2.1. Patogeneza nowotworow ukiadu chionnego

Przemysfaw Juszczynski

2.1.1. Wprowadzenie

Réznicowanie i dojrzewanie limfocytow jest wieloetapowym i ztozonym procesem
0 wielopoziomowej regulacji. Limfocyty B i T pochodzg ze wspdinej progenitorowej komor-
ki limfopoezy, ich rozw6j jednak znaczaco sie rozni (ryc. 2.1.1). Wezesne stadia rozwoju
limfocytu B zachodzg w szpiku kostnym i sg niezalezne od egzogennych antygendw. Na
tym etapie dochodzi do rekombinacji segmentéw V, D i J genu tancucha ciezkiego (IgH,
immunoglobulin heavy) i lekkiego (IgL, immunoglobulin light) immunoglobulin. W proce-
sie tym uczestniczg biatka RAG (recombination activating gene) wprowadzajgce dwunicio-
we pekniecia DNA, niezbedne do zapoczatkowania rekombinacji. Ostatecznym wynikiem
rearanzacji jest ekspresja BCR (B-cell receptor) na powierzchni limfocytu B [1].

Dalszy etap rozwoju limfocytéw B zachodzi po opuszczeniu szpiku kostnego na sku-
tek kontaktu z antygenem w obwodowych narzadach chtonnych. Zwigzanie antygenu
przez BCR uruchamia kaskade sygnatowa, ktéra wraz ze wspomagajgcym sygnatem od
pomochiczego limfocytu T powoduje aktywacje limfocytu B. Aktywowany limfocyt B zaczy-
na intensywnie proliferowac, tworzac oSrodki rozmnazania grudki chtonnej (GC, germinal
center). W trakcie reakcji germinalnej dochodzi do hipermutacji somatycznych (SHM,
somatic hypermutations) oraz zmiany klas (CSR, class switch recombination) genéw
immunoglobulinowych limfocytdéw, prowadzgcej do dywersyfikacji repertuaru przeciwciat,
zwiekszenia ich powinowactwa do antygenu i zmiany ich funkcji efektorowych [2, 3]. Lim-
focyty, w ktorych procesy te przyczyniajg sie do powstania niefunkcjonalnych przeciwciat
0 obnizonym powinowactwie lub autospecyficznych, sg eliminowane w wyniku apoptozy.
Selekcje przechodzg jedynie te limfocyty, w ktdrych procesy edycyjne doprowadzity do
powstania funkcjonalnych przeciwciat o wysokim powinowactwie do antygenu. Limfocyty
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Rycina 2.1.1. Rozwdj limfocytow B i T i kluczowe czynniki transkrypcyjne regulujagce ich rézni-
cowanie; CLP (common lymphoid progenitor) — wspdlna limfoidalna komérka progenitorowa;
DN (double negative) — podwdjnie negatywny tymocyt; DP (double positive) — podwdjnie
pozytywny tymocyt; ETP (early T-lineage progenitor) — wczesna komorka progenitorowa lim-
focytu T; MALT (mucosa-associated lymphoid tissue) — tkanka limfatyczna bton Sluzowych;
TCR (T-cell receptor) — receptor T-komdrkowy; CSR (class switch recombination) — zmiana
klas; SHM (somatic hypermutations) — hipermutacje somatyczne; BCR (B-cell receptor) —
receptor B-komérkowy

takie ostatecznie przeksztatcajg sie w komérki plazmatyczne produkujgce przeciwciata
lub w komérki pamieci. Poniewaz w trakcie SHM i CSR dochodzi do powstania przejs-
ciowych podwdjnych peknie¢ nici DNA, limfocyty germinalne sg naturalnie narazone na
powstanie translokacji i mutacji w obrebie onkogenodw.

W przypadku rozwoju limfocytow T kluczowa role odgrywa kontakt komdrek prekur-
sorowych (tymocytéw) z komdrkami epitelialnymi zrebu grasicy. Komorki grasicy wytwa-
rzajg niezbedne dla limfopoezy komérek T ligandy i czynniki wzrostu. Po wytworzeniu
prereceptora (pre-TCR, pre T-cell receptor) prekursory limfocytow T réznicujg sie w ko-
mérki podwdjnie pozytywne CD4+CD8+, ktdre po udanym przejsciu selekcji negatywnej
i pozytywnej opuszczajg grasice jako limfocyty CD4+ lub limfocyty CD8+. Podobnie jak
w przypadku BCR, r6znorodnoS¢ TCR wynika z rearanzacji gendw we wczesnym stadium
rozwoju [4, 5]. W przeciwienstwie jednak do limfocytéw B, DNA limfocytow T nie podlega
SHM ani CSR. Rdznice te wigzg sie z rzadziej wystepujgcymi niepozadanymi zdarzeniami
molekularnymi i z transformacjg chtoniakowg w limfocytach T, a tym samym mniejszg
czestoscig wystepowania chtoniakéw T-komdrkowych w pordwnaniu z chtoniakami wywo-
dzacymi sie z limfocytéw B.
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2.1.2. Molekularne podstawy patogenezy chtoniakow

Translokacje chromosomalne sg czestymi aberracjami genetycznymi prowadzacymi
do rozwoju chtoniakéw. Fizjologiczne procesy edycji gendw immmunoglobulinowych i/
/lub TCR oraz zachodzace w ich trakcie podwdjne pekniecia DNA sprzyjajg translokacjom
z ich udziatem [6-8]. Zréwnowazone translokacje w chtoniakach najczesciej polegaja
na przemieszczeniu onkogenu w obreb kontroli regionéw regulatorowych loci Ig lub TCR
(tab. 2.1.1). Do najczestszych translokacji zachodzacych w trakcie rekombinacji VDJ
nalezg translokacje t(14;18) i t(11;14). Translokacja t(14;18) prowadzi do wtgczenia
genu BCL2 w obreb kontroli sekwencji wzmacniajgcych IgH, a w konsekwencji — do nad-
ekspresji tego antyapoptotycznego biatka [9]. Translokacja ta wystepuje w wiekszosci
chtoniakéw grudkowych (FL, follicular lymphoma) i czeSci chtoniakéw rozlanych z duzych
komérek B (DLBCL, diffuse large B-cell lymphoma). Translokacja t(11;14) powoduje na-
tomiast wtaczenie genu CCND1 (cyclin D1) w obreb kontroli locus IgH, prowadzac do
nadekspresji cykliny D1 [10]. Translokacja ta wystepuje typowo w chtoniaku z komdrek
ptaszcza (MCL, mantle cell lymphoma). Te typowe dla FL, DLBCL i MCL, wystepujgce
w szpiku rearanzacje wymagajag kooperacji innych, wtérnych aberracji genetycznych, wy-
stepujacych w centrum germinalnym, dlatego nowotwory z t(14;18) i t(11;14) wywodzg
sie ze Srodowiska grudek chtonnych, a nie szpiku [11]. Translokacje zachodzagce w trak-
cie reakcji germinalnej nastepujg w wyniku btedéw podczas zmiany klas immunoglobulin
lub hipermutacji somatycznej. Miejsca ztamarn w obrebie sekwencji ,switch” locus IgH
wskazujg na nieprawidtowe tgczenie ztaman DNA w trakcie reakcji zmiany klas [12].
Translokacje w tym mechanizmie dotyczg ¢-MYC (v-myc myelocytomatosis viral oncogene
homolog) [1(8;14)] w sporadycznym chtoniaku Burkitta, BCL6 [t(3;14)] w DLBCL, FGFR
[t(4;14)], c-MAF [t(14;16)] i MUM1/IRF4 [t(6;14)] w szpiczaku plazmocytowym. W przy-
padku translokacji powstajgcych w wyniku hipermutacji somatycznej miejsca ztaman lezg
w obszarach mutowanych w procesie SHM, czyli w obrebie regionéw zmiennych (V re-
gion) lub regionéw J. Translokacje w tym mechanizmie dotycza czesci translokacji c-MYC
w endemicznym podtypie chtoniaka Burkitta. Translokacje powstajgce w GC wymagaja
obecnosci deaminazy indukowanej aktywacja (AID, activation-induced deaminase).

Konsekwencjg translokacji moze byé réwniez powstanie gendw fuzyjnych, ktdrych
produkty biatkowe wykazujg konstytutywng aktywno$é modulatora transkrypcji, modu-
latora epigenetycznego, kinazy lub inng aktywno$é enzymatyczng. Naleza do nich mie-
dzy innymi translokacje RUNX1 (runt-related transcription factor 1) w ostrej biataczce
limfoblastycznej (ALL, acute lymphoblastic leukemia), rearanzacje metylotransfrazy MLL
(mixed lineage leukemia) w ALL, translokacja BCR-ABL1 w ALL, fuzje kinazy ALK (NPM1-
-ALK, nucleophosmin-1-anaplastic lymphoma receptor tyrosine kinase) w chtoniaku ana-
plastycznym z duzych komérek (ALCL, anaplastic large cel lymphoma) oraz translokacje
parakaspazy MALT1 (API2-MALT1, mucosa associated lymphoid tissue lymphoma trans-
location gene 1) w chtoniakach strefy brzeznej (MZL, marginal zone lymphoma) [13].

