1.1. Patogeneza nowotworow
uktadu krwiotwdrczego

Emilia Biatopiotrowicz

1.1.1. Wprowadzenie

Nowotwory uktadu krwiotwdrczego to klonalne choroby krwiotwérczych komérek ma-
cierzystych lub komérek progenitorowych linii mieloidalnej. Do tej grupy nowotwordw
zalicza sie choroby mieloproliferacyjne (MPN, myeloproliferative neoplasms), zespoty
mielodysplastyczne (MDS, myelodysplastic syndromes) oraz ostrg biataczke szpikowg
(AML, acute myeloid leukemia). Nowotwory uktadu krwiotwérczego sg powodowane za-
burzeniami genetycznymi oraz epigenetycznymi, ktre wspotwystepuja ze sobg w réznych
konfiguracjach, nadajac heterogenny charakter tym chorobom. Konsekwencjami tych za-
burzef sg nadmierna zdolno$¢é macierzystych/progenitorowych komérek krwiotwérczych
do samoodnowy i upo$ledzona zdolno$¢ do réznicowania.

1.1.2. Hematopoeza

Hematopoeza to wieloetapowy i hierarchiczny proces powstawania elementéw mor-
fotycznych krwi w wyniku proliferacji oraz réznicowania krwiotwérczych komérek ma-
cierzystych (HSC, hematopoietic stem cells). W wyniku asymetrycznego podziatu HSC
powstajg nowa komérka macierzysta zapewniajgca ciggtosé populacji HSC oraz wielo-
potencjalna komérka progenitorowa (MPP, multipotent progenitor), ktéra moze daé po-
czatek komérce progenitorowej linii mieloidalnej (CMP, common myeloid progenitor) lub
limfoidalnej (CLP, common lymphoid progenitor). Komérka CMP moze ulec réznicowaniu
do komorki progenitorowej granulocytéw i monocytéw (GMP, granulocyte-macrophage
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progenitor) lub komérki progenitorowej dajgcej poczgtek megakariocytom oraz erytrocy-
tom (MEP, megakariocyte-erythroid progenitor) (ryc. 1.1.1). Wybdr drogi réznicowania za-
lezy od skoordynowanego dziatania licznych czynnikdw, w tym cytokin hematopoetycznych
oraz czynnikéw transkrypcyjnych [1]. Cytokiny hematopoetyczne wptywajg na réznicowa-
nie komdrek przez wigzanie sie do specyficznych wzgledem nich receptoréw btonowych
i w konsekwencji na aktywacje wewnatrzkomadrkowych szlakéw sygnatowych zaleznych
od danego receptora. Receptory odznaczajg sie bardzo duzg czutoScig — juz stezenie
cytokiny rzedu 1072 mola wywiera efekt w komérkach docelowych. Do receptoréw klu-
czowych dla wczesnych etapéw hematopoezy zalicza sie receptory kinaz tyrozynowych
FLT3 (fms like tyrosine kinase 3) oraz KIT. Receptor FLT3 indukuje ekspansje wczesnych
komorek progenitorowych, podczas gdy KIT jest niezbedny do podtrzymywania populacji
HSC, CMP, GMP i MEP.

Aktywacja szlaku sygnatowego po przytgczeniu cytokiny do receptora prowadzi do
ekspresji okreslonego wzorca gendw, co kontrolujg czynniki transkrypcyjne. Przez wig-
zanie sie z DNA w Scisle okresSlonych regionach (promotor, sekwencja wzmacniajaca)
czynniki transkrypcyjne regulujg proces syntezy RNA na matrycy DNA (transkrypcji) dla
wybranych genéw. Dlatego czynniki transkrypcyjne determinujg funkcjonalne konsekwen-
cje aktywacji szlakéw sygnatowych wywotanych przytaczeniem cytokiny do receptora.
Ekspresja wigkszoSci czynnikéw transkrypcyjnych jest ograniczona jedynie do komérek
znajdujgcych sie w okreSlonych stadiach rozwojowych, co wskazuje na konieczno$¢ ich
precyzyjnej regulacji w celu zachowania prawidtowej hematopoezy. Wybrane czynniki
transkrypcyjne i wzrostowe (cytokiny) kontrolujgce proces hematopoezy przedstawiono
na rycinie 1.1.1.

Zaburzenia ekspresji cytokin, aktywnosci receptoréw, transdukcji sygnatu lub czynni-
kéw transkrypcyjnych moga wynikac z zaburzen genetycznych (aberracje chromosomowe
i mutacje genowe) lub pozagenetycznych (tzw. epigenetycznych) i prowadzi¢ do zaburzen
hematopoezy skutkujgcych rozwojem nowotwordéw uktadu krwiotwérczego.

1.1.3. Zahurzenia genetyczne w nowotworach
uktadu krwiotworczego

1.1.3.1. Aberracje chromosomowe

Aberracje chromosomowe (cytogenetyczne) moga dotyczy¢ zaréwno zmiany struktury,
jak i liczby chromosoméw. Przyktadem anomalii chromosomowych wystepujgcych w no-
wotworach uktadu krwiotwérczego sg translokacje, aneuploidie i delecje. Wybrane aber-
racje chromosomowe przedstawiono w tabeli 1.1.1.

