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1. WYKAZ NAJCZESCIEJ STOSOWANYCH SKROTOW

AATYK?2
ABLI

ACK1

AHSALI

AKTI

ALK

ALL
ANLL

AML
AMLI/EA
AMLI/EVI]

AMLI/ETO
AMLI/MDS
AF-4/MML
APL

APS

ARG
ATP7A
ATRA
AXL
BCR/ABL
BFU-E

BLK
BMX

BRK

BTK

CALLA

CBF
CCK

CCK4
CSFI1R

(ang. lemur tyrosine kinase 2 gene LMTK?2) gen LMTK?

(ang. v-abl Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 1) gen
ABLI

(ang. tyrosine kinase, non-receptor, 2) niereceptorowa kinaza
tyrozynowa 2 - ACK1

(ang. AHAI, activator of heat shock 90kDa protein ATPase homolog 1
[yeast]) aktywator biatka szoku termicznego 90kDa

(ang. v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1 AKTI)
onkogen AKT1

(ang. anaplastic lymphoma kinase [Ki-1]) kinaza chloniaka
anaplastycznego

(ang. acute lymphoblastic leukemia) ostra biataczka limfoblastyczna
(ang. acute nonlymphoblastic leukaemia) ostra biataczka nie-
limfoblastyczna

(ang. acute myeloid leukaemia) ostra bialaczka szpikowa

(ang. AML I oncogene/ribosomal protein L22) gen AMLI1/EA

(ang. AML 1 oncogene/ecotropic viral integration sitel) gen
AMLI/EVII

(ang. AML I oncogene/ eigth twenty one gene) gen AML1I/ETO

(ang. AML I oncogene/myelodysplasia syndrome 1) gen AML1/MDS
(ang. AF4/FMR?2 family member 1/ myeloid/lymphoid or mixed-
lineage leukemia) gen fuzyjny AF-4/MML

(ang. acute promyelocytic leukaemia) ostra biataczka promielocytowa
nadsiarczan amonu

(ang. v-abl Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 2 [ARG,
Abelson-related gene]) gen ABL2

(ang. ATPase, Cu++ transporting, alpha polypeptide (Menkes
syndrome) ATP’aza ATP7A

(ang. all-trans retinoic acid) kwas all-transretinowy

(ang. AXL receptor tyrosine kinase AXL) receptor kinazy AXL

(ang. breakpoint cluster region/Abelson gene) gen BCR/ABL

(ang. burst forming unit erythroid) mniej zréznicowana, prekursorowa
komorka erytroidalna

(ang. B lymphoid tyrosine kinase) kinaza tyrozynowa BLK

(ang. BMX non-receptor tyrosine kinase) niereceptorowa kinaza
tyrozynowa BMX

(ang. bone morphogenetic protein receptor, type Il [serine/threonine
kinase]) gen receptora BRK (BMPR?2)

(ang.  Bruton agammaglobulinemia tyrosine kinase) Kinaza
tyrozynowa BTK

(ang. common acute lymphoblastic leukemia antigen) antygen
CALLA

(ang. core binding factor) czynnik wiazacy rdzen

(ang. receptor-interacting serine-threonine kinase 2 RIPK?2) bialko
CCK

(ang. PTK7 protein tyrosine kinase 7) kinaza tyrozynowa 7

(ang. colony stimulating factor 1 receptor, formerly McDonough
feline sarcoma viral (v-fms) oncogene homolog) receptor dla czynnika
stymulujacego kolonie



CSK
DDRI

DEK/CAN

DIC

DNA

E2A/PBX

ERBB

EGFR

EPHA1

(ang. c-src tyrosine kinase) kinaza tyrozynowa c-src

(ang. discoidin domain receptor family, member 1 DDRI) gen DDRI
z rodziny receptoroéw domeny dyskoidyny

(ang. DEK oncogene/ Nuclear pore complex protein Nup2l4) gen
fuzyjny DEK/CAN

(ang. disseminated intravascular coagulation) rozsiane wykrzepianie
wewnatrznaczyniowe

kwas dezoksyrybonulkeinowy

(ang. transcription factor 3 [E2A immunoglobulin enhancer binding
factors EI12/E47]/ pre-B-cell leukemia homeobox 1) gen fuzyjny
E2A/PBX

(ang. v-erb-b2 erythroblastic leukemia viral oncogene homolog
[avian]) wirusowy homolog onkogenu biataczki erytroblastyczne;j
(ang. epidermal growth factor receptor [erythroblastic leukemia viral
{v-erb-b} oncogene homolog, avian]) gen receptora dla naskérkowo
pochodnego czynnika wzrostu

EPH receptor Al

FAB klasyfikacja Francusko-Amerykansko-Brytyjska klasyfikacja

FAK
FER

FES
FGFR

FGR

FLT3
FRK
FYN
GAB
GAP
G-CSF

GIST
GM-CSF
GRB2
HCK
HGFR
IgMYC
IL-3
IL-3/IgH
IL-6
INSRR

ITK
JAK

(ang. PTK?2 protein tyrosine kinase 2) biatko PTK2

(ang. fer [fps/fes related] tyrosine kinase [phosphoprotein NCP94])
kinaza FER

(ang. feline sarcoma oncogene) onkogen kociego migsaka FES

(ang. fibroblast growth factor receptor) receptor czynnika wzrostu
fibroblastow

(ang. Gardner-Rasheed feline sarcoma viral (v-fgr) oncogene
homolog) onkogen FGR

(ang. fms-like tyrosine kinase) gen FLT3

(ang. fyn-related kinase gene) gen FRK

(ang. FYN oncogene related to SRC, FGR, YES) onkogen FYN

(ang. GRB2-associated binding protein GAB) biatko GAB

(ang. GTP-ase activating protein) biatko aktywujace GTPazg¢

(ang. granulocyte colony-stimulating factor) czynnik stymulujacy
tworzenie kolonii granulocytéw

(ang. gastrointestinal stromal tumour) guz podscieliska przewodu
pokarmowego

(ang. granulocyte macrophage colony-stimulating factor) czynnik
stymulujacy tworzenie kolonii granulocytéw 1 makrofagdéw

(ang. growth factor receptor-bound protein 2 GRB2) biatko GRB2
(ang. hemopoietic cell kinase) kinaza HCK

(ang. met proto-oncogene [hepatocyte growth factor receptor])
protoonkogen MET

(ang. immunoglobulin kappa locus/myelocytomatosis viral oncogene
homolog) gen fuzyjny Ig’MYC

interleukina 3

(ang. interleukin 3/immunoglobulin heavy locus) gen fuzyjny IL-3/IgH
interleukina 6

(ang. insulin receptor-related receptor) gen receptora spokrewnionego
z receptorem dla insuliny

(ang. IL2-inducible T-cell kinase) kinaza ITK

(ang. Janus family kinases) biatko JAK, kinazy Janusa



kbp
KIT
KIT
KITLG
LCK
LTK
LYN

LYLI
MAP

MATK
MDRI1
MER
MET
MLL
mRNA
MTS1
MUSK
MYC/IgH
MYC/IgA
NCBI
NGFR

NPM
NRTK

(ang. kilo base pair) kilo par zasad

gen KIT

biatko KIT

ligand KIT ligand, czynnik wzrostowy komérek pnia, czynnik Steel
(ang. lymphocyte-specific protein tyrosine kinase) kinaza LCK

(ang. leukocyte tyrosine kinase) kinaza tyrozynowa lekocytéw

(ang. v-yes-1 Yamaguchi sarcoma viral related oncogene homolog)
onkogen LYN

(ang. lymphoblastic leukemia derived sequence 1) gen LYLI

(ang. mitogen-activated protein kinases) Kkinazy proteinowe
aktywowane mitogenami

(ang. megakaryocyte-associated tyrosine kinase) kinaza MATK

(ang. multidrug resistance gene) gen opornosci wielolekowej

(ang. c-mer proto-oncogene tyrosine kinase MERTK) protoonkogen
kinazy MERKT

(ang. met proto-oncogene [hepatocyte growth factor receptor]|)
protoonkogen MET

(ang. mixed lineage leukaemia) gen MLL

(ang. messenger ribonucleic acid) matrycowy kwas rybonukleinowy
(ang. multiple tumor-supressor gene 1) gen MTSI, synonim CDKN?2
cyclin-dependent kinase inhibitor 2A, obecnie S100A4 - S100 calcium
binding protein A4

(ang. muscle, skeletal, receptor tyrosine kinase) migsniowa,
szkieletowa receptorowa kinaza tyrozynowa MUSK

(ang. myelocytomatosis viral oncogene homolog/immunoglobulin
heavy locus) gen fuzyjny MYC/IgH

(ang. myelocytomatosis viral oncogene homolog/immunoglobulin
lambda locus) gen fuzyjny MYC/IgA

(ang. National Centre for Biotechnology Information) Narodowe
Centrum Informacji Biotechnologicznej USA

(ang. low affinity neurotrophin receptor p75NTR) receptor dla
neurotropiny

(ang. nucleophosmin) gen NPM

(ang. nonreceptor tyrosine kinase) niereceptorowe kinazy tyrozynowe

NUP98/HOXA9 (ang. nucleoporin 98kDa’/homeobox A9) biatko

PAS
PDGF

PDGFR
PEBP2«x
PI3K
PIK3R1
PLCGI
PLZF
PMIL/RARo

POCH

NUP98/HOXA9

(ang. periodic acid Schiff) odczynnik Schiffa

(ang. platelet derived growth factor) ptytkowopochodny czynnik
wzrostu

(ang. platelet derived growth factor receptor) receptor dla
ptytkowopochodnego czynnika wzrostu

(ang. polyomavirus enhancer-binding protein 2 alpha) gen PEBP2 «
(ang. phosphatidylinositol 3-kinase) kinaza fosfatydyloinozytolu

(ang. phosphoinositide-3-kinase, regulatory subunit 1 [p85 alpha])
regulatorowa podjednostka 1 (p85) kinazy fosfoinozytolu

(ang. phospholipase C, gamma 1) fosfolipaza C gammal

(ang. promyelocytic leukaemia zink finger) gen PLZF

(ang. promyelocytic leukemia/retinoid acid receptor type alpha) gen
fuzyjny PML/RAR

Polskie Odczynniki Chemiczne



PTPNG6
PTPNI11

PYK2
RAB3IL1

RAC1

RARI

RAS

RET

RON MSTIR
RORI1

ROR2

ROS1

RTK
RYK

SCF

SH2
SHCI1

SH2DIA
slg

SIL
SMMHC
SOCS1

SOS
SRC

SRMS
STAT
STIL
SYK

TALI
TAL2

(ang. protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 6 PTPN6)
fosfataza tyrozynowa PTPN6

(ang. protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 11 [Noonan
syndrome 1] PTPNI1) fosfataza tyrozynowa PTPN11

(ang. PTK2B protein tyrosine kinase 2 beta PTK2B) biatko PTK2B
(ang. RAB3A interacting protein [rabin3]-like 1 RAB3ILI) biatko
RAB3IL1

(ang. ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 [rho family, small
GTP binding protein Racl ] RACI) biatko RAC1

biatko RAR1

(ang. transforming protein RAS) onkogen RAS

(ang. ret proto-oncogene) protoonkogen RET

(ang. macrophage stimulating 1 receptor [c-met-related tyrosine
kinase] MSTIR) gen receptora stymulujacego makrofagi

(ang. receptor tyrosine kinase-like orphan receptor 1) receptor ROR1
(ang. receptor tyrosine kinase-like orphan receptor 2) receptor ROR2
(ang. v-ros UR2 sarcoma virus oncogene homolog 1 [avian]) homolog
onkogenu wirusa mi¢saka UR2, gen ROS!

(ang. receptor tyrosine kinase) receptorowe kinazy tyrozynowe

(ang. RYK receptor-like tyrosine kinase) receptoropodobna kinaza
tyrozynowa RYK

(ang. stem cell factor SCF, Steel factor) czynnik wzrostowy komodrek
pnia, czynnik Steel, ligand KIT

(ang. Src homology 2) domena SH2

(ang. SHC [Src homology 2 domain containing| transforming protein
1 SHCI) biatko SHC1

(ang. SH2 domain protein 1A, Duncan disease associated protein)
domena 1A SH2

(ang. surface immunoglobulin) powierzchniowe immunoglobuliny
(ang. stem cell leukemia interrupting locus) gen SIL

(ang. smooth muscle myosin heavy chain gene) gen tancuchow
cigzkich miozyny migsni gtadkich

(ang. suppressor of cytokine signaling 1 SOCSI) supresor sygnatow
cytokin 1

biatko SOS

(ang. v-src sarcoma [Schmidt-Ruppin A-2] viral oncogene homolog
[avian] SRC) onkogen SCR

(ang. src-related kinase lacking C-terminal regulatory tyrosine and N-
terminal myristylation sites) kinaza SRMS

(ang. signal transducers and activators of transcription) przekazniki
sygnatow i aktywatory transkrypcji

(ang. SCL/TALI interrupting locus) gen SCL/TALI

(ang. spleen tyrosine kinase) kinaza tyrozynowa SYK

(ang. T-cell acute lymphocytic leukemia 1) gen TALI

(ang. T-cell acute lymphocytic leukemia 2) gen TAL2

TAL(SCL)/TCRA/6 (ang. T cell acute lymphocytic leukaemia 1; stem cell

TCR
TdT

leukemia/Tcell receptorMd) gen fuzyjny TALI(SCL)/TCRA/&
(ang. T cell receptor) receptor komérek T
(ang. terminal deoxynucleotidyl transferase) terminalna transferaza
deoksyrybonukleotydowa



TEC
TEK

TEL/AMLI

TEMED

TIE

TNK1

TRKA

TRKC

TXK

TYRO3

VAVI

VEGFR

YES]

ZAP70

(ang. tec protein tyrosine kinase) kinaza tyrozynowa TEC
(ang. TEK tyrosine kinase, endothelial (venous malformations,
multiple cutaneous and mucosal) kinaza tyrozynowa TEK
(ang. ets variant gene 6 [TEL oncogene]/ runt-related transcription

factor 1 (acute myeloid leukemia 1; amll oncogene) gen fuzyjny

TEL/AMLI

tetrametylenoetylenodiamina

(ang. tyrosine kinase with immunoglