia, jak 1 wyniki dwoch innych niezaleznych badan
potwierdzaja przewage zintegrowanej klasyfikacji
cytogenetyczno-molekularnej nad dotychczasowa
klasyfikacjg oparta wylacznie na analizach cytoge-
netycznych, wskazujac jednoczesnie na zasadno$¢
oceny tych mutacji u chorych z CLL [59, 60].

Zaburzenia epigenetyczne

Zmiany epigenetyczne wplywaja na ekspresje
genow, oddziatujac na stopien upakowania chro-
matyny i jej dostepno$¢ dla aparatu transkrypcyj-
nego bez ingerencji w sekwencje nukleotydowa.
Zmiany epigenetyczne polegaja miedzy innymi na
modyfikacjach kowalencyjnych bialek histonowych
1 DNA. Do regulatoréow epigenetycznych zalicza
sie rowniez czastki mikro-RNA (miRNA), ktore
modulujg ekspresje gendéw poprzez hamowanie
translacji biatka oraz degradacje miRNA [61].
Poniewaz modyfikacje epigenetyczne dotyczace
chromatyny sa katalizowane enzymatycznie, moga
by¢ one modulowane przez inhibitory enzymow
odpowiedzialnych za wprowadzanie tych zmian,
zatem stanowia atrakcyjny cel terapeutyczny.
Zaburzenia epigenetyczne zachodzace w CLL do-
tycza giownie zaburzen w profilu metylacji DNA.
Zaobserwowano, ze roznice w ekspresji miRNA
miedzy normalnymi limfocytami CD5+ a komor-
kami CLL wynikaja z aberracji genetycznych lub
zaburzonej metylacji regionow DNA, w tym tych
odpowiedzialnych za ekspresje miRNA [62].

Metylacja DNA polega na odwracalnym doda-
niu do nukleotydu cytozynowego reszty metylowe;,
co w konsekwencji czyni taki fragment DNA nieak-
tywnym transkrypcyjnie [63]. Regulacja metylacji
DNA odgrywa istotna role podczas dojrzewania
limfocytu B. Poczawszy od stadium naiwnego
limfocytu B, a na komoérce pamieci konczac, DNA
limfocytu ulega stopniowej demetylacji obejmu-
jacej giéwnie regiony DNA odpowiedzialne za
wspomaganie transkrypcji (tzw. enhancery) oraz
regiony wigzania czynnikow transkrypcyjnych
[12, 13]. Najbardziej drastyczne zmiany w profilu
metylacji DNA (metylomie) komorki B zachodza
podczas reakcji germinalnej [12]. W stosunku do
prawidlowych limfocytow CD5+ populacja komo-
rek CLL charakteryzuje sie wyzszym stopniem
globalnej demetylacji DNA, ktory dotyczy miedzy
innymi gen6w zwiazanych ze szlakiem BCR, kosty-
mulacja limfocytow T oraz interakcja cytokin [12].
Globalnej demetylacji w CLL towarzyszy lokalna
hipermetylacja, ktéra obejmuje giéwnie geny su-
presorow nowotwordow [64]. Mimo ze zaburzenia
metylacji DNA w komoérce CLL maja charakter
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globalny, to jedynie w odniesieniu do 5-10% genéw
stwierdza sie istnienie korelacji miedzy stopniem
metylacji a ekspresja genu [12]. Dlatego sugeruje
sie, ze zmiany metylacji DNA mogg mie¢ charakter
funkcjonalny tylko na pewnym etapie dojrzewania
limfocytu B [12].

Komoérki CLL réznia sie wzorem metylacji
zaleznie od stanu mutacji IGHV. Komorki z niezmu-
towanymi genami /GHV charakteryzuja sie wzorem
metylacji zblizonym do naiwnego limfocytu B,
natomiast komorki z mutacjami somatycznymi
w IGHV pod wzgledem metylomu przypominajg
komorki pamieci [12, 13]. Wzor metylacji DNA ma
znaczenie rokownicze. Rokowanie u chorych na
CLL z metylomem zblizonym do naiwnej komorki B,
czyli niskim stopniem programowania epigenetycz-
nego, jest znacznie gorsze niz u chorych z mety-
lomem zblizonym do komorki pamieci (wysokim
stopniem programowania epigenetycznego) [13].
Wyro6znia sie rowniez trzeci podtyp epigenetyczny,
ktory charakteryzuje sie poSrednim metylomem
1 nizsza czestoScig mutacji somatycznych w IGHV
w stosunku do komoérek M-CLL. Podtyp ten cechuje
posrednie rokowanie, a jego prawidlowym odpo-
wiednikiem jest prawdopodobnie komoérka B, ktora
po kontakcie z antygenem przebyla roznicowanie
pozagerminalne [12, 65].