Translokacje powstajg w wyniku przemieszczenia sie fragmentu chromosomu w inne
miejsce tego samego lub innego chromosomu i czesto prowadzg do powstania genéw
fuzyjnych [2]. Przyktadem sg translokacje obejmujace geny czynnikéw transkrypcyjnych
(CBF, core binding factor) kontrolujgcych hematopoeze. Czynniki transkrypcyjne CBF
funkcjonujg jako heterodimery sktadajace sie z podjednostki regulatorowej kodowanej
przez gen CBFB (CBF beta) oraz podjednostki wigzacej DNA nalezgcej do rodziny gendw
RUNX (runt-related transcription factor). Translokacja t(8;21) wystepuje u okoto 12% cho-
rych z AML i prowadzi do fuzji genu RUNX1 z genem ETO (eight twenty-one). Chimeryczne
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Rycina 1.1.1. Przebieg réznicowania komdrek linii mieloidalnej. Na schemacie uwzgledniono
czynniki transkrypcyjne oraz czynniki wzrostu kontrolujgce réznicowanie; HSC (hematopoietic
stem cells) — krwiotwércze komérki macierzyste; SCF (stem cell factor) — czynnik wzrostu
komérek macierzystych; FLT3-L (fms like tyrosine kinase 3 ligand) — ligand dla fms podob-
nej kinazy 3; IL — interleukina; GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor)
— czynnik stymulujgcy tworzenie kolonii granulocytéw i makrofagdw; G-CSF (granulocyte colo-
ny-stimulating factor) — czynnik stymulujgcy tworzenie granulocytéw; GATA-1 — GATA-binding
factor 1; C/EBPa — CCAAT/enhancer-binding protein alfa; EPO — erytropoetyna; TPO (throm-
bopoietin) — trombopoetyna; CLP (common lymphoid progenitor) — komérka progenitorowa
linii limfoidalnej; CMP (common myeloid progenitor) — komdrka progenitorowa linii mieloidal-
nej; GMP (granulocyte-macrophage progenitor) — komorka progenitorowa granulocytéw i mo-
nocytéw; MEP (megakariocyte-erythroid progenitor) — komérka progenitorowa megakariocy-
téw i erytrocytéw; MPP (multipotent progenitor) — wielopotencjalna komérka progenitorowa
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Tabela 1.1.1. Najczestsze aberracje chromosomowe w nowotworach uktadu krwiotwor-

czego
Zaburzenie chromo- | Konsekwencje biologiczne Choroba Rokowanie/
somowe i czestosé (%) /uwagi
Translokacje
1(8;21) Biatko fuzyjne RUNX1-ETO dziata 8% AML, cze- Korzystne
antagonistycznie w stosunku do ciej u dzieci
RUNX1, hamujgc hematopoeze niz dorostych
1(16;16)(p13.1;022) | Biatko fuzyjne CBFB-SMMHC, kon- 9% AML Korzystne
sekwencje jak powyzej
1(15;17)(022;912) Biatko fuzyjne PML-RARa niewrazli- | 95% APL Korzystne,
we na dziatanie kwasu retinowego, terapia ATRA
zahamowanie réznicowania i ATO
1(5;12)(033;p13) Biatko fuzyjne ETV6-PDGFRB 1-2% CMML Dobra od-
0 konstytutywnej aktywnosci kinazy powiedZ na
tyrozynowej imatynib
1(11923;...) Obejmuja gen metylotransferazy hi- | 12% AML Niekorzystne
stonowej MLL, biatka fuzyjne z MLL
aktywuja program transkrypcyjny
charakterystyczny dla HSC
1(9;22)(034;911.2) | Biatko fuzyjne BCR-ABL1 o konstytu- | > 95% CML Dobra
tywnej aktywnoSci kinazy tyrozyno- odpowiedzZ
wej na leczenie
inhibitorami
kinaz tyrozy-
nowych
1(6;9)(p23;034) Biatko fuzyjne DEK-NUP214 < 2% AML Niekorzystne
powodujgce zaburzenia regulacji
transkrypcji
1(1;22)(p13;913) Biatko fuzyjne RBM15-MKL1, < 2% AML Niekorzystne
niewtasciwa organizacja chromatyny
i zaburzenia szlakéw sygnatowych
zwigzanych z réznicowaniem
Delecje
del(5q) NajczeSciej prowadzi do utraty kilku | 15% MDS Korzystne,
gendw kodujgcych biatka ryboso- z wyjatkiem
malne przypadkow,
gdy obejmuje
geny MAML1
i NPM1
del(7q) Utrata genu supresora nowotwo- 10% de novo Niekorzystne

row CUX1, moze obejmowac geny
EZH2 i MLL5 zwigzane z regulacja
epigenetyczng

MDS, 50%

Z zaleznym

od terapii MDS
lub AML
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Tabela 1.1.1 cd. Najczestsze aberracje chromosomowe w nowotworach uktadu krwiotwor-
czego

Zaburzenie chromo- | Konsekwencje biologiczne Choroba Rokowanie/
somowe i czestosé (%) /uwagi
Trisomie

+ chromosom 8. Wysokie stezenie biatek antyapop- | 40% CML Niekorzystne

totycznych (np. surwiwiny), zaburze- | (faza blastyczna)
nia autoimmunologiczne

5% MDS Posrednie
+ chromosom 21. Stabo poznane 3% AML PoSrednie
(zesp6t Downa) lub korzystne
Pozostate
Kariotyp ztozony > 3 aberracje chromosomowe, 12% AML Niekorzystne
utrata wielu gendw, rézne konse-
kwencje

ATO (arsenic trioxide) — tréjtlenek arsenu; ATRA (all-trans retinoic acid) — kwas catkowicie trans-retinowy; AML (acute myeloid
leukemia) — ostra biataczka szpikowa; APL (acute promyelocytic leukemia) — ostra biataczka promielocytowa; CML (chronic
myeloid leukemia) — przewlekta biataczka szpikowa; CMML (chronic myelomonocytic leukemia) — przewlekta biataczka mie-
lomonocytowa; MDS (myelodysplastic syndromes) — zespoty mielodysplastyczne

biatko RUNX1-ETO dziata antagonistycznie w stosunku do prawidtowego biatka RUNX1,
prowadzac do zatrzymania ekspresji gendw hematopoetycznych kontrolowanych przez
CBF. Podobny efekt wywotujg translokacja 16;16(p13.1;022) oraz inwersja chromosomu
16(p13.1;922), ktére prowadzg do powstania fuzyjnego genu CBFB-SMMHC.

W 95% przypadkéw ostrej biataczki promielocytowej (APL, acute promyelocytic leu-
kemia) stwierdza sie obecno$é translokacji 15;17(q22;q12), w wyniku ktérej dochodzi
do potagczenia genu PML (promyelocytic leukemia protein) z genem RARA (retinoic acid
receptor alpha), kodujgcym receptor a kwasu retinowego (RARa, retinoic acid receptor
alpha), zlokalizowanym w jadrze komérkowym. W obecnosci kwasu retinowego RARa
wigze sie do DNA, uruchamiajgc ekspresje gendw zwigzanych z réznicowaniem. Fuzyjne
biatko PML-RARa uposledza funkcje PML i zaburza budowe RARa, co czyni ten receptor
niewrazliwym na fizjologiczne stezenia kwasu retinowego, to z kolei prowadzi do zaha-
mowania hematopoezy. W terapii APL stosowane sg kwas trans-retinowy (ATRA, all-trans
retinoic acid) oraz tréjtlenek arsenu (ATO, arsenic trioxide), ktére niwelujg onkogenny
wptyw PML-RARc i indukujg réznicowanie.