Waznym mechanizmem patogenetycznym w rozwoju chtoniakéw B-komorkowych jest
nieprawidtowa hipermutacja somatyczna (ASHM, aberrant SHM). Proces ten dotyczy ge-
néw nieimmunoglobulinowych i obejmuje czesci kodujgce lub regulatorowe gendw, zatem
mutacje wprowadzone wskutek ASHM powodujg zmiany w ekspresji i/lub ich aktywnosci.
Mutacje, ktére moga wynika¢ z ASHM, zidentyfikowano w obrebie ponad 6000 gendéw,
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Tabela 2.1.1. Najczestsze rearanzacje genetyczne w nowotworach uktadu chionnego

Nowotwor | Rearanzacja Deregulowany gen Konsekwencje

uktadu lub biatko fuzyjne

chtonnego

B-ALL 1(12;21)(p13;922) ETV6-RUNX1 Zaburzenia transkrypcji
1(1;19)(023;p13) TCF3-PBX1 Zaburzenia transkrypcji
1(9;22)(934;011.2) BCR-ABL1 Zaburzona transdukcja sygnatu
t(14;...)(023;...) MLL Zaburzenia epigenetyczne
Rearanzacje CRLF2 Zaburzona transdukcja sygnatu
Xp22Yp11

T-ALL 1(10;11)(p13- CALM-AF10 Zaburzenia transkrypcji
-14;914-21)
1(10;11)(p12;914) PICALM-MLLT10 Zaburzenia transkrypcji
1(5;14)(035;032) HOX11L2-BCL11B Zaburzenia transkrypcji
1(1;14)(p32;911) TAL1 Zaburzenia transkrypcji
1(1;7)(p32;034) TAL1 Zaburzenia transkrypcji
1(11;14)(p13;911) LMO2 Zaburzenia transkrypcji
1(7;11)(034;p13) LMO2 Zaburzenia transkrypcji
1(11;14)(p15;911) TLX1 Zaburzenia transkrypcji
1(11;14)(p15;911) TLX3 Zaburzenia transkrypcji
inv(7)(p15q34) HOXA Zaburzenia transkrypcji
t(7;7)(p15;034) HOXA Zaburzenia transkrypcji
del 9934 SET-NUP214 Zaburzenia transkrypcji
inv(14)(q13932.33) NKX2.1 Zaburzenia transkrypcji
1(7;14)(034;913) NKX2.1 Zaburzenia transkrypcji
1(6;7)(023;034) c-MYB Zaburzenia transkrypcji

DLBCL 1(3;...)(027;...) BCL6 Deregulacja apoptozy, réznico-

wania i odpowiedzi na uszkodze-
nia DNA

1(14;18)(032;921) BCL2 Deregulacja apoptozy
1(8;...)(924;...) MYC Zaburzenia proliferacji

FL 1(14;18)(032;921) BCL2 Deregulacja apoptozy
1(2;18)(p11;921) BCL2 Deregulacja apoptozy
1(18;22)(921;911) BCL2 Deregulacja apoptozy

MCL 1(14;14)(913;932) CCND1 Indukcja cyklu komérkowego

i proliferacji

—
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Nowotwor | Rearanzacja Deregulowany gen Konsekwencje

uktadu lub biatko fuzyjne

chionnego

MZL 1(11;18)(921;021) API2-MALT1 Zaburzona transdukcja sygnatu
1(1;14)(p22;032) BCL10 Zaburzona transdukcja sygnatu
t(1;2)(p22;p12) BCL10 Zaburzona transdukcja sygnatu
1(14;18)(921;032) MALT1 Zaburzona transdukcja sygnatu
1(3;14)(p14;032) FOXP1 Zaburzona transkrypcja

PCM t(4;14)(p16;032) FGFR3 i MMSET Zaburzony cykl komérkowy
1(6;14)(p21;032) CCND3 Zaburzony cykl komérkowy
t(11:14)(913;032) CCND1 Zaburzony cykl komérkowy
1(14;16)(923;032) MAF Zaburzony cykl komérkowy
t(14;20)(932;012) MAFB Zaburzony cykl komérkowy

LPL 1(9;14)(p13;032) PAX5 Zaburzona transkrypcja

cHL t(16;...)(p.13;...) C2TA Dziatanie immunomodulujgce

PMBL 1(16;...)(p.13...) C2TA Dziatanie immunomodulujgce

BL 1(8;14)(924;032) MYC Zaburzenia proliferacji
1(8;22)(q24;911) MYC Zaburzenia proliferacji
1(2;8)(p12;024) MYC Zaburzenia proliferacji

T-PLL Abn 8, t(8;8) MYC Zaburzenia proliferacji
(p12;911)
1(14;14)(911;932) TCL1 Zaburzona transdukcja sygnatu
1(X;14)(q28;911) MTCP1 Zaburzona transdukcja sygnatu

ALCL, 1(2;5)(p23;035) ALK/NPM1 Zaburzona transdukcja sygnatu

Al 1(1;2)(925;p23) ALK/TPM3 Zaburzona transdukcja sygnatu
1(2;3)(p23;011) ALK/TFG Zaburzona transdukcja sygnatu
inv(2)(p230935) ALK/ATIC Zaburzona transdukcja sygnatu
1(2;47)(p23;923) ALK/CLTC Zaburzona transdukcja sygnatu

ALCL, 1(6;7)(p25;932.3) DUSP22-FRA7TH Zaburzenia epigenetyczne

ALK~

PTCL, NOS | t(5;9)(033;022) ITK-SYK Zaburzona transdukcja sygnatu

ALCL (anaplastic large cell lymphoma) — chtoniak z duzych komérek anaplastyczny; B-ALL (B lymphoblastic leukemia/lympho-
ma) — biataczka/chtoniak limfoblastyczny z komérek B; BL (Burkitt lymphoma) — chtoniak Burkitta; cHL (classical Hodgkin
lymphoma) — klasyczny chtoniak Hodgkina; DLBCL (diffuse large B-cell lymphoma) — chtoniak rozlany z duzych komérek B;
FL (follicular lymphoma) — chtoniak grudkowy; LPL (lymphoplasmacytic lymphoma) — chtoniak limfoplazmocytowy; MCL (man-
tle cell ymphoma) — chtoniak z komérek ptaszcza; MZL (marginal zone lymphoma) — chtoniak strefy brzeznej; PCM (plasma
cell myeloma) — szpiczak plazmocytowy; PMBL (primary mediastinal [thymic] large B-cell lymphoma) — pierwotny chtoniak
Srodpiersia z duzych komérek B; PTCL, NOS (pe-ripheral T-cell lymphoma, not otherwise specified) — chtoniak z obwodowych
komoérek T, blizej nieokreslony; T-ALL (T lymphoblastic leukemia/lymphoma) — biataczka/chtoniak limfoblastyczny z komé-

rek T; T-PLL (T-cell prolymphocytic leukemia) — biataczka prolimfocytowa z komérek T
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w tym kinazy PIM1 (proviral integration site-1), BCL6 (B-cell lymphoma 6), MYC, RhoH/TTF
(Ras homolog gene family, member H), FAS (TNF superfamily member 6), PAX5 (paired box
gene 5), BCL2 (B-cell lymphoma 2) oraz EZH2 (enhancer of zeste homolog 2) [14-16].

Oprécz wymienionych mechanizméw w nowotworach uktadu chtonnego pojawiaja
sie czeste mutacje somatyczne oraz zmiany liczby kopii genéw dotyczacych czynnikéw
transkrypcyjnych, biatek sygnatowych, regulatoréw cyklu komérkowego i genéw supreso-
rowych. Te aberracje strukturalne prowadzg do zaburzen w dojrzewaniu i réznicowaniu
limfocytdw, zaburzen w regulacji cyklu komérkowego i apoptozy, deregulacji szlakdw syg-
natowych i zwykle wigzag sie z okreslonymi typami nowotworéw uktadu chtonnego. Ich
liczba znacznie sie rézni miedzy poszczegblnymi nowotworami, oscylujac od kilku w ALL
z komorek B (B-ALL, B-cell acute lymphoblastic leukemia) do kilkudziesieciu lub nawet
kilkuset w genomie DLBCL. Liczba tych zmian podlega ciagtej ewolucji w trakcie ewolucji
klonalnej nowotworu [17, 18].

2.1.3. Konsekwencje genetycznych aberracji strukturalnych
w nowotworach uktadu chtonnego

2.1.3.1. Zahurzenia réznicowania

Prawidtowa limfopoeza wymaga skoordynowanego, hierarchicznego i ograniczonego
w czasie dziatania licznych czynnikéw transkrypcyjnych. Aberracje strukturalne prowadza-
ce do zaburzeri ich aktywnosci, na przyktad wskutek hipermutacji somatycznych regionéw
kodujacych i/lub promotorowych, i/lub translokacji, powodujg zahamowanie prawidtowe-
g0 przebiegu réznicowania limfocytow. Zaburzenia te sprzyjajg akumulacji dodatkowych
aberracji molekularnych i stanowig czesty mechanizm patogenetyczny w rozwoju nowo-
tworéw limfoidalnych (ryc. 2.1.1, 2.1.2, tab. 2.1.2). Do najczestszych aberracji tego
typu w nowotworach z prekursorowych limfocytéw B naleza zmiany w genach kodujacych
czynniki transkrypcyjne IKZF1 (IKAROS family zinc finger 1), PAX5 (paired box 5) i EBF1
(early B-cell factor 1). Gen IKZF1 koduje czynnik transkrypcyjny niezbedny do prawidto-
wego réznicowania i dojrzewania limfocytéw B przez wptyw na ekspresje miedzy innymi
gendw RAG1/2. Inaktywacja IKZF1 powoduje zatrzymanie réznicowania limfocytéw B,
a delecja IKZF1 przyspiesza wystgpienie ALL w mysim modelu tej choroby z towarzy-
szgcg rearanzacjg BCR-ABL1. Inaktywacja tego czynnika transkrypcyjnego dotyczy okoto
15-20% dzieci z ALL, czesto wspdtwystepuje z rearanzacjg BCR-ABL1 i stanowi wazny
molekularny czynnik ryzyka w tej chorobie [17].

Deregulacja onkogenu BCL6 jest najczestszym zaburzeniem molekularnym w DLBCL.
Gen BCL6 zostat po raz pierwszy sklonowany z translokacji chromosomalnych t(3;14)
(027;032) oraz 1(3;22)(q27;911). Gen BCL6 koduje biatko nalezace do rodziny repre-
soréw transkrypcyjnych charakteryzujacych sie obecnosScig domeny BTB/POZ oraz
palcow cynkowych [19]. Dimeryzacja BCL6 powoduje rekrutacje korepresoréw (BCOR,
NCoR, SMRT, MTA3), ktére odpowiadajg za biologiczne funkcje tego biatka. Ekspresja
BCL6 w limfocytach B jest niezbedna do rozpoczecia reakcji germinalnej. W obrebie GC
BCL6 kontroluje ekspresje gendw, ktorych represja zwieksza tolerancje na fizjologiczne
uszkodzenia DNA wynikajgce ze specyfiki reakcji germinalnej, reguluje progresje cyklu
komérkowego, aktywacje limfocytéw oraz ich réznicowanie. Wyciszenie ekspresji BCL6
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Tabela 2.1.2. Czynniki transkrypcyjne warunkujace prawidtowy przebieg réznicowania
limfocytow, ulegajace deregulacji w nowotworach uktadu chionnego

Typ Deregulowane czynniki transkrypcyjne

B-ALL PAX5, IKZF, ETV6, RUNX1, EBF1, HOXA, MEIS1

MzZL FOXP1

DLBCL BCL6, BLIMP1, XBPI, SPI-B, IRF4, MYC, PAX5, IRF8, BOB1 (POU2F1)
BL MYC

PCM IRF4, BLIMP1, XBPI

cHL ID2, BOB1, PU.1, OCT2, ABF1, NOTCH1, E2A

T-ALL NOTCH1, TAL1, TAL2, HOX11, HOX11L2, LYL1, LEF1, ETV6

B-ALL (B lymphoblastic leukemia) — biataczka/chtoniak limfoblastyczny z komarek B; BL (Burkitt lymphoma) — chtoniak Bur-
kitta; cHL (classical Hodgkin lymphoma) — klasyczny chtoniak Hodgkina; DLBCL (diffuse large B-cell lymphoma) — chtoniak
rozlany z duzych komérek B; MZL (marginal zone lymphoma) — chtoniak strefy brzeznej; PCM (plasma cell myeloma) — szpi-
czak plazmocytowy; T-ALL (T lymphoblastic leukemia/lymphoma) — biataczka/chtoniak limfoblastyczny z komérek T

jest wymagane do zakoriczenia reakcji germinalnej i dalszego rdéznicowania limfocytow
w komorki pamieci lub plazmocyty. Konstytutywna ekspresja BCL6 wskutek zaburzen
strukturalnych (translokacji, nieprawidtowej hipermutacji somatycznej) lub mechanizméw
czynno$ciowych uniemozliwia réznicowanie limfocytéw, sprzyja akumulacji dodatkowych
zaburzen genetycznych i indukuje powstanie DLBCL.

Czynnik transkrypcyjny BLIMP1/PRDM1 (PR domain containing 1, with ZNF doma-
in) jest kluczowym biatkiem warunkujgcym prawidtowy przebieg réznicowania limfocytow
germinalnych w kierunku plazmablastéw/plazmocytéw. Utrata funkcji PRDM1 prowadzi
do zahamowania réznicowania na etapie plazmablastu i rozwoju DLBCL. Utrata tego
czynnika transkrypcyjnego w DLBCL moze nastepowaé wskutek wielu alternatywnych
mechanizmdéw, miedzy innymi delecji homozygotycznych i mutacji [20, 21]. Do czynno-
Sciowego wytgczenia ekspresji BLIMP1 moze réwniez dojS¢ w wyniku represji transkryp-
cji genu PRDM1 przez ulegajacy translokacji BCL6. Do zahamowania ekspresji i utraty
BLIMP1 w DLBCL prowadzi réwniez nadekspresja czynnika transkrypcyjnego SPI-B (SPI-B
transcription factor, SPI-1/PU.1 related) [22]. Do zaburzen w programie dojrzewania/
/réznicowania limfocytéw germinalnych prowadza ponadto mutacje w czynnikach regula-
cji epigenetycznej (CREBBP/p300, EZH2, MLL2 i in.) [2, 23-28].

2.1.3.2. Zahurzenia cyklu komorkowego i apoptozy

Rearanzacje i mutacje onkogendw i/lub nowotworowych gendw supresorowych
w nowotworach uktadu chtonnego prowadza do zaburzerh w kontroli cyklu komérkowego
i przebiegu apoptozy [29]. Translokacja MYC i/lub nadekspresja tego biatka promujg
progresje z fazy GO/G1 do fazy S cyklu komdrkowego poprzez indukcje ekspresji cyklin
i kinaz zaleznych od cyklin (cyklina-D-CDK4 i cyklina-E-CDK2) oraz zahamowanie eks-
presji inhibitorow CDK (CDK, cyclin-dependent kinases), p21 i p15 [30-35]. Niekontro-
lowanej proliferacji komérek sprzyjaja réwniez czeste aberracje dotyczace onkogendw
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promujacych progresje cyklu komérkowego — cyklin i kinaz cyklinozaleznych, na przyktad
CCND1, CCND3, CDK4 (tab. 2.1.3).

Utrata aktywnosci biatek kontrolnych cyklu komérkowego RB (retinoblastoma) i p53 cze-
sto towarzyszy transformacji chtoniakéw indolentnych do chtoniakéw agresywnych. Utrata
locus p53(17p) i/lub mutacje inaktywujgce TP53 prowadzg do utraty zdolnosci komérki do
zahamowania cyklu komérkowego i indukcji apoptozy w odpowiedzi na uszkodzenia DNA
[29]. Podobne konsekwencje powoduje utrata genu ATM (ataxia-telangiectasia mutated)
kodujacego kinaze inicjujgca odpowiedZ komérki na uszkodzenia DNA i prowadzacg do za-
trzymania cyklu komorkowego lub apoptozy. Inaktywacja p53 i ATM w nowotworach uktadu
chtonnego stanowi niekorzystny czynnik rokowniczy [27, 36, 37]. Dysfunkcje szlaku p53
mogg sie pojawiaé réwniez w wyniku mutacji i zaburzen ekspresji regulatoréw p53, w tym
MDM2 (mouse double minute 2 homolog), aberracji CDKN2A (cyclin-dependent kinase inhi-
bitor 2A) i COP1 (caspase recruitment domain-containing protein 16) [29].

Zaburzenia procesu apoptozy w chtoniakach dotyczg zaréwno szlaku zewnatrzpo-
chodnego (wyzwalanego przez sygnaty zewnetrzne dziatajgce na receptory Smierci), jak
i wewnatrzpochodnego (mitochondrialnego). Podstawowe znaczenie w kontroli wewnatrz-
pochodnego szlaku apoptotycznego ma rodzina biatek BCL2. Zaburzenia w zapoczatkowa-
niu apoptozy moga wynikaé ze strukturalnych mechanizméw genetycznych prowadzacych
do nadekspres;ji biatek antyapoptotycznych lub utraty biatek proapoptotycznych [38].

Translokacja t(14;18) w FL i w DLBCL prowadzaca do nadekspresji antyapoptotycz-
nego biatka BCL2 stanowi jedno z najczestszych zaburzen w szlaku mitochondrialnym.