Zaburzenia epigenetyczne sa czestym zda-
rzeniem w CLL wystepujacym réownolegle ze
zmianami genetycznymi. Zdefiniowanie epigene-
tycznych podtypéw CLL moze w przyszto$ci pomoc
w dokladniejszym prognozowaniu oraz klasyfikacji
chorych do leczenia.

Ewolucja klonalna

Pierwsze zaburzenia genetyczne i epigene-
tyczne predysponujace do rozwoju CLL moga
wystepowaé diugo przed rozwojem choroby.
U okoto 10% populacji powyzej 60. roku zycia pew-
ne zmiany genetyczne sg nastepstwem klonalne;j
hematopoezy, ktora zwieksza ryzyko zachorowa-
nia na nowotwory hematologiczne, w tym CLL
[66]. Rozwo6j CLL przewaznie jest poprzedzony
wystapieniem MBL, ktora sie pojawia do 6 lat
przed rozpoznaniem CLL [67]. Poza podwyzszo-
na liczbg komérek B, nieprzekraczajaca jednak
5000 komorek/ul krwi obwodowej, osoby z MBL
nie wykazuja innych objaw6w chorobowych [5].
Rocznie 1-3% przypadkéw z MBL transformuje
do CLL [5, 68]. Cho¢ komorki CLL cechuje nagro-
madzenie wiekszej iloSci uszkodzen niz komorki
w stadium MBL, to niektore z zaburzen genetycznych
typowych dla CLL (np. dell3ql4, trisomia +12,

mutacje NOTCHI1, ATM, FBXW7) wystepuja juz
na etapie MBL [52, 69]. Podczas przebiegu CLL
czestoS$¢ niektérych mutacji pozostaje zblizona,
tak jak w przypadku mutacji MYDS88 [70]. Jednak
w przypadku wiekszoSci gendow czestoS¢ mutacji
zmienia sie wraz z progresja choroby [70]. U cho-
rych z nawrotem CLL czesto§¢ mutacji NOTCH1
jest 2-krotnie wieksza (ok. 25%) niz u chorych
przed zastosowaniem pierwszej linii leczenia
(< 10%) [70]. Podobnie mutacje SF3B1 sa wy-
krywane u nowo zdiagnozowanych chorych z cze-
stoScig 4-9%, ale czesto$¢ ta wzrasta do 17-18%
u chorych wymagajacych rozpoczecia leczenia
[70]. Mutacje TP53, NOTCHI, SF3B1 i BIRC3
wystepuja z malg czestoScia (ok. 5%) u chorych
W momencie rozpoznania i maja charakter subklonal-
ny. Czesto$¢ tych mutacji zwieksza sie do 20-25%
u chorych nieodpowiadajacych na fludarabine, co
wskazuje na udzial wymienionych mutacji w rozwo-
ju oporno$ci na ten chemioterapeutyk [71]. Z kolei
przypadki CLL, ktore ulegly transformacji do agre-
sywnego chloniaka (zesp6t Richtera), cechuja sie
wysoka czesto$cig mutacji TP53 (60%), NOTCH1
(40%) MYC (ok. 30%) i CDKN2A/CDKNZ2B (ok.
30%) w por6wnaniu z chorymi bez richteryzacji
[72]. Badania te wskazuja, ze w trakcie trwania cho-
roby w obrebie populacji komérek nowotworowych
dochodzi do selekcji komorek (subklonow) lepiej
przystosowanych biologicznie do zmieniajacych
sie warunkow. Ten darwinowski model selekcji
klonalnej szczegoblnie przyspiesza chemioterapia,
ktora wprowadza silna presje selekcyjng elimi-
nujaca wrazliwe populacje komorek, natomiast
komorki dysponujace zmianami sprzyjajacymi che-
mioopornosci zyskuja przewage biologiczng, a co
za tym nastepuje — stopniowa przewage liczebng
[28, 70, 73, 74].