Translokacje chromosomowe moga obejmowac geny kinaz tyrozynowych, ktérych pro-
dukty biatkowe fosforylujg reszty tyrozynowe biatek, wptywajac na ich aktywnos¢ i w kon-
sekwencji — na przekaznictwo sygnatowe w komdrce. Do rodziny kinaz tyrozynowych
naleza zaréwno receptory czynnikéw wzrostu, takie jak receptory ptytkopochodnego czyn-
nika wzrostu (PDGFRa/PDGFRS, platelet-derived growth factor receptor alpha/beta), jak
rowniez biatka cytoplazmatyczne, na przyktad kinaza ABL1 (Abelson tyrosine-protein ki-
nase 1). Konsekwencjg translokacji z udziatem gendw kinaz tyrozynowych jest powstanie
fuzyjnego biatka o konstytutywnej aktywnosci kinazy tyrozynowej, ktére silnie promuje
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proliferacje (tab. 1.1.1). U ponad 95% chorych na przewlektg biataczke szpikowa (CML,
chronic myeloid leukemia) stwierdza sie obecno$¢ translokacji 9;22(q34;q11.2): BCR-
-ABL1 (tzw. chromosom Filadelfia [Ph, Philadelphial)). Z kolei translokacja 5;12(q33;p13):
ETV6-PDGFRB wystepuje u 1-2% chorych z przewlekta biataczkg mielomonocytowa
(CMML, chronic myelomonocytic leukemia). Racjonalng strategia terapeutyczng w trans-
lokacjach prowadzgcych do nadaktywnosci kinaz tyrozynowych jest zastosowanie inhibi-
toréw tych biatek.

Poza translokacjami u ponad 50% chorych z MDS, AML i CML wystepujg aneuploidie
i delecje (tab. 1.1.1). Delecja dtugiego ramienia chromosomu 5. (5q) wystepuje u 15%
z dobrym rokowaniem choroby. Wyjatkiem sa przypadki, gdy delecja ta obejmuje réwniez
geny MAML1 (mastermind-like protein 1) i NPM1 (nucleolar phosphoprotein B23), kté-
rych utrata zwieksza prawdopodobienstwo nabycia dodatkowych aberracji chromosomo-
wych i stagd wigze sie z agresywnym przebiegiem choroby. Del(5q) najczeSciej prowadzi
do utraty funkcji genu RPS14 (40S ribosomal protein S14) oraz kilku innych genéw
kodujacych biatka rybosomowe i odpowiada za ciezkg niedokrwistos¢.

Aberracje chromosomu 7. (monosomia i delecje 7q) obserwuje sie u okoto 10% nowo
zdiagnozowanych przypadkéw MDS i znacznie czeSciej (do 50%) u chorych z wtérnym
MDS lub AML po terapii Srodkami alkilujgcymi [3]. Zaburzenia chromosomu 7. wigzg sie
z niekorzystnym rokowaniem (nadmierna proliferacja i progresja do AML). Utracony region
obejmuje gen CUX1 (cut-like homeobox 1) bedacy regulatorem réznicowania. Wskutek
delecji 7q inaktywacji moga ulec réwniez epigenetyczne regulatory procesu réznicowania,
EZH2 (enhancer of zeste homolog 2) i MLL5/KMT2E (lysine methyltransferase 2E).

Czasami obserwuje sie obecnos¢ kilku niepowigzanych zaburzeri cytogenetycznych
w tym samym klonie komérkowym, na przyktad wspétwystepowanie zaburzeri chromoso-
méw 5. i 7. w MDS i AML. Obecno$¢ co najmniej 3 nieprawidtowosci chromosomowych
w tym samym klonie komarkowym okresla sie jako kariotypy ztozone (CK, complex karyo-
type). Kariotypy ztozone majg zwykle niekorzystne znaczenie rokownicze.

1.1.3.2. Architektura mutacji somatycznych w nowotworach
uktadu krwiotwérczego

W nowotworach uktadu krwiotwérczego mutacje somatyczne gendéw moga towarzy-
szyé zmianom cytogenetycznym lub wystepowac jako jedyne zaburzenia genetyczne
u 0s6b z prawidtowym kariotypem. Rozwdj techniki sekwencjonowania nowej generacji
(NGS, next-generation sequencing) pozwolit na lepsze poznanie architektury mutacji so-
matycznych wystepujacych w nowotworach uktadu krwiotwdrczego. Mutacje te najczes-
ciej dotyczg gendw zwigzanych z przekaznictwem/transdukcjg sygnatu, supresoréw
nowotworowych, regulatoréw epigenetycznych, czynnikéw transkrypcyjnych oraz genéw
zwigzanych z edycjg (splicingiem) matrycowego RNA [4]. NajczeSciej wystepujgce muta-
cje somatyczne przedstawiono w tabeli 1.1.2.
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Tabela 1.1.2. Najczestsze mutacje somatyczne w nowotworach uktadu krwiotwérczego

Gen

Konsekwencje biologiczne

Choroba
i czestosé (%)

Rokowanie

Transdukcja sygnatu

MAPK

FLT3 Konstytutywna aktywacja FLT3 30% AML, 5% MDS Niekorzystne

KIT Konstytutywna aktywacja KIT prowadza- | 20% CBF-AML Niekorzystne
ca do aktywacji szlaku RAS/PI3K-AKT

MPL Konstytutywna aktywacja MPL, aktywa- | 5-9% MPN Posrednie
cja JAK/STAT, proliferacja megakario-
cytow

CALR Nadmierna aktywacja MPL i JAK/STAT | 30% MPN bez muta- | PoSrednie

cji JAK2 i MPL
JAK2 V617F | Konstytutywna aktywnosé JAK2 60% MPN PoSrednie
RAS Nadmierna aktywacja RAS i szlaku 5-11% AML Niekorzystne