Tabela 2.1.3. Strukturalne przyczyny zmian aktywnosci szlakéw sygnatowych w nowo-
tworach uktadu chtonnego

Proces/ | Zaburzenia moleku- Nowotwory uktadu chtonnego | Konsekwencje
szlak larne
Cykl ko- Nadekspresja MYC BL, DLBCL, PCM, T-ALL, inne | Niekontrolowana proli-
moérkowy | Nadekspresja CCND1 | MCL feracja
Nadekspresja CCND3 | DLBCL, SMZL, PCM
Inaktywacja CDKN2A MCL, FL, DLBCL
Inaktywacja RB DLBCL, PCM, cHL
Apoptoza | Inaktywacja FAS FL, MALT, DLBCL, PCM, cHL Opornos¢ na dziatanie
Translokacje BCL2 FL, DLBCL, CLL czynnikéw indukujacych
apoptoze
Migracja | Inaktywacja GNA13, FL, DLBCL, BL Zaburzenia migracji,
RHOA, S1PR2, rozsiew choroby
ARHGEF1, MEF2B
Szlak Inaktywacja p53 T-ALL, chtoniaki NK/T i PTCL, | Zaburzenia w odpowie-
p53 B-ALL, PLL, CLL, MZL, MCL, dzi na stres komorkowy
BL, HCL, cHL, FL, DLBCL, (m.in. uszkodzenia
PCM DNA), zaburzenia
Nadekspresja MDM2 cHL, DLBCL, FL, MCL, MZL, naprawy DNA, cyklu
BL, ALL, AML, CLL, PCM komoérkowego, starzenia
Inaktywacja ATM CLL, MCL, T-PLL komérek i autofagii

—
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Tabela 2.1.3. cd. Strukturalne przyczyny zmian aktywnosci szlakéw sygnatowych w no-
wotworach uktadu chtonnego

Proces/ | Zaburzenia moleku- Nowotwory uktadu chtonnego | Konsekwencje

szlak larne

NF-«B Inaktywacja TNFAIP3 DLBCL, FL, cHL, MZL Proliferacja i aktywacja
Mutacje MYD88 LPL, DLBCL, CLL komorek, dziatanie
Mutacje CARD11 DLBCL, MCL antyapoptotyczne

Inaktywacja TRAF2 DLBCL, cHL
Inaktywacja TRAF3 PCM
Nadekspresja cREL DLBCL, cHL

Inaktywacja IKBA HL
Nadekspresja MALT1 MALT

PI3K/AKT | Mutacje PI3BKCD, DLBCL, MCL Proliferacja, wzrost,
PIK3R1 DLBCL, MCL, PTCL zwiekszenie translacji
Mutacje MTOR T-ALL, DLBCL biatek, dziatanie anty-
Inaktywacja PTEN T-ALL apoptotyczne

Inaktywacja SHIP1
Inaktywacja GNA13,

RHOA
MAPK Mutacje BRAF HCL, PCM, T-ALL, B-ALL Proliferacja, dziatanie
Mutacje N-RAS MM, T-ALL, B-ALL antyapoptotyczne
Mutacje K-RAS MM, T-ALL, B-ALL
JAK/STAT | Amplifikacje JAK2 cHL, PMBL Proliferacja, dziatanie
Biatka fuzyjne CRLF2, | T-ALL, B-ALL, PTCL antyapoptotyczne
JAK2 i innych kinaz cHL, MCL
tyrozynowych
Inaktywacja SOCS1
Remode- | Inaktywacja EZH2 DLBCL, FL, T-ALL Zaburzenia ekspresji
lowanie Inaktywacja MLL2 DLBCL, FL gendw i aktywnosci
chroma- | Inaktywacja MEF2B DLBCL, FL czynnikéw transkryp-
tyny Inaktywacja CREBBP DLBCL, FL cyjnych
Inaktywacja P300 FL, T-ALL

B-ALL (B lymphoblastic leukemia/lymphoma) — biataczka/chtoniak limfoblastyczny z komérek B; BL (Burkitt lymphoma) —
chtoniak Burkitta; cHL (classical Hodgkin lymphoma) — klasyczny chtoniak Hodgkina; CLL (chronic lymphocytic leukemia) —
przewlekta biataczka limfocytowa; DLBCL (diffuse large B-cell lymphoma) — chtoniak rozlany z duzych komérek B; FL (follicular
lymphoma) — chtoniak grudkowy; HCL (hairy cell leukemia) — biataczka wtochatokomérkowa; LPL (lymphoplasmacytic lym-
phoma) — chtoniak limfoplazmocytowy; MALT (mucosa-associated lymphoid tissue) — pozaweztowy chtoniak strefy brzeznej
typu MALT; MCL (mantle cell lymphoma) — chtoniak z komérek ptaszcza; MZL (marginal zone lymphoma) — chtoniak strefy
brzeznej; PCM (plasma cell myeloma) — szpiczak plazmocytowy; PMBL (primary mediastinal [thymic] large B-cell lymphoma)
— chtoniak pierwotny $rédpiersia z duzych komérek B; PTCL (peripheral T-cell lymphoma) — chtoniak z obwodowych komérek
T; SMZL (splenic B-cell marginal zone lymphoma) — $ledzionowy chtoniak strefy brzeznej; T-ALL (T lymphoblastic leukemia/
/lymphoma) — biataczka/chtoniak limfoblastyczny z komérek T; T-PLL (T-cell prolymphocytic leukemia) — biataczka prolimfo-
cytowa z komérek T
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Nowotworowe limfocyty charakteryzujg sie réwniez nadekspresja innych biatek antyapop-
totycznych, w tym MCL1 (myeloid cell leukemia 1), BCL-xL (B-cell lymphoma-extra large),
BFL1/A1 (BCL2 related protein A1), lub utratg ekspresji biatek proapoptotycznych (np.
BIM, BCL2-interacting mediator of cell death) [39].

W okoto 20% przypadkéw chtoniakéw B-komérkowych wywodzacych sie z komdrek
germinalnych lub postgerminalnych obserwuje sie mutacje somatyczne w genie recep-
tora Smierci FAS. Mutacje FAS sg czestsze w chtoniakach rozwijajgcych sie na podtozu
procesOw autoimmunizacyjnych [40].

2.1.3.3. Zahurzenia transdukcji sygnatu

Aberracje strukturalne dotyczace gendw biatek szlakdéw sygnatowych zwykle prowa-
dzg do ich konstytutywnej aktywacji, pobudzenia limfocytéw, niekontrolowanej proliferacji
komérek nowotworowych i ich opornosci na sygnaty proapoptotyczne. Do najczesciej
zmienionych uktadéw sygnatowych nalezg szlaki sygnatowe prowadzace do aktywacji
czynnika transkrypcyjnego NF-xB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated
B-cells), osi PI3BK/AKT (phosphatidylinositol 3-kinase/protein kinase B), szlaku MAPK
(mitogen-activated protein kinase) oraz kaskady JAK (Janus kinase)/STAT (signal trans-
ducer and activator of transcription).

Do konstytutywnej aktywacji czynnika transkrypcyjnego NF«B w chtoniakach moga
prowadzi¢ aktywujgce mutacje w genach biatek odpowiadajgcych za transdukcje sygna-
tow z receptordéw powierzchniowych (m.in. w domenie ITAM (immunporeceptor tyrosine-
-based activation motif) CD79A/B, TNFAIP3/A20 [TNF alpha-induced protein 3], CARD11
[caspase recruitment domain-containing protein 11], MYD88 [myeloid differentiation
primary response gene 88|, BCL10 [B-cell lymphoma/leukemia 10], MALT1, RANK [re-
ceptor activator of nuclear factor kB], TRAF2 i TRAF5 [TNF receptor-associated factor 2
and 5], MAP3K7 [mitogen-activated protein kinase kinase kinase 71) [6, 27, 41, 42].
Konsekwencjg konstytutywnej aktywnosci NF«B jest miedzy innymi ekspresja gendw
warunkujgcych progresje cyklu komorkowego i proliferacje (cyklina D2) oraz gendw anty-
apoptotycznych BCL2, BFL1/A1 (BCL2 related protein A1), BCL-xL, TRAF1, c-IAP (cellular
inhibitor of apoptosis 1), c-FLIP (cellular FLICE-like inhibitory protein). Konstytutywna
aktywnosé szlaku PI3K-AKT moze wynika¢ z mutacji aktywujacych PIK3CD (phosphati-
dylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase, catalytic subunit delta), PIK3R1 (phosphatidy-
linositol 3-kinase regulatory subunit alpha) i mTOR (mammalian target of rapamycin), jak
réwniez z inaktywacji PTEN (phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome
ten), SHIP1 (phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate 5-phosphatase 1). Do aktywacji
tego szlaku prowadza rowniez czeste w FL i DLBCL mutacje GNA13 (G protein subunit
alpha 13), RHOA (Ras homolog family member A) i ARHGEF1 (Rho guanine nucleotide
exchange factor 1) [43]. Podobne konsekwencje ma aktywno$¢ uktadéw sygnatowych
zwigzanych z BCR, kinazg SYK (spleen tyrosine kinase), biatkiem RAS oraz wskutek
dziatania fuzyjnych kinaz, miedzy innymi NPM-ALK (nucleophosmin-anaplastic lympho-
ma kinase) i BCR-ABL1 (BCR-V-abl Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 1)
[44-46]. W wyniku aktywacji kinazy AKT nastepuje miedzy innymi inaktywacja czynnikéw
proapoptotycznych BIM i BAD (BCL2-associated death promotor), pobudzenie proliferacji
i aktywnoSci metabolicznej komorki oraz nasilenie translacji biatek. Nadmierna aktyw-
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no$¢ szlaku PI3K/AKT prowadzi do inaktywacji czynnikéw transkrypcyjnych FOXO1 (for-
khead box 01) i FOX03a (forkhead box 03), a w konsekwencji — do zahamowania ich
proapoptotycznego dziatania [45, 47].