Subklonalny charakter niektérych muta-
cji stanowi duze utrudnienie w diagnostyce
1 ogranicza ich wykorzystanie jako markerow
prognostycznych. Sekwencjonowanie metoda
Sangera nie umozliwia wykrycia matych populacji
subklonéw z niekorzystna mutacja ze wzgledu
na ograniczona czulo§é. Wykrywanie takich
subklonow jest mozliwe znacznie bardziej czula
metoda sekwencjonowania nowej generacji.
Badania technika NGS wskazuja, ze obecnosé
mutacji TP53, nawet o bardzo niskiej czestosci
(< 3 komorki/1000), prowadzi w przyszloSci
do ekspansji klonu komérek z ta mutacja [75],
dlatego mozliwo$¢ wykrywania subklonow nieko-
rzystnie obcigzonych genetycznie juz na wczes-
nych etapach mogtaby zapobiec ich ekspansji
w pOzniejszych fazach choroby.
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Komoérki CLL charakteryzujg sie nie tylko
heterogennoS$cia genetyczna, ale rowniez epige-
netyczng. Komérki bialaczkowe pobrane od tego
samego chorego cechuje wieksza roznorodnosc
profilu metylacji (metylomu) niz limfocyty po-
brane od zdrowego dawcy [76]. Heterogenno$é
epigenetyczna dotyczy zwykle konkretnych alleli
(np. sekwencji regulatorowych genow zwigzanych
z macierzystoscig) i koreluje ze zmiennoScig tran-
skryptomu [77]. Wysoki stopien réznorodnosci
metylomu komorek CLL u chorego jest zwigza-
ny z bardziej agresywnym przebiegiem choroby
1 niekorzystnym rokowaniem [76, 77].

Powyzsze przyktady pokazuja, ze CLL jest
chorobg genetycznie i epigenetycznie heterogenna,
a zmienno$¢ ta jest motorem napedzajacym Klo-
nalng ewolucje. Przewlektla biataczka limfocytowa
charakteryzuje sie wspolwystepowaniem wielu
klon6w nowotworowych komorek, ktore rywali-
zuja miedzy soba i podlegaja nieustannej ewolucji
podczas rozwoju choroby. Klonalna ewolucja jest
procesem dynamicznym, w ktorym komorki na-
gromadzajg genetyczne oraz epigenetyczne zmiany
dajace poczatek nowym klonom podlegajacym
ekspansji, roznicowaniu i selekcji. Heterogennosc
genetyczna 1 epigenetyczna sprzyjaja klonalnej
ewolucji, poniewaz zwiekszaja szanse wylonienia
najbardziej dostosowanego klonu komoérek, dlatego
sg one markerem zlego rokowania [70].

Mikrosrodowisko

Interakcje z mikro$rodowiskiem odgrywaja
istotng role w patogenezie CLL, a ich przerwanie
skutkuje spontaniczng apoptoza komorek biatacz-
kowych, ktorg mozna powstrzymac, dodajac do
hodowli komorki opiekuncze (NLC, nurse-like cells)
lub komorki podScieliska (BMSC, bone marrow
stromal cells) [78, 79]. Komorki CLL rezydujace
w wezlach chlonnych charakteryzuja sie wyzsza
aktywnos$cia szlakow BCR 1 NF«B niz komorki
CLL wyizolowane z krwi obwodowej 1 szpiku kost-
nego [17]. Komorki CLL cyrkuluja miedzy krwia
obwodowa a narzadami limfoidalnymi, w ktorych
znajduja sie osrodki namnazania komorek biatacz-
kowych [7]. Cyrkulacja komérek biataczkowych
miedzy narzadami limfoidalnymi i krwia obwodowa
jest regulowana za pomoca chemokin wydzielanych
przez komorki mikro$rodowiska oraz na drodze
bezposrednich kontaktéw miedzy czasteczkami
adhezyjnymi na powierzchni komorek CLL a odpo-
wiadajacymi im ligandami na powierzchni komorek
mikro§rodowiska. Oba sposoby komunikacji maja
charakter dwukierunkowy. Do istotnych kompo-

nentow mikrosrodowiska w CLL naleza BMSC,
NLC roéznicujace sie z monocytow, grudkowe ko-
morki dendytyczne (FDC, follicular dendritic cells),
komorki §rodbionka oraz limfocyty T [24].