Supresory nowotworéw

TP53

Wr1

Utrata funkcji supresorowych

10% de novo AML,
30% wtérna AML

Niekorzystne

6-15% de novo AML

Niekorzystne

Regulatory epigenetyczne

i histondw, zaburzenia ekspresji genéw

DNMT3A Utrata zdolno$ci metylacji DNA 15-25% AML, 8% Niekorzystne
MDS, 7-15% MPN
TET2 Nadmierna metylacja DNA, zmiana 7-23% AML, 20- Niekorzystne
profilu ekspresji genéw 25% MDS, 4-13%
MPN
EZH2 Zaburzona metylacja histonéw, zmiana | 6% MDS, 3-13% Niekorzystne
profilu ekspresji genéw MPN, 2% AML
ASXL1 Zaburzenia profilu ekspresji genéw 45% CMML, 35% Niekorzystne
PMF, 11% AML, 16%
MDS, 2-23% MPN
MLL/KMT2A | Mutacje o charakterze czeSciowych 6-8% de novo AML Niekorzystne
tandemowych duplikacji, zaburzona
metylacja histonéw, zmiana profilu
ekspresji genéw
IDH1 Produkcja 2-hydroksyglutaranu (2HG) 20% AML, 3,5% Korzystne dla
\DH2 hamujgcego aktywno$¢ demetylaz DNA | MDS, 2,5-5% MPN IDH2 R140Q

—
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Tabela 1.1.2 cd. Najczestsze mutacje somatyczne w nowotworach uktadu krwiotworczego

Gen Konsekwencje hiologiczne Choroba Rokowanie
i czestosé (%)

Edycja i skfadanie/splicing mRNA

SETBP1 Zaburzenia splicingu 25% aCML, 4% Niekorzystne
CMML

SF3B1 7% MDS,4,5% Korzystne
CMML, 5% AML/
/MDS

Pozostate

NPM1 Zaburzenia biogenezy rybosomoéw, 50% NK-AML Korzystne

naprawy DNA i odpowiedzi na stres,
unikatowy profil ekspresji genéw (nade-
kspresja genow HOX)

CEBPA Utrata zdolnoSci wigzania DNA i induk- | 5-15% AML Korzystne
cji ekspresiji regulatoréw réznicowania

aCML (atypical chronic myeloid leukemia) — atypowa przewlekta biataczka szpikowa; FLT3 (fms like tyrosine kinase 3) — fms
podobna kinaza tyrozynowa 3; CBF-AML (core binding factor acute myeloid leukemia) — ostra biataczka szpikowa z zaburze-
niami czynnikéw transkrypcyjnych CBF; CMML (chronic myelomonocytic leukemia) — przewlekta biataczka mielomonocytowa;
MDS (myelodysplastic syndromes) — zespoty mielodysplastyczne; MPN (myeloproliferative neoplasms) — nowotwory mielo-
proliferacyjne; MPL (myeloproliferative leukemia protein) — receptor trombopoetyny; NK-AML (normal karyotype AML) — ostra
biataczka szpikowa z prawidtowym kariotypem; PMF (primary myelofibrosis) — pierwotna mielofibroza

1.1.3.3. Mutacje genow odpowiedzialnych za transdukcje sygnatu

Do zaburzen w komérkowym przekaznictwie sygnatowym prowadzg mutacje w genach
kodujacych receptory kinaz tyrozynowych FLT3 i KIT. Mutacje w genie FLT3 wystepujg
u okoto 30% pacjentdw chorych AML i 5% chorych na MDS. Receptor FLT3 po potgczeniu
z ligandem reguluje procesy proliferacji i roznicowania komorki. Mutacje w FLT3 moga
mie¢ charakter wewnatrztandemowej duplikacji (FLT3-ITD, FLT3 internal tandem dupli-
cation), ktéra polega na podwojeniu 3-400 par zasad nukleotydowych w okotobtonowej
domenie receptora, lub dotyczyé domeny kinazowej (FLT3-TKD, FLT3 tyrosine kinase
domain). Konsekwencjg obu typéw mutacji jest konstytutywna i niezalezna od ligandu
aktywacja receptora FLT3, co prowadzi do zahamowania apoptozy i stymulacji podziatow
komoérkowch. W terapii przypadkéw pozytywnych pod wzgledem mutacji FLT3 stosuje sie
inhibitory tej kinazy (midostauryna, gilteritynib w badaniach klinicznych).

U okoto 2% chorych z AML stwierdza sie obecno$¢ mutacji w genie receptora KIT. Mu-
tacje te wystepujg w obrebie domeny pozakomoérkowej, ktéra odpowiada za dimeryzacje
receptora, co prowadzi do wzrostu jego aktywnosci i uruchomienia szlakéw sygnatowych
RAS i PIBK-AKT promujgcych proliferacje. Konstytutywna aktywno$¢ KIT moze réwniez
wynika¢ z nadekspresji ligandu dla tego receptora, czynnika wzrostu komérek macierzy-
stych (SCF, stem cell factor).

Receptory regulujgce hematopoeze: erytropoetyny (EPO-R, erythropoietin receptor),
trombopoetyny (MPL, myeloproliferative leukemia protein) i czynnika wzrostu kolonii gra-
nulocytéw (G-CSFR, granulocyte colony-stimulating factor receptor) nie majg wewnetrznej
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domeny katalitycznej, a jej funkcje petni kinaza JAK2 (Janus kinase 2), ktéra przekazuje
sygnat od receptora do wnetrza komorki i w efekcie prowadzi do aktywacji czynnikéw
transkrypcyjnych STAT (signal transducer and activation of transcription). Mutacje JAK2
sg czestg przyczyng MPN i prowadzg do konstytutywnej aktywacji osi sygnatowej JAK/
/STAT [5]. U 5-9% chorych na MPN niezalezna od ligandéw aktywacja JAK2 jest powodo-
wana mutacjami w MPL. Z kolei u 30% chorych negatywnych pod wzgledem mutacji JAK2
i MPL choroby mieloproliferacyjne powodowane sg mutacjami w genie CALR kodujgcym
kalretikuline. Biatko to jest regulatorem wewnatrzkomorkowego stezenia jonéw wapnia
oraz ma zdolno$¢ do rozpoznawania nieprawidtowo sfatdowanych glikoprotein. W MPN
mutacje CALR dotyczg domeny C-kofcowej biatka i prowadzg do jego wigzania sie do
MPL, co skutkuje nadmierng aktywacja tego receptora i w konsekwencji — szlaku sygna-
towego JAK/STAT.