Zaburzenia szlaku MAPK moga wynika¢ z aktywujacych mutacji w obrebie KRAS
(v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog), NRAS (neuroblastoma RAS viral
oncogene homolog) i BRAF (serine/threonine-protein kinase B-Raf). Mutacje aktywujace
RAS wystepujg stosunkowo czesto w szpiczaku plazmocytowym (PCM, plasma cell mye-
loma), ALL z komérek T (T-ALL), B-ALL z hipodiploidig, mutacje BRAF za$ spotykane sg
u praktycznie wszystkich chorych z biataczkg wtochatokomaorkowg (HCL, hairy cell leuke-
mia) [48-52]. W innych nowotworach uktadu chtonnego wymienione mutacje wystepuja
stosunkowo rzadko. Do aktywacji kaskady MAPK moga prowadzi¢ réwniez konstytutyw-
nie aktywne kinazy bedace produktami genéw fuzyjnych, na przyktad BCR-ABL1 w B-ALL
lub NPM-ALK w ALCL [53].

Aktywacja szlaku JAK/STAT w chtoniakach nastepuje zwykle w wyniku amplifikacji
locus kinazy JAK2 (9p23) lub jako efekt mutacji inaktywujacych biatka SOCS (suppres-
sor of cytokine signalling). Do aktywacji czynnikdw transkrypcyjnych STAT moze docho-
dzi¢ réwniez wskutek mutacji aktywujgcych samych biatek STAT (np. mutacje aktywujgce
STAT6 w chtoniaku grudkowym) oraz dziatania konstytutywnie aktywnych kinaz, na przy-
ktad BCR-ABL1 lub ALK [54-56]. Do innych przyczyn aktywacji szlaku JAK/STAT nalezg
rearanzacje receptoréw cytokinowych (CRLF2, cytokine receptor-like factor 2) i kinaz tyro-
zynowych w B-ALL [57, 58]. Rearanzacje te, wystepujgce u 10-30% chorych z tym nowo-
tworem i wigza sie z gorszym rokowaniem (tzw. BCR-ABL-like ALL). Aktywujacy wptyw na
przekaznictwo w tym szlaku majg réwniez translokacje prowadzace do powstania genéw
fuzyjnych, takich jak TEL-JAK2 (ETS variant gene 6 — Janus kinase 2) w T-ALL, PAX5-
-JAK2 (paired box 5 — Janus kinase 2) w B-ALL, PCM1-JAK2 (pericentriolar material 1 —
Janus kinase 2) w chtoniakach T-komorkowych [58]. W nowotworach uktadu chtonnego
mutacje aktywujgce JAK2 sa rzadsze niz w nowotworach uktadu krwiotwérczego i dotycza
niektorych podtypéw ALL. Aktywacja kinazy JAK2 prowadzi do konstytutywnej aktywnosci
czynnikdéw transkrypcyjnych STAT3 i STAT5 stymulujgcych proliferacje i dziatajgcych anty-
apoptotycznie.

2.1.4. Zahurzenia epigenetyczne

Regulacja epigenetyczna stanowi istotny mechanizm wptywajacy na réznicowanie
i funkcje prawidtowych limfocytow. Mechanizmy epigenetyczne obejmujg niezalezne od
pierwszorzedowej sekwencji DNA zmiany wptywajace na funkcjonowanie genomu i eks-
presje gendw. Nalezg do nich: modyfikacje kowalencyjne biatek histonowych (m.in. me-
tylacja i acetylacja), metylacja DNA i ekspresja mikroRNA. W prawidtowych warunkach
modyfikacje epigenetyczne stuzg przede wszystkim wytaczeniu gendw odpowiedzialnych
za multipotencjalnosé komoérek prekursorowych i konsolidacji oraz ,dostrojeniu” procesu
réznicowania limfocytéw [59-64]. Zaburzenia w mechanizmach regulacji epigenetycznej
czesto dotyczg komérek nowotworowych i majg charakter globalny (np. hipo- lub hiperme-
tylacja DNA) lub moga dotyczyé tylko wybranych regionéw genomu.

Hipermetylacja DNA w nowotworach uktadu chtonnego obejmuje gtéwnie wyspy CpG
i wptywa na ekspresje genéw regulowanych przez promotory sprzezone z wyspami CpG.
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Hipometylacja DNA oddziatuje natomiast na zwiekszenie tamliwoSci chromosoméw, nie-
stabilno$¢ genetyczng i reaktywacje transpozondw. Zaburzenia regulacji epigenetycznej
w nowotworach uktadu chtonnego czesto majag podtoze strukturalne i wynikajg z mutacji
w genach odpowiedzialnych za kontrole epigenetyczng, gtéwnie metylotransferaz DNA
oraz metylotransferaz i acetylotransferaz histonowych. Mutacje metylotransferaz DNA
w nowotworach uktadu chtonnego sa stosunkowo rzadkie i dotycza gtéwnie nowotworéw
z komoérek prekursorowych. W nowotworach z dojrzatych komérek B czestszym zaburze-
niem jest natomiast nadekspresja metylotransferaz DNMT1, DNMT3a i DNMT3b [64].
Wysoka ekspresja tych enzyméw w DLBCL koreluje ze stopniem zaawansowania choroby
i stanowi niekorzystny czynnik prognostyczny [65].

Zaburzenia w dziataniu metylotransferaz histonowych réwniez majg podtoze struk-
turalne. Gen EZH2 koduje biatko wchodzace w sktad kompleksu biatkowego PRC2
(polycomb repressor complex 2), ktére odpowiada za metylacje lizyny 27 histonu H3
(H3K27 mel). Modyfikacja ta wigze sie z zahamowaniem ekspresji gendw. Biatko EZH2
bierze udziat w rekombinacji VDJ w limfoidalnych komérkach prekursorowych. W centro-
blastach/centrocytach wigze okoto 1800 promotordw gendw warunkujacych proliferacje
i wzrost komérek [59, 66-68]. Najczestsze mutacje EZH2 (Y641) dotyczg domeny kata-
litycznej SET i powodujg zmiane aktywnosci enzymu. Biochemiczng konsekwencjg obec-
nosci zmutowanego biatka EZH2 jest di- i trimetylacja H3K27 (H3K27me2, H3K27me3).
Biologiczng konsekwencjg wprowadzenia tych mutacji do komérek limfoidalnych jest na-
tomiast hiperplazja grudek chtonnych [66]. Zahamowanie aktywnosci EZH2 w komérkach
DLBCL z mutacjg tego enzymu prowadzi do zmniejszenia stopnia wystepowania trimety-
lacji H3K27, reekspresji genéw hamowanych przez PRC2 i powoduje toksycznosé w sto-
sunku do komérek DLBCL z mutacjg EZH2 w modelach in vitro i in vivo. W badaniach
klinicznych wczesnych faz z udziatem chorych na FL z mutacjg EZH2 Y641 obserwowano
wysoki odsetek odpowiedzi (CR+PR) na inhibitor. Co ciekawe, odpowiedzi obserwowano
takze u czesci 0s6b bez mutacji [69].

Na wystepowanie zaburzen w metylacji biatek histonowych wptywajg réwniez translo-
kacje i mutacje w genach MLL1 i MLL2. Translokacje MLL1, t(11923;...) obejmujg gen
MLL1 (mixed-lineage leukemia 1), ktéry koduje modulator epigenetyczny, majacy dome-
ne SET o aktywnosci transferazy grup metylowych dla lizyny 4 histonu H3 (H3K4). Trans-
lokacje tego genu dotycza 8-10% ALL wywodzacych sie z prekursorowych limfocytéw B,
rzadziej wystepujg w biataczkach limfoblastycznych T-komérkowych [70-73]. Transloka-
cje te prowadza do utraty domeny SET przez MLL1, natomiast wiekszo$¢ biatek, ktére
ulegly fuzji z MLL, wykazuje zdolno$¢ przytagczania biatka DOTAL, majacego aktywnosé
transferazy grup metylowych dla lizyny 79 histonu H3 (H3K79) i zwigzanego aktywacja
transkrypcji. Konsekwencjg tych zaburzen jest wtgczenie ekspresji genéw odpowiadaja-
cych za fenotyp komérek macierzystych (m. in. czynniki transkrypcyjne HOX-homeobox),
co moze ttumaczy¢ duzg kliniczng agresywnos¢ biataczek z translokacjg MLL1. Mutacje
MLL2 wystepujg gtownie w FL i DLBCL (< 24% chorych) [27, 28, 74]. Mutacje powodujg
utrate funkcji biatka, zwykle poprzez utrate C-koncowej czesSci biatka zawierajgcej konser-
wowane domeny funkcjonalne, w tym SET. Do zaburzefi w metylacji histondw i regulacji
ekspresji gendw moze réwniez dochodzi¢ w wyniku mutacji genu alla demetylazy H3K27
UTX oraz translokacji genu MMSET [t(4;14)] w PCM.
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Acetylacja biatek histonowych wiaze sie z bardziej otwartg konfiguracjg chromaty-
ny. Modyfikacja ta obejmuje gtéwnie regiony promotoréw i sekwencji wzmacniajgcych
(enhanceréw) aktywnie transkrybowanych genéw. Za stan i stopiefi acetylacji histonéw
odpowiadajg acetylotransferazy histonowe (HAT, histone acetylotransferase) i deacety-
lazy (HDAC, histone deacetylase). Acetylowane ogony histonéw sg rozpoznawane przez
biatka zawierajgce bromodomeny i/lub domeny PHD, kt6re wptywajg na petng aktywacje
aparatu transkrypcyjnego. Mutacje w acetylotransferazach histonowych CREBBP (CREB
binding protein) i EP300 (E1A binding protein p300) dotyczg 16-39% chorych z DLBCL
i 41-62% chorych z FL [23, 75]. Ogniskowe delecje i mutacje CREBBP sg réwniez obec-
ne u okoto 18% chorych z nawrotem ALL. Mutacje te majg zwykle charakter heterozy-
gotyczny i powodujg utrate funkgji katalitycznej zmutowanego allela. Oprécz wptywu na
stopien acetylacji histonéw i powodowanie szerokich zaburzen transkrypcyjnych w tym
mechanizmie, mutacje CREBBP i EP300 oddziatujg réwniez na aktywnosé kluczowych
w patogenezie chtoniakéw czynnikéw transkrypcyjnych i biatek opiekuficzych. Mutacje
i utrata aktywnosci CREBBP i EP300 w DLBCL prowadza do zmniejszenia acetylacji BCL6
i HSP9O (co zwigksza ich aktywnosc¢) i p53 (wytgczenie funkeji supresorowych) [75].

MikroRNA (miRNA) nalezg do krétkich (18-25 zasad), niekodujgcych RNA, ktére re-
gulujg ekspresje gendw przez wigzanie sie do czeSciowo komplementarnych sekwen-
cji zlokalizowanych w 3'UTR (untranslated region) mRNA, co prowadzi do zahamowania
translacji biatka lub degradacji mMRNA. Dzigki zdolno$ci wiazania czeSciowo komplemen-
tarnych sekwencji w docelowym mRNA pojedyncza czgstka miRNA moze wptywaé na eks-
presje wielu biatek. Dlatego mimo stosunkowo niewielkiego wptywu na ekspresje biatek
docelowych efekt kumulacji wielu niewielkich zmian w ekspresji biatek regulowanych
przez jedno miRNA moze by¢ znaczacy. Na przyktad miR-155 w GC wptywa na ekspresje
kluczowego dla zmiany klas enzymu AID, ekspresje czynnika transkrypcyjnego PU.1, fos-
fatazy SHIP1 oraz markera komérek germinalnych, biatka CD10. Myszy pozbawione tego
miRNA wykazujg zaburzenia przebiegu reakcji germinalnej i mniejszg produkcje przeciw-
ciat po immunizacji, a jego nadekspresja prowadzi do rozwoju biataczki limfoblastycznej
i/lub agresywnych chtoniakéw [76].

Zaburzenia w ekspresji niektérych miRNA sg czestg cechg nowotworéw uktadu chton-
nego. Doskonatym przyktadem dotyczgcym roli miRNA w patogenezie nowotworéw ukta-
du chtonnego jest wptyw utraty miR-15a/16-1 w locus 13q14 na wystepowanie przewle-
ktej biataczki limfocytowej (CLL, chronic lymphocytic leukemia) [77]. 1zolowana utrata
tych miRNA w modelu zwierzecym prowadzi do wystgpienia CLL, a utrata locus 13914
(DLEU2) jest czestym zaburzeniem u chorych z CLL; MiR-15a/16-1 regulujg ekspresje
biatek proapoptotycznych z rodziny BCL2 oraz gendéw odpowiedzialnych za punkt kontrol-
ny GO/G1-S cyklu komérkowego. Nadekspresja lub utrata wielu innych miRNA jest istot-
nym mechanizmem patogenetycznym wielu nowotworéw uktadu chtonnego (tab. 2.1.4).

2.1.5. Sygnat receptora B-komorkowego
w patogenezie chtoniakow

Aktywnos¢ BCR wyzwalana przez kontakt z antygenem jest kluczowym mechanizmem
warunkujgcym aktywacje limfocytow i ich terminalne réznicowanie, ale BCR transmituje
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Tabela 2.1.4. Zaburzenia ekspresji mikroRNA w nowotworach ukfadu chtonnego

Nowotwor/miRNA Cele miRNA

CLL BCL2, geny kodujace biatka regulujgce punkt GO/G1-S
miR-15a/16-1 miR-29, miR-181 miR- | TCL1

221/222 p27 p73

miR-106b miR-34a E2F1, MYB

DLBCL

miR-34a miR-155 miR-17-92 FOXP1

SHIP1, CD10, AID, PU1, HDAC4, SMAD5
MYC, geny kodujgce biatka szlaku BCR zawierajace
domeny ITIM (m.in. CD22, FCGR2B), PTEN

FL

miR-20a-20b, miR-194 CHEK1, CDKN1A, SOCS2
MCL

miR-16-1, miR-17-92 CCND1
miR-29 CDK6
miR-26a NF«B
miR-92b/96 PRMT5
MZL/MALT

miR-200a,b,c CCNE2
NMZL

miR-221, miR-223 34 LMO2, CD10

CLL (chronic lymphocytic leukemia) — przewlekta biataczka limfocytowa; DLBCL (diffuse large B-cell lymphoma) — chtoniak
rozlany z duzych komérek B; FL (follicular lymphoma) — chtoniak grudkowy; MCL (mantle cell lymphoma) — chtoniak z komérek
ptaszcza; MZL/MALT (marginal zone lymphoma/mucosa-associated lymphoid tissue) — chtoniak strefy brzeznej/pozaweztowy
chloniak strefy brzeznej typu MALT; NMZL (nodal marginal zone lymphoma) — weztowy chtoniak strefy brzeznej

réwniez toniczne, niezalezne od antygenu sygnaty dziatajace antyapoptotycznie, a jego
obecno$¢ na powierzchni naiwnych limfocytéw B, limfocytéw germinalnych i pamieci sta-
nowi warunek podtrzymania ich populacji. Oba te sygnaty (zalezny od antygenu i toniczny)
réznig sie czynnosciowo; sygnaty zalezne od antygenu wymagajg transdukcji sygnatu
zaleznej od BTK, PKCS i prowadza do aktywacji czynnika transkrypcyjnego NFkB. Sygnaty
toniczne natomiast sg przewodzone przez kinaze PI3K, AKT i prowadzg do fosforylacji
i inaktywacji czynnika transkrypcyjnego FOXO1 oraz zahamowania ekspresji proapopto-
tycznego biatka HRK [45-47, 78-80].

Przewlekta aktywacja limfocytéw B przez stymulacje antygenowa BCR jest czynnikiem
etiologicznym chtoniakéw rozwijajacych sie na podtozu choréb autoimmunizacyjnych
i przewlektych infekcji. Za udziatem sygnatu BCR w patogenezie chtoniakéw przemawia
rowniez preferencyjne wystepowanie okreslonych sekwencji BCR, tak zwanych stereoty-
powych BCR, u chorych na DLBCL, CLL, MCL i MZL, wskazujgce na patogenetyczna role
(auto)antygendw w ich rozwoju [81].

Sygnat BCR w wielu nowotworach z dojrzatych komérek B wykazuje zatem charakter
zblizony do wywotanego antygenem (tzw. sygnat przewlekle aktywny). Prowadzi on do
aktywacji kinaz SYK i BTK (Bruton’s tyrosine kinase), aktywujacych z kolei kinaze PKCS
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(protein kinase C beta) oraz szlaki PI3K/AKT, MAPK i czynnik transkrypcyjny NF-«B [46].
Chtoniaki te charakteryzujg sie czesto nielosowym uzyciem segmentéw VH taficuchéw
immunoglobulinowych. Co wiecej, w komdrkach zaleznych od sygnatu BCR indukowane-
go przez antygeny, mutacje w szlaku BCR powodujg dodatkowe zwiekszenie natezenia
sygnatu BCR. Do tych mutacji nalezg mutacje tyrozyn sekwencji ITAM CD79B, powo-
dujgce zaburzenie w wigzaniu negatywnego regulatora tego szlaku — kinazy LYN (LYN
proto-oncogene, Src family tyrosine kinase) oraz mutacje biatka adaptorowego szlaku
receptoréw Toll-podobnych MYD88 L265P (MYDS8S, innate immune signal transduction
adaptor) [82]. Co ciekawe, w komdrkach DLBCL, w ktorych te mutacje wspétistniejg,
wielkoczagsteczkowy kompleks biatkowy, obejmujgcy miedzy innymi BCR, CD79A/B oraz
MYD882%%F hedacy Zrédtem sygnatu aktywujacego NFxB lokalizuje sie w endosomach,
a nie na btonie komorkowej, a komorki te charakteryzuja sie wysoka wrazliwoscig na
inhibicje kinazy tyrozynowej Brutona [83]. Podobne do aktywacji BCR konsekwencje
maja mutacje aktywujgce Sciezki zalezne od BCR (np. mutacje CARD11) lub infekcja
wirusem Epsteina-Barr (EBV, Epstein-Barr virus) [84]. Szczegblny sposéb aktywacji BCR
wykorzystujg komarki FL. AID w trakcie reakcji germinalnej wprowadza do regionéw hi-
perzmiennych (HVR, hypervariable regions) tancuchéw IGHV mutacje tworzace sekwen-
cje do N-glikozylacji. Wprowadzone w te miejsca taicuchy oligomannozowe sg wiazane
przez receptor DC-SIGN, obecny na powierzchni makrofagdw. Interakcja ta powodowata
niezalezng od antygenu, przedtuzong aktywacje receptora B-komérkowego [85, 86].

Czes¢é chtoniakéw nie wykazuje jednak takich cech sygnatu BCR, a mimo to pozo-
stajg zalezne od obecnosci BCR/CD79A/B na powierzchni. Transdukcja sygnatu w tych
chtoniakach przebiega wedtug innego schematu — obejmuje kinazy SYK, PI3K i AKT,
odpowiada zatem sygnatom tonicznym. Ten niezalezny od (auto)antygenu sygnat prowa-
dzi do fosforylacji i inaktywacji FOXO41. Zahamowanie kinaz SYK i/lub AKT w chtoniakach
zaleznych od tonicznego sygnatu prowadzi do indukcj proapoptotycznego biatka HRK
i Smierci komérek [45, 47].

2.1.6. Mikrosrodowisko

Wazna funkcje w patogenezie niektérych nowotworéw uktadu chtonnego petnig ko-
mérki i sygnaty pochodzace z podscieliska. Komorki nowotworowe, ktérych prawidtowe
prekursory wywodzg sie z niszy szpikowej lub z weztéw chtonnych, zachowujg zdolnosé do
kontaktu z podscieliskiem i wptywajg zwrotnie na jego funkcje. W biataczkach limfobla-
stycznych i PCM bezpoSrednie kontakty komorek nowotworowych z mikroSrodowiskiem
oraz parakrynne sygnaty cytokinowe i chemokinowe aktywujg antyapoptotyczne mechani-
zmy sygnatowe komdrek nowotworowych oraz sprzyjaja proliferacji [87, 88]. Kontakty te
wptywajg réwniez na odnawialnos¢ biataczkowych komérek macierzystych. W nowotwo-
rach proliferujgcych w weztach chtonnych lub pozaweztowych grudkach chtonnych (np.
CLL, FL, DLBCL czy MZL) wptyw antygendw i wzajemne relacje miedzy komérkami nowo-
tworowymi a mikroSrodowiskiem moga poczatkowo przypomina¢ oddziatywania miedzy
prawidtowym limfocytem i komdrkami podscieliska weztowego, ich skutkiem za$ jest
proliferacja komdrek nowotworowych [2].
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Komorki nowotworowe moga wydziela¢ substancje bioaktywne, ktdre wptywajg na
sktad mikrosrodowiska i zmieniajg jego funkcje. Wptyw komdrek nowotworowych na ko-
morki sasiadujgce odbywa sie przez wydzielanie cytokin (np. BAFF, B-cell activating fac-
tor; APRIL, a proliferation inducing ligand; IL-4, -5, -6, -10, interleukin 4, 5, 6, 10) i che-
mokin (CXCL12, CXCL13, C-X-C motif chemokine 12, 13) oraz przez kontakt bezposredni
z udziatem integryn i ich receptoréw, biatek nadrodziny TNF (CD40, CD30, CD28/CD80),
a takze innych mechanizméw [89].

2.1.6.1. ZdoIno$¢ komorek nowotworowych uktadu chtonnego
do unikania ataku immunologicznego gospodarza

Proces transformacji nowotworowej i ewolucja komoérek nowotworowych uktadu
chtonnego (ale takze nowotwordw o innej histogenezie) wyposazajg je w szereg mecha-
nizméw pozwalajacych na unikanie rozpoznania i ataku immunologicznego gospodarza.
Mechanizmy te obejmujg na przyktad zaburzenia procesu prezentacji antygenéw poprzez
mutacje zmniejszajgce ekspresje i hamujgce funkcje HLA klasy | (mutacje inaktywujgce
B, mikroglobuling — obecne u do 40% chorych z chtoniakiem Hodgkina) lub zaburzenia
ekspresji lub funkcji HLA Il [90]. Ekspresje HLA klasy Il moga zaktécaé aberracje gene-
tyczne inaktywujgce czynnik transkrypcyjny CIITA (class Il transactivator), na przyktad
wskutek translokacji obejmujagcych ten czynnik, lub zaburzeri ekspresji HLA-DM, powodu-
jacych retencje peptydu CLIP w HLA II.

Druga grupa aberracji prowadzi do opornosci komérek na atak immunologiczny, na
przyktad poprzez mutacje/utrate receptora FAS (w chtoniakach strefy brzeznej) lub na-
dekspresje inhibitorowych biatek receptorowego (zewnatrzpochodnego) szlaku apoptozy
(XIAP, cFLIP) [91].

Trzecia grupa zaburzen powoduje, ze komérka nowotworowa nabywa zdolnosci do
Lkontrataku” na komérki uktadu odpornosciowego gospodarza, ich eliminacji, rozbroje-
nia, badZ do aktywnego ksztattowania immunosupresyjnego mikrosrodowiska. Ta ostat-
nia grupa budzi najwigksze zainteresowanie z uwagi na mozliwosci terapeutycznego mo-
dulowania tych zaleznoSci. Komérki niektérych nowotworéw chtonnych charakteryzujg
sie nadekspresjg biatek immunomodulujgcych z grupy tak zwanych immunologicznych
punktéw kontrolnych (,immune checkpoints”), w tym ligandéw receptora PD1 (PDL-1
i PD-L2), galektyny 9 (ligand TIM3), a takze galektyny 1 [92, 93]. W znacznej czeSci przy-
padkow zaburzenia ekspresji biatek wptywajgcych na interakcje komdrek nowotworowych
z mikroSrodowiskiem majg podtoze strukturalne. Na przyktad, nadekspresja PD-L1 i PD-
L2 w chtoniaku Hodgkina wynika ze zwigkszenia liczby kopii genéw odpowiednio CD274
i PDCD1LG2. W amplifikowanym regionie 9p24 zawierajgcym loci CD274 i PDCD1LG2 [92].
znajduje sie réwniez locus kinazy JAK2 — zatem powielenie tego fragmentu chromoso-
mu 9 powoduje aktywacje dwoch komplementarnych mechanizméw patogenetycznych.

Wydzielane przez komérki nowotworowe cytokiny i chemokiny wptywaja na ksztat-
towanie immunosupresyjnego mikrosrodowiska miedzy innymi poprzez polaryzacje ma-
krofagéw i wptyw na rekrutacje komorek supresorowych pochodzenia mieloidalnego
(MDSC, myeloid-drived suppressor cells). Sktad mikroSrodowiska, bedacy wypadkowg
tych mechanizméw, wptywa na biologiczng agresywnoS¢ nowotworu. Zaréwno odsetek
makrofagéw, limfocytéw cytotoksycznych, limfocytow regulatorowych Treg (regulatory T
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cells) w nacieku, jak i jego stan funkcjonalny, definiowany przez globalny profil ekspres;ji
gendw, majg znaczenie prognostyczne miedzy innymi w klasycznym chtoniaku Hodgkina
(cHL, classical Hodgkin lymphoma), FL, DLBCL i CLL. W DLBCL obecno$¢ naciekéw ko-
morkowych odzwierciedlajgcych procesy neoangiogenetyczne, w tym nadekspresje czyn-
nika wzrostu Srédbtonka naczyniowego, wigze sie z gorszg odpowiedzig na leczenie [94].

2.1.7. Infekcje wirusowe, hakteryjne i chorohy
autoimmunizacyjne w patogenezie nowotworow
uktadu chionnego

Dane epidemiologiczne wskazujg na zaleznosci miedzy niektérymi zakazeniami wi-
rusowymi i bakteryjnymi a wystepowaniem réznych podtypéw chtoniakéw, jednak nie
zawsze mozliwe jest bezsporne potwierdzenie przyczynowego zwigzku miedzy infekcja
a wystepowaniem choroby. Obecno$é wirusa EBV stwierdza sie w 95% przypadkéw
zachorowan na endemicznego chtoniaka Burkitta oraz w okoto 20% przypadkéw spo-
radycznych BL. Obecnos¢ wirusa stwierdza sie réwniez u okoto 40% chorych z cHL.
Pierwotna infekcja EBV inicjuje poliklonalng proliferacje limfocytéw B przez wirusowe
biatka LMP1 i LMP2a (latent membrane protein 1, 2a), ktére aktywujg podobne szlaki
sygnatowe, takie jak BCR i CD40 [95, 96]. U chorych na BL jednak nie stwierdza sie zwy-
kle ekspresji LMP1/2a, a jedynie obecnos¢ biatka EBNA1, ktdre nie posiada wtasciwosci
onkogennych. Brak ekspresji wigkszosci biatek wirusowych u chorych z BL moze wynikaé
z presji selekcyjnej wywotanej swoistymi dla antygenéw latennych (LMP1/2a). W przy-
padku chtoniaka BL, rola EBV ogranicza sie najprawdopodobniej do inicjacji poliklonalnej
proliferacji limfoblastow, pozwalajacej na nabycie dodatkowych aberracji genetycznych
transformujacych komoérki do BL. Po ich wystgpieniu obecnosS¢ biatek latentnych staje
sie zbedna (mechanizm , hit-and-run”) [95].

W przypadku chorych w farmakologicznej immunosupresji, limfoblasty indukowane
EBV proliferujg w sposéb niechamowany przez odpowiedz swoistg, indukujgc potransplan-
tacyjne choroby limfoproliferacyjne (PTLD, post-transplant lymphoproliferative disorders)
[97]. Podobny patomechanizm dotyczy chtoniakéw u chorych z zespotem nabytego nie-
doboru odpornosci (AIDS, acquired immuno-deficiency syndrome). Genom EBV stwierdza
sie réwniez u 0séb chorych na inne chtoniaki z duzych komérek B, w tym zwigzanych
z przewlektym procesem zapalnym, u starszych os6éb i pacjentéw chorych na chtoniaka
plazmablastycznego (tab. 2.1.5).

Do limfotropowych i potencjalnie onkogennych wiruséw naleza ludzkie herpeswirusy
(HHV, human herpesvirus) typu 6 i 8. Obecnos¢ wirusa HHV-8 stwierdza sie u chorych
z pierwotnym chtoniakiem wysiekowym (PEL, primary effusion lymphoma), u chorych na
AIDS oraz u oséb z wieloogniskowg chorobg Castelmana i/lub chtoniakami z duzych
komoérek B rozwijajgcymi sie na podtozu tej choroby [98].

Dziatanie onkogenne ma réwniez infekcja retrowirusem HTLV-I (human T-cell leuke-
mia/lymphoma virus type ). W populacjach, w ktorych stwierdza sie zwiekszony odsetek
wystepowania przeciwciat przeciw HTLV-l, jednoczeSnie wystepuje wzrost zachorowan na
biataczke/chtoniaka T-komérkowego dorostych.
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Tabela 2.1.5. Udziat czynnikéw infekcyjnych w etiopatogenezie nowotworéw uktadu
chionnego

Czynnik infekcyjny Uwagi

Wirusy limfotropowe

EBV BL (zwtaszcza przypadki endemiczne), cHL, DLBCL, pozaweztowy
chtoniak z komérek NK/T typu nosowego

HHV-8 Choroba Castelmana, PEL

HTLV-I ATLL

Czynniki infekcyjne powodujgce immunosupresje
HIV BL, DLBCL, PEL, PBL

Czynniki infekcyjne powodujace przewlekta stymulacje uktadu odpornosciowego

HCV SMZL

Helicobacter pylori Chtoniak typu MALT Zzotgdka

Chlamydia psittaci Chtoniak typu MALT: przewodu pokarmowego, uktadu oddechowe-
go, przydatkéw oka

Borrelia burgdorferi Pierwotne chtoniaki skory typu: MALT, FL, DLBCL

Campylobacter jejuni Immunoproliferacyjna choroba jelit

Plasmodium falciparum | Endemiczna postaé¢ BL

ATLL (adult T-cell leukemia/lymphoma) — biataczka/chtoniak z komdrek T dorostych; BL (Burkitt lymphoma) — chtoniak Bur-
kitta; cHL (classical Hodgkin lymphoma) — Kklasyczny chtoniak Hodgkina; DLBCL (diffuse large B-cell lymphoma) — chtoniak
rozlany z duzych komérek B; EBV (Epstein-Barr virus) — wirus Epsteina-Barr; FL (follicular lymphoma) — chtoniak grudkowy;
HCV (hepatitis C virus) — wirus zapalenia watroby typu C; HHV-8 (human herpesvirus, type 8) — ludzki herpeswirus typu 8;
HIV (human immudeficiency virus) — ludzki wirus uposledzenia odpornosci; HTLV-l — human T-cell leukemia/lymphoma virus
type I; MALT (mucosa-associated lymphoid tissue) — pozaweztowy chtoniak strefy brzeznej typu MALT; PBL (plasmablastic lym-
phoma) — chtoniak plazmablastyczny; PCM (plasma cell myeloma) — szpiczak plazmocytowy; PEL (primary effusion lympho-
ma) — pierwotny chtoniak wysiekowy; SMZL (splenic B-cell marginal zone lymphoma) — $ledzionowy chtoniak strefy brzeznej

Dla pozostatych wiruséw majgcych epidemiczny zwigzek z zachorowaniem nie wykryto
dotad bezposrednich mechanizméw transformujacych. Chtoniaki stanowig czeste powi-
ktanie zakazenia ludzkim wirusem uposledzenia odpornosci (HIV, human immudeficiency
virus). Wykazano zwigzek miedzy zakazeniem wirusem zapalenia watroby typu C (HCV,
hepatitis C virus) a zwiekszonym ryzykiem rozwoju chtoniaka limfoplazmocytowego (LPL,
lymphoplasmacytic lymphoma) i chtoniaka z komérek strefy brzeznej Sledziony (SMZL,
splenic marginal zone lymphoma). Obserwowano takze czestszg obecnosé przeciwciat
przeciw wirusowi cytomegalii (CMV, cytomegalovirus) u chorych z ziarniniakiem grzybia-
stym (MF, mycosis fungoides) i zespotem Sézary’ego (SS, Sézary syndrome) [98].

Waznym czynnikiem etiopatogenetycznym chtoniakéw sg infekcje bakteryjne i cho-
roby autoimmunizacyjne. Dotyczy to przede wszystkim MZL rozwijajgcych sie w obrebie
tkanki limfatycznej bton Sluzowych przewodu pokarmowego, drég oddechowych i skoéry.
Modelowym przyktadem dla tej grupy chtoniakéw jest chtoniak MALT zotadka. Wywodzi
sie on z tkanki limfatycznej btony Sluzowej zotgdka, ktérej rozwoj jest nastepstwem prze-
wlektego zakazenia wywotanego przez Helicobacter pylori [8, 98-100]. W poczatkowym
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okresie zapalenia do $luzéwki zotadka wnikaja limfocyty B i T jako odpowiedZ immunolo-
giczna na obecnos$¢ bakterii. Dtugo utrzymujgca sie stymulacja antygenowa limfocytéw
reaktywnych w tak zmienionej Sluzéwce zotadka moze prowadzi¢ do niestabilnosci gene-
tycznej i aberracji cytogenetycznych w tych komérkach.

Podobna sekwencja zdarzen etiopatogenetycznych moze dotyczy¢ innych chtoniakéw
MALT powstatych na tle chor6b autoimmunizacyjnych, w tym o charakterze miejscowym
(zapalenie tarczycy typu Hashimoto, zespét Sjogrena) i uktadowym (toczer trzewny,
reumatoidalne zapalenie stawéw). Charakterystyczne jest takze wystepowanie infekcji
bakteryjnych poprzedzajacych chtoniaki MZL o innych lokalizacjach pozaweztowych. Wy-
kazano, ze skdrne chtoniaki MZL czesto poprzedza infekcja Borrelia burgdorferi, chtonia-
ki jelitowe za§ — infekcja Campylobacter jejuni, a okolic oczodotu — Chlamydia psitacci
[98, 100].

2.1.8. Stany uposledzonej odpornosci i czynniki jatrogenne

Osoby z wrodzonymi i nabytymi defektami immunologicznymi oraz poddane leczeniu
immunosupresyjnemu nalezg do grupy o zwiekszonym ryzyku zachorowania na chtonia-
ki. WSrod pacjentéw z zespotem Wiskott-Aldricha, ataksja-teleangiektazja, zespotem
Nijmegen i innymi wrodzonymi zespotami uposledzenia odpornosci chtoniaki wystepuja
czesciej i stanowig 1/3-2/3 wszystkich zachorowan na nowotwory. U chorych po prze-
szczepieniach narzadéw stosowanie immunosupresji sprzyja proliferacji poliklonalnych
limfocytéw B (patrz rozdz. 2.16). Ryzyko zachorowania na nowotwory uktadu chtonnego
zwieksza réwniez wczesniejsze leczenie innego nowotworu, zwtaszcza w przypadku sko-
jarzonej chemio- i radioterapii [98].
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