Komorki opiekuficze powstajg z monocytow
na drodze spontanicznego réznicowania, w kto-
rym istotna role odgrywa biatko HMGB1 (high-
-mobility group protein B-1) uwalniane do osocza
przez komorki CLL [80]. Komo6rki NLC indukujg
migracje komoérek CLL do wezlow chionnych
poprzez sekrecje ligandow CXCL12 i CXCL13
(C-X-C motif chemokine ligand 12/13) oraz eks-
presje czasteczek BAFF (B-cell activating factor)
1 APRIL (proliferation-inducing ligand) (ryc. 3).
Interakcje z NLC prowadzg do wzrostu aktywnoSci
szlakow przezyciowych BCR i NF«B w komoérkach
CLL [17]. Aktywacja BCR odbywa sie réwniez
poprzez jego interakcje z antygenami, wimentyna
1 kalretikuling, na powierzchni NLC, za$ aktywacja
NF«B nastepuje poprzez wydzielanie przez NLC do
osocza czasteczek CD14 (ryc. 3) [81, 82].

Komunikacja komérek CLL z komoérkami pod-
Scieliska odbywa sie poprzez interakcje pleksyna B1-
—CD100 oraz wiazanie czasteczek adhezji komorko-
wej naczyn 1 (VCAM1, vascular cell adhesion molecule
1) do integryny CD49d i prowadzi do wzrostu eks-
presji ZAP701 CD38 w komérkach CLL (ryc. 3) [83];
CD38 jest przezbtonowym biatkiem wspierajagcym
interakcje komorek CLL z limfocytami T 1 komorka-
mi NLC, za$ kinaza ZAP70 poteguje sygnat od BCR
[84, 85]. Zarowno wysoka ekspresja CD38, jak 1 wy-
soka ekspresja ZAP70 sa czynnikami zlego rokowania
w CLL [86, 87]. Ponadto interakcje z BMSC powoduja
obnizenie ekspresji CD20 na powierzchni komorek
CLL, co w konsekwencji zmniejsza ich wrazliwo§¢
na dzialanie przeciwcial anty-CD20, takich jak rytuk-
symab [88]. Komorki CLL aktywuja BMSC, miedzy
innymi poprzez uwalnianie mikropecherzykow zawie-
rajacych aktywne biatka sygnatowe [89].

Komorki CLL wiaza sie z integrynami 3,1 3,
oraz czasteczkami BAFF 1 APRIL na powierzchni
komorek $rodbtonka [90]. Istotnym oddziatywa-
niem promujacym przezywalno$c i rozwoj che-
mioopornosci komoérek CLL z udzialem szlakow
MAPK 1 PI3K jest wiazanie peptydu endoteliny 1
(ET1) na powierzchni komoérek CLL przez receptor
ETAR (endothelin subtype A receptor) (ryc. 3) [91].
Z kolei FDC chronig komorki CLL przed sponta-
niczng apoptoza poprzez sygnaly od ligandu CD44,
kompleksu CD100-pleksyna B1 oraz kompleksu
limfotoksyna /8 —-receptor LTS (ryc. 3). Sygnaty
te prowadza do nadekspres;ji anty-apoptotycznego
biatka MCL1 (myeloid cell leukemia 1) w komoérkach
CLL, co promuje ich przezywalnos¢ [91, 92].
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opiekuncze; BAFF — czynnik aktywujgcy komorki B; APRIL — ligand indukujacy proliferacje; BCR — receptor B-ko-
moérkowy; BMSC — komorki podscieliska; VCAM1 — czasteczka adhezji komdrkowej naczyn 1; ET1 — endotelina 1;
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ceptor limfotoksyny ; PD-1L — ligand programowanej $mierci komorki 1; PD-1 — biatko programowanej $mierci
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Figure 3. Selected interactions of chronic lymphocytic leukemia (CLL) cells with their microenvironment; NLC —
nurse-like cells; BAFF — B-cell activating factor; APRIL — proliferation-inducing ligand; BCR — B-cell receptor; BMSC
— bone marrow stromal cells; VCAM1 — vascular cell adhesion molecule 1; ET1 — endothelin 1; ETAR — endothelin
subtype A receptor; FDC — follicular dendritic cells; LTap — limphotoxin ¢8; LTRR — limphotoxin 8 receptor; PD-1L
— programmed cell death 1 ligand; PD-1 — programmed cell death protein 1; CTLA-4 — cytotoxic T-lymphocyte-
-associated protein 4; TCR — T-cell receptor

Limfocyty T i komorki naturalnej cytotoksycz-
nosci (NK, natural killers) chorych na CLL cechuje
uposledzenie funkcji efektorowych, co moze czes-
ciowo tlumaczy¢ zdolnoS¢ komorek biataczkowych
do unikniecia destrukcji ze strony uktadu immuno-
logicznego. Mimo zwiekszonej liczby efektorowych
limfocytow pamieci CD4 + i krafnicowo zréznicowa-
nych limfocytéw CD8+ u chorych w zaawansowa-
nym stadium CLL komoérki te cechujg upos$ledzona
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zdolno$¢ do formowania synaps immunologicznych
oraz zmniejszona ruchliwo$¢ [93-95]. Limfocyty T
od chorych na CLL charakteryzuja sie zwiekszong
ekspresjg biatka programowanej $mierci komorki
1 (PD-1, programmed cell death protein 1) oraz
biatka CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated
protein 4), ktorych pobudzenie powoduje zjawisko
wyczerpania limfocytow T i hamowanie odpowiedzi
immunologicznej [93, 96, 97].
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Chemokiny i czasteczki adhezyjne

Migracja komérek biataczkowych do os$rod-
kéw namnazania odbywa sie pod Scista kontrolg
chemokin. Istotng role w tym procesie odgrywaja
chemokiny CXCL12 (wcze$niej znane jako SDF1
[stromal cells-derived factor 1]) oraz CXCL13.
Chemokina CXCL13 jest produkowana przez
NLC i rozpoznawana przez receptor CXCR5 na
powierzchni komorek CLL [98]. Z kolei chemokina
CXCL12 jest produkowana zarowno przez NLC jak
1BMSC. Chemokina CXCL12 wigze sie do receptora
CXCR4, powodujac aktywacje przezyciowej kinazy
ERK (extracellular signal-regulated kinase), czynni-
ka transkrypcyjnego STAT3 (signal transducer and
activator of transcription 3) 1 szlaku kinazy mTOR
(mammalian target of rapamycin) [99-101]. Poziom
ekspresji CXCR4 na powierzchni komorek CLL jest
4-krotnie wyzszy niz na powierzchni prawidiowych
limfocytow B [102]. Wysoki poziom powierzch-
niowe]j ekspresji CXCR4 w komoérkach CLL wiaze
sie z wyzszym ryzykiem infiltracji komoérek CLL
do narzadow limfoidalnych 1 w konsekwencji jest
czynnikiem zlego rokowania [103]. Powierzchnio-
wa ekspresje CXCR4 zwieksza fosforylacja przez
serynowo-treoninowg kinaze PIM1 (proviral in-
tegration site for moloney murine leukemia virus),
ktora ulega nadekspresji w komorkach CLL [103].
Wiazanie CXCL12 do CXCR4 powoduje endo-
cytoze kompleksu receptor-ligand, co prowadzi
do obnizonej powierzchniowej ekspresji CXCR4.
W konsekwencji ekspresja CXCR4 na powierzchni
komoérek CLL jest wysoka we krwi obwodowe;j
1 niska w oSrodkach namnazania, gdzie stezenie
CXCL12 pozostaje wysokie [104].

MikroSrodowisko jako cel
terapeutyczny w CLL

Ze wzgledu na istotna role w patogenezie mi-
kro$rodowisko komérek CLL jawi sie jako atrak-
cyjny cel terapeutyczny. Wsréd potencjalnych
lekéw celujacych w interakcje miedzy komorkami
biataczkowymi a ich §rodowiskiem nalezy wymie-
ni¢ zwiazki immunomodulujace, inhibitory szlaku
BCR oraz Sciezki sygnatowej od CXCR4/CXCL12.
Przyktadem zwigzku immunomodulujacego
o plejotropowym wplywie na mikroSrodowisko
jest lenalidomid. Efekt dziatania tego leku obej-
muje zahamowanie proliferacji komérek CLL na
drodze mechanizmu zaleznego od biatek cereblon
1 p21, interferencje z sygnatami pochodzacymi
od NLC i komoérek érodbionkowych oraz zwiek-
szenie antynowotworowej odpowiedzi immuno-
logicznej ze strony limfocytow T 1 komérek NK
[105-108].

Aktywacja BCR wywiera plejotropowy wplyw
na komorki CLL, ktéry obejmuje wzrost ekspresji
integryn i adhezji komoérkowej oraz sekrecje che-
mokin CCL3 1 CCL4. W konsekwencji zahamowanie
szlaku BCR prowadzi rowniez do zaburzen interakcji
komoérek CLL z ich mikro§rodowiskiem. Zgodnie
z tym mechanizmem inhibitory BTK (np. ibrutynib)
upo$ledzaja migracje i1 adhezje komoérek CLL oraz
hamuja wydzielanie CCL3 i CCL4 [109, 110].

Jak wyzej wskazano, kluczowa role w regulacji
migracji komorek CLL pelni 0§ CXCR4-CXCL12.
Dzialanie tego ukiadu sygnalowego mozna wyla-
czyC za poSrednictwem bezpos$rednich antagoni-
stow CXCR4 (AMD3100/pleriksafor, BTK140),
przeciwcial anty-CXCR4 (MDX1338/BMS93656)
lub oligonukleotydow RNA neutralizujacych
CXCL12 (NOX-A12) [24, 111]. Pleriksafor hamuje
chemotaksje komoérek CLL i upo$ledza ich inter-
akcje z NLC 1 BMSC, prowadzac do uwolnienia
komorek CLL z weztow chtonnych do krwi obwo-
dowej [112]. Podobne dzialanie wykazuje NOX-
-A12 [113].

Powierzchniowa ekspresja CXCR4 jest regulo-
wana na drodze fosforylacji przez kinaze PIM1, dla-
tego w ostatnich latach rozwaza sie zastosowanie
inhibitoréw kinaz PIM jako potencjalnej strategii
terapeutycznej w CLL. Inhibicja tych kinaz upos$le-
dza migracje komorek CLL w gradiencie CXCL12
poprzez zmniejszenie powierzchniowej ekspresji
CXCR4 oraz hamowanie aktywno§ci kinazy mTOR
niezbednej do migracji komoérek hiataczkowych
[46, 103]. Poniewaz kinazy PIM ulegaja nadekspre-
sji pod wplywem sygnalow dostarczanych przez
mikroS§rodowisko, to zahamowanie ich aktywno-
Sci przelamuje przezyciowe sygnaly dostarczane
z zewnatrz 1 w konsekwencji prowadzi do $§mierci
komorek CLL [46].

Podsumowanie

Badania z ostatnich 10 lat z wykorzystaniem
nowoczesnych technik biologii molekularnej zna-
czaco wzbogacily dotychczasowa wiedze na temat
molekularnej patogenezy CLL. Poczyniono postepy
w ustaleniu pochodzenia tej choroby oraz glebiej
poznano jej genetyczng i epigenetyczng archi-
tekture. W Swietle tych badan CLL jest chorobg
genetycznie 1 epigenetycznie heterogenna, co
z jednej strony tlumaczy zréznicowane spektrum
klinicznych prezentacji i przebiegu choroby, ale
z drugiej znaczaco komplikuje zakres i metodyke
badan niezbednych do nowoczesnej diagnostyki
tego schorzenia. Diagnostyka molekularna nowo-
czesnymi 1 czulymi metodami NGS pozwala nie
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tylko na kompleksowg identyfikacje mutacji o zna-
czeniu patogenetyczno-prognostycznym, ale takze
na wykrycie ich subklonalnego tadunku. Poznanie
1 zrozumienie wystepujacych u danego chorego
mutacjiiich architektury klonalnej moze stanowic
racjonalng podstawe indywidualizacji terapii tej
choroby w przyszio§ci. Wyzwaniem najblizszych
lat bedzie zatem Kkliniczne wykorzystanie uzyskanej
wiedzy molekularne;j.
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