Istotng funkcje w transdukcji sygnatu od receptoréw btonowych petnig biatka RAS,
ktére maja zdolnos¢ wigzania guanozyno-5'-tréjfosforanu (GTP, guanosine-5'-triphospha-
te) i jego przeksztatcania do guanozyno-5’-dwufosforanu (GDP, guanosine-5'-diphospha-
te). Biatka RAS ze zwigzanym GTP sg aktywne, z przytgczonym GDP zas — nieaktywne.
Liczba aktywnych biatek RAS jest zwigzana z liczbg receptoréw powierzchniowych, a prze-
kazywany przez te biatka sygnat podlega autoregulacji. U 5-11% chorych z AML spotyka
sie mutacje genéw N-RAS i K-RAS, ktére prowadza do utraty zdolnoSci przeksztatcania
GTP do GDP, w wyniku czego dochodzi do konstytutywnej aktywacji RAS oraz biatek przez
nie regulowanych, na przyktad kinazy PI3K (phophatidylinositol 3-kinase).

1.1.3.4. Mutacje w genach supresorow nowotworowych

Geny supresoréw nowotworowych koduja negatywne regulatory cyklu komorkowe-
g0. Mutacje prowadzgce do utraty funkcji przez te geny prowadza do niekontrolowanej
proliferacji, co promuje nowotworzenie [6]. Przyktadem supresora nowotworéw jest gen
TP53. Produkt tego genu, biatko p53, jest zaangazowane w liczne procesy komérkowe,
zwhaszcza aktywacje mechanizméw naprawy DNA lub indukcje apoptozy w odpowiedzi na
uszkodzenia DNA. Mutacje TP53 wystepuja u 10% nowo zdiagnozowanych chorych z AML
i az u 30% u chorych z wtérng AML. Inaktywacja TP53 jest niekorzystnym czynnikiem
prognostycznym skracajacym czas catkowitego przezycia chorego.

Gen WT1 (Wilms tumor protein) koduje czynnik transkrypcyjny niezbedny do prawi-
dtowej hematopoezy. Cho¢ jego szczegbtowa rola w komérce nie zostata wyjasniona,
przypuszcza sie, ze biatko WT1 moze petni¢ funkcje zaréwno supresorowg, jak i proto-
onkogenng w zaleznoSci od stadium rozwoju komérki. Ostatnie badania dowodza, ze
WT1 moze petni¢ funkcje regulatora epigenetycznego przez bezposrednie oddziatywanie
z demetylazg DNA. Mutacje w WTZ1 prowadzace do inaktywacji jego biatkowego produktu
wystepuja u 6-15% przypadkow de novo AML i wigza sie z krétszym catkowitym przezy-
ciem oraz oporno$cig na leczenie indukcyjne.

11
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1.1.3.5. Mutacje genow odpowiedzialnych
za regulacje epigenetyczng

Regulacja epigenetyczna polega na kontrolowaniu ekspresji genéw przez zmiane
stopnia kondensacji chromatyny, a tym samym jej stopnia dostepnosci dla aparatu
transkrypcyjnego bez ingerencji w sekwencje nukleotydowa. Zmiany epigenetyczne maja
charakter odwracalny i moga by¢ dziedziczone przez komérki potomne. Do modyfikacji
epigenetycznych zalicza sie metylacje DNA, modyfikacje kowalencyjne (np. metylacja,
acetylacja) biatek histonowych stanowigcych rusztowanie dla DNA oraz regulacje ekspre-
sji gendw za pomoca tzw. mikroRNA (miRNA). Zmiany epigenetyczne dotyczgce metylacii
DNA i modyfikacji histonéw sg kontrolowane przez enzymy, ktérych mutacje prowadzg
do zaburzen kondensacji chromatyny, a tym samym profilu ekspresji gendw, co sprzyja
rozwojowi biataczek [7].

Metylacja DNA polega na przytaczaniu reszty metylowej najczeSciej do nukleotydu
cytozynowego, co czyni taki fragment chromatyny nieaktywnym transkrypcyjnie. Metylacja
DNA przeprowadzana jest przez metylazy DNMT (DNA methyltransferase), za$ za odtacze-
nie grupy metylowej odpowiadajg miedzy innymi demetylazy TET (ten-eleven translocation
methylcytosine dioxygenase). Zaburzenia metylacji DNA sg powszechnym zjawiskiem
w MDS oraz AML i pojawiajg one sie na wczesnych etapach tych choréb (tab. 1.1.2). Mu-
tacje w genie DNMT3A obserwuje sie u 15-25% chorych na AML i 8% chorych na MDS.
Z podobng czestosScig wystepuja mutacje w genie TET2. Zaréwno mutacje w DNMT3A,
jak i TET2 sg niekorzystnym czynnikiem rokowniczym.

Metylacja histonéw moze prowadzi¢ do aktywacji lub zahamowania ekspresji genéw
w zaleznosci od tego, ktéra lizyna w tancuchu peptydowym histonu ulegnie metylacji.
Proces metylacji histondw jest przeprowadzany przez metylotransferazy lizynowe (KMTs,
lysine methyltransferases). W nowotworach uktadu krwiotwérczego spotyka sie muta-
cje genéw metylotransferaz histonowych EZH2 (enhancer of zeste polycomb repressive
complex 2 subunit) i ASXL1 (additional sex combs like transcriptional regulator 1). EZH2
jest czeScig kompleksu biatkowego PRC2 (polycomb repressor complex 2) i powoduje
metylacje lizyny 27 histonu H3 (H3K27), co prowadzi do represji transkrypcji. Mutacje
EZH2 majg charakter utraty funkcji. W sktad PRC2 wchodzi réwniez biatko ASXL1, ktére
odpowiada za rekrutacje kompleksu do okreslonych regionéw DNA i ich transkrypcje.
Mutacje ASXL1 sg spotykane u chorych z pierwotng mielofibrozg (35%), przewlektag bia-
taczkg mielomonocytowg (45%), MDS (16%) i AML (10,8%), majg charakter utraty funkcji
i uwaza sie je za czynnik ztego rokowania.

Zaburzenia metylacji DNA i histonéw powodujg réwniez mutacje w genach kodujgcych
dehydrogenazy izocytrynianowe 1 i 2 (IDH1/2, isocitrate dehydrogenase 1/2). Enzymy
te katalizujg reakcje przeksztatcenia izocytrynianu do a-ketoglutaranu, bedaca jednym
z etapdw utleniania glukozy. Mutacje IDH1/2 prowadzg do produkcji 2-hydroksygluta-
ranu (2HG, 2-hydroxyglutarate), ktory hamuje aktywno$¢é demetylaz DNA i histonéw, co
powoduje zaburzenia epigenetyczne i w efekcie zmiane profilu ekspresji genéw. Mutacje
IDH1/2 wystepujg u okoto 20% pacjentéw z AML i pojawiajg sie na wczesnym etapie
nowotworzenia. Mutacje IDH1 dotyczg zazwyczaj argininy w pozycji 132 (R132), mutacje
IDH2 za$ obejmujg najczesciej argining 140 (R140) i 172 (R172). Inhibitor zmutowa-
nego biatka IDH2, enasidenib, zostat zatwierdzony w 2017 roku przez amerykarska
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Agencje ds. Zywnosci i Lekéw (FDA, Food and Drug Administration) do leczenia chorych
na AML z mutacjami w IDH2.

Niektére mutacje majg tendencje do wspdtwystepowania ze sobg lub z pewnymi aber-
racjami chromosomowymi, cO ma znaczenie rokownicze. Mutacje NPM1, DNMT3Ai FLT3-
-ITD wspotwystepuja u 6% chorych z AML, co wigze sie ze znaczgco gorszym rokowaniem
w stosunku do chorych pozytywnych jedynie pod wzgledem mutacji FLT3-ITD. Podobnie
wptyw na rokowanie chorych AML z mutacjami TP53 ma dodatkowa obecno$¢ mutacji
lub jej brak w genach ASXL1 i SRSF2. Z kolei mutacje IDH2 R172 nie wspdtwystepuja
z mutacjami w NPM1, za§ mutacje TET2 wykluczajg obecno$é mutacji IDH1/IDH2. Lep-
sze poznanie architektury mutacji somatycznych nowotworéw uktadu krwiotwérczego ma
istotne implikacje diagnostyczne i kliniczne. Zintegrowana analiza mutacji somatycznych
oraz aberracji chromosomowych przeprowadzona z udziatem 1540 chorych z AML po-
zwolita na wyodrebnienie 11 molekularnych podgrup tego nowotworu [8]. Klasyfikacja ta
lepiej odzwierciedla mechanizmy patogenezy wystepujace w AML i ma wiekszg wartosé
rokowniczg w stosunku do klasyfikacji bazujgcej gtéwnie na obrazie cytogenetycznym.

1.1.3.6. Zahurzenia ekspresji mikroRNA

MikroRNA (miRNA) to krotkie (19-24 par zasad) niekodujgce czasteczki RNA, ktére
wigza sie do matrycowego RNA (mRNA), blokujac synteze biatka lub powodujac degra-
dacje mRNA. Zaburzenia ekspresji miRNA wynikajg z anomalii genetycznych lub epige-
netycznych [9]. MikroRNA moga petni¢ funkcje protoonkogendw lub supresoréw nowo-
tworowych. Protoonkogenne czgsteczki miR-155 hamuijg ekspresje biatek SHIP1 (SH-2
containing inositol 5-polyphosphatase 1) i CEBPB (CCAAT/enhancer-binding protein
beta) istotnych w réznicowaniu granulocytéw, co promuje samoodnowe komérek hema-
topoetycznych. Nadekspresja miR-155 u chorych z AML jest niekorzystnym czynnikiem
prognostycznym. Z kolei miR-29b aktywuje ekspresje p53, a hamuje ekspresje metylaz
DNA oraz anty-apoptotycznego biatka MCL1 (myeloid cell leukemia 1), stad petni role
supresora nowotworowego. Obnizona ekspresja miR-29b u chorych z AML wigze sie
z krétszym catkowitym przezyciem chorych.

1.1.3.7. Ewolucja klonalna

WiekszoS¢ nowotworéw uktadu krwiotwérczego ma charakter heterogenny, co ozna-
cza, ze w populacji komérek nowotworowych stwierdza sie wspétwystepowanie kilku
klonéw odmiennych genetycznie i/lub epigenetycznie. Klony komérek nowotworowych
podlegajg nieustannej ewolucji podczas rozwoju choroby. Skutkiem ewolucji klonalnej
sg selekcja i ekspansja subpopulacji komérek najlepiej dostosowanych do warunkéw
Srodowiskowych [10]. Czynnikiem przyspieszajgcym ewolucje klonalng jest chemiote-
rapia, ktéra przez wprowadzenie silnej presji selekcyjnej pozwala na ekspansje tylko
tych komérek, ktére rozwinety chemioopornosé. Subklonalny charakter zaburzefi moze
uniemozliwi¢ wykrycie niekorzystnych mutacji w nielicznych klonach komérek nowotwo-
rowych. Mutacje w genie TP53 stwierdzane sg u 8% chorych z de novo AML i az u 30%
chorych z wtérng postacia tej choroby. Do niedawna uwazano, ze wzrost czestosci mu-
tacji TP53 u chorych z wtérng AML jest wynikiem uszkodzeri DNA nabytych podczas
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chemioterapii. Wykorzystujac techniki NGS wykazano, Zze zwiekszona czesto$¢é mutacji
TP53 we wtdrnej AML wynika z selekcji i ekspansji rzadkich (0,003-0,7% populacji ko-
moérek biataczkowych) chemioopornych klondw komérek progenitorowych pozytywnych
pod wzgledem mutacji TP53, ktdre nie zostaty wykryte podczas diagnozy choroby [11].
Standardowa technika sekwencjonowania Sangera wykorzystywana w diagnostyce ma
zbyt niskg czutos¢, by wykryé mutacje w nielicznych klonach. Dlatego tez technika NGS
jest coraz czeSciej stosowana jako narzedzie diagnostyczne. Ponadto analiza genoméw
i eksonéw pojedynczych komérek (single cell sequencing) umozliwia odtworzenie kolej-
nosSci nabywania poszczegdlnych mutacji wraz z rozwojem choroby. Badania te pozwolity
ustali¢, ze mutacje w genach regulatoréw epigenetycznych zwigzanych z metylacjg DNA
i modyfikacja histonéw (TET2, DNMT3A, IDH1/2) pojawiajg sie na dtugo przed wysta-
pieniem pierwszych klinicznych objawéw AML, sg czesto obecne w dominujgcym klonie
komdrek nowotworowych i utrzymujg sie po chemioterapii [12]. Z kolei mutacje w genach
zwigzanych z przekaZnictwem sygnatowym i proliferacjg (np. FLT3, KRAS) pojawiajg sie
na pézniejszych etapach i odpowiadajg za petny rozw6j choroby. Wystepowanie mutacji
w genach regulatoréw epigenetycznych u oséb zdrowych nie musi sie jednak wigzaé
z pézniejszym rozwojem nowotworu. CzestoS¢é mutacji TET2 i DNMT3A zwieksza sie wraz
z wiekiem u 0séb zdrowych, zwtaszcza po 60. roku zycia, a ich nabycie jest prawdopo-
dobnie wynikiem préb uzyskania przez komérki uktadu krwiotworczego wiekszej plastycz-
noSci w sytuacji starzenia sie organizmu. Obecnosé klonéw komdérek progenitorowych
z mutacjami somatycznymi, ktérym nie towarzysza inne objawy hematologiczne wskazu-
jgce na rozw6j nowotworu, okresla sie mianem klonalnej hematopoezy o nieokreslonym
potencjale (CHIP, clonal hematopoiesis of indeterminate potential). Jesli jednak wskutek
nabycia dodatkowych aberracji genetycznych dojdzie do rozwoju nowotworu, mutacje re-
gulatoréw epigenetycznych sg zwykle niekorzystnym czynnikiem rokowniczym, poniewaz
oferujg komorce nowotworowej wiekszg plastycznos¢ wobec presji Srodowiska. Mutacje,
ktére sg wykrywane u 0séb zdrowych i predysponujg do rozwoju AML w ciggu 10 kolej-
nych lat, obejmujg geny TP53, RUNX1 oraz geny zaangazowane w obrébke (splicing)
matrycowego RNA.

1.1.4. Predyspozycje genetyczne do rozwoju nowotworéw
ukfadu krwiotworczego

Niektére zaburzenia wrodzone wywotane mutacjami dziedzicznymi/germinalnymi
predysponujg do rozwoju nowotworéw uktadu krwiotwdrczego [13]. Zwykle mutacje te
dotyczg genéw zwigzanych z naprawa i integralnoscig DNA, réznicowaniem, supresoréw
nowotworowych oraz negatywnych regulatoréw cyklu komdrkowego (tab. 1.1.3).

Mutacje genéw FANC (Fanconi anaemia complementation group) kodujacych biatka
zaangazowane w naprawe DNA wywotujg niedokrwisto§¢ Fanconiego, ktéra jest dzie-
dziczona w spos6b autosomalny recesywny. U 50% os6b z tg chorobg w wieku okoto
40 lat dochodzi do rozwoju biataczek, gtéwnie AML. Szczegblnie predysponujacy cha-
rakter majg bialleliczne mutacje w genie FANCD1/BRCA2, ktére u 80% pacjentéw pro-
wadzg do rozwoju AML przed 10. rokiem zycia. Dzieci z trisomig chromosomu 21. (T21,
zesp6t Downa) cechuje 150-krotnie wyzsze ryzyko rozwoju AML (zwtaszcza o fenotypie
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Tabela 1.1.3. Mutacje germinalne predysponujgce do nowotworéw uktadu krwiotworczego

Predyspozycja Sposéb Geny Zaburzony Choroba
genetyczna dziedziczenia szlak/funkcja
Anemia Fanconiego AR, XLR FANCA, FANCB, | Naprawa DNA | MDS, AML
FANCC,
FANCD1, inne
Dyskeratosis congenita | AD, AR, XLR DKC1, TERC, Stabilnosé MDS, AML
TINF2, TERT, telomerow
inne
Zesp6t Downa Sporadyczny Nieznane Wiele zabu- AMKL
rzen
RASopatie AD K-RAS, N-RAS, | Szlak RAS, NS-MPD,
NF1, SOS1, wiele zabu- JMML
PTPN11, inne rzeh
Niedobor GATA2 AD GATA2 Czynnik trans- | MDS, AML,
krypcyjny CMML
Trombocytopenia 2 AD ANKRD26 Szlak MAPK MDS, AML,
CML
Trombocytopenia 5 AD ETV6 Czynnik trans- | MDS
krypcyjny
Zespét Li-Fraumeni AD TP53 Naprawa DNA | AML, sAML
Zespot Turcota AR MLH1, MSH2, | Naprawa DNA | MDS, AML
MSH6, PMS2
Mutacje CEBPA AD CEBPA Czynnik trans- | AML
krypcyjny
Mutacje DDX41 AD DDX41 Splicing MDS, AML,
RNA i/lub CML
stabilnosé
telomeréw?
Duplikacje ATG2B/ AD ATG2B/GSKIP | Nieznane MPN, AML
/GSKIP
Mutacje ACD AD ACD Stabilnosé Zwtdknienie
telomeréw? szpiku
Mutacje SRP72 AD SRP72 Nieznane MDS
Mutacje RBBP6 AD RBBP6 Naprawa MPN
DNA?

AD — autosomalny dominujacy; AML (acute myeloid leukemia) — ostra biataczka szpikowa; AMKL (acute megakaryoblastic
leukemia) — ostra biataczka megakarioblastyczna; AR — autosomalny recesywny; CMML (chronic myelomonocytic leuke-
mia) — przewlekta biataczka mielomonocytowa; CML (chronic myelogenous leukemia) — przewlekta biataczka szpikowa;
JMML (juvenile myelomonocytic leukemia) — posta¢ mtodzieficza biataczki mielomonocytowej; MDS (myelodysplastic syndro-
mes) — zespoty mielodysplastyczne; MPN (myeloproliferative neoplasms) — nowotwory mieloproliferacyjne; NS-MPD (Noonan
syndrome/myeloproliferative disease) — choroba mieloproliferacyjna zwiagzana z zespotem Noonan; sAML (secondary AML)
— wtérna AML; XLR — recesywny sprzezony z chromosomem X
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megakarioblastycznym) w poréwnaniu z ich zdrowymi réwiesnikami. Do rozwoju biata-
czek predysponujg réwniez choroby wrodzone zwigzane z mutacjami w genach RAS, tak
zwane RASopatie. Przyktadem jest zesp6t Noonan, kt6ry u 10% chorych predysponuje do
rozwoju choréb mieloproliferacyjnych w wieku dzieciecym, ktére zwykle majg charakter
przejsciowy, jednak czasami moga ulec progresji do mtodzieficzej postaci biataczki mie-
lomonocytowej. W ostatnich latach wykryto nowe mutacje germinalne predysponujace do
rozwoju biataczek [14]. Dotyczg one gendw ANKRD26 (ankyrin repeat domain-containing
protein 26), GATA2 (GATA-binding factor 2), ETV6 (ETS translocation variant 6) i DDX41
(DEAD-box helicase 41). Wykrycie mutacji germinalnych predysponujgcych do nowotwo-
rzenia jest utrudnione w przypadku braku wyraznych objawéw klinicznych. Tymczasem
okoto 1% zdrowej populacji jest nosicielami takich mutacji. Najczestsze mutacje ger-
minalne predysponujgce do rozwoju nowotworéw uktadu krwiotworczego przedstawiono
w tabeli 1.1.3.

1.1.5. Rola mikrosrodowiska

Istnieje sieé interakcji miedzy komérkami krwiotwérczymi a otaczajgcym je mikroSro-
dowiskiem szpiku kostnego. Elementy niszy szpiku regulujg samoodnowe, proliferacje
i réznicowanie HSC, dlatego odgrywaja istotnag role w nowotworzeniu i decydujg 0 sku-
tecznosci leczenia [15]. U chorych z AML po allogenicznej transplantacji mikroSrodowi-
sko moze przeksztatcaé prawidtowe HSC od dawcy w komorki nowotworowe, powodujgc
nawrét choroby. Rowniez komérki biataczkowe moga przeksztatcaé otaczajace mikrosro-
dowisko tak, aby faworyzowato ekspansje subpopulacji nowotworowej oraz chronito jg
przed chemioterapeutykami, na przyktad przez wydzielanie czynnikéw proangiogennych
oraz cytokin prozapalnych (czynnik martwicy nowotworu alfa [TNFe, tumor necrosis fac-
tor alpha], interleukiny: IL-6, IL-18) stymulujacych proliferacje komdrek endotelialnych.
W zamian komdrki endotelialne produkujg czynnik stymulujacy tworzenie granulocytow
(G-CSF, granulocyte colony-stimulating factor), ktéry promuje ekspansje komérek biatacz-
kowych. U 30-70% przypadkéw chorych na MDS i AML w komérkach mezenchymalnych
zrebu szpiku stwierdza sie anomalie chromosomowe, co jest czynnikiem ztego rokowania
i Swiadczy o dynamicznym udziale mikroSrodowiska w przebiegu choroby. MikroSrodowi-
sko wspomaga komorki biataczkowe w nabywaniu chemioopornosci. Komérki biataczko-
we eksponowane na dziatanie cytarabiny (chemioterapeutyk uszkadzajgcy mitochondria)
majg zdolnoS¢ do pobierania funkcjonalnych mitochondriéw od komérek podscieliska
szpiku, tworzac z nimi bezposrednie potgczenia miedzykomdrkowe. Zwigzki blokujgce
interakcje komérek biataczkowych z mikrosrodowiskiem sg intensywnie testowane w ba-
daniach przedklinicznych i klinicznych (np. inhibitory receptora CXCR4 i czasteczek adhe-
zyjnych VLA-4 i E-selektyny).

1.1.6. Biataczkowe komorki macierzyste

Nowotwory uktadu krwiotwérczego charakteryzuje hierarchia komérkowa, w ktorej
Zrédtem populacji ze zmianami nowotworowymi jest niewielka frakcja komorek majacych
zdolnosé do samoodnowy i okre$lanych jako biataczkowe komérki macierzyste (LSC, leu-
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kemic stem cells). Biataczkowe komérki macierzyste sg zdolne do wywotania biataczki
po seryjnych przeszczepach u immunoniekompetentnych myszy oraz do czeSciowego
réznicowania do blastéw, ktére fenotypowo i morfologicznie odpowiadajg blastom dawcy
LSC. W celu uzyskania dtugotrwatej remisji stosowane terapie powinny doprowadzi¢ do
catkowitej eliminacji LSC, jest to jednak problematyczne, poniewaz komdrki te tatwo
wchodzg w stan uspienia, w ktérym sg mniej wrazliwe na chemioterapeutyki. Biatacz-
kowe komorki macierzyste stanowig powazne ograniczenia w skutecznosci leczenia kla-
sycznych przypadkéw CML wywotanych translokacjg BCR-ABL1, ktéra prowadzi do kon-
stytutywnej aktywnosci kinazy tyrozynowej ABL1 [16]. Zastosowanie inhibitoréw kinaz
tyrozynowych (TKI, tyrosine kinase inhibitors), takich jak imatynib, znacznie poprawito
rokowania chorych, jednak tylko u 10% pacjentéw w fazie chronicznej remisja utrzymuje
sie po odstawieniu TKI. Za czeste nawroty choroby odpowiadajg LSC, ktére mimo obec-
noSci translokacji BCR-ABL1 sg oporne na dtugotrwate dziatanie TKI. Badania nad sku-
tecznymi strategiami terapeutycznymi anty-LSC opierajg sie na analizach poréwnawczych
LSC z prawidtowymi HSC. Na przyktad biataczkowe komérki macierzyste w MDS cechuje
nadekspresja biatka IL1RAP (interleukin-1 receptor accessory protein) oraz markerow po-
wierzchniowych CD99 i CD123. Zwigzki celujgce w wymienione czgsteczki sg testowane
w badaniach przedklinicznych i klinicznych [17].

1.1.7. Wnioski

Nowoczesne narzedzia biologii molekularnej pozwalajg na odtworzenie kolejnosSci
nabywania zaburzehn oraz umozliwiajg czulsza detekcje mutacji w nielicznych klonach
biataczkowych. Postep ten umozliwia rozw6j medycyny spersonalizowanej, ktéra bedzie
dostosowana do molekularnego obrazu choroby poszczegdlnych pacjentow. Analizy NGS
znaczgco wptynety rdwniez na rozwdj terapii celowanych, ktére w przeciwienstwie do che-
mioterapeutykéw wykazujg o wiele silniejsza specyficznosé wzgledem komdrek z konkret-
ng mutacjg i sg mniej toksyczne dla komérek prawidtowych. W 2017 roku FDA zatwier-
dzita pierwsze leki celowane w leczeniu AML: midostauryne (inhibitor FLT3) i enasidenib
(inhibitor zmutowanej formy IDH2).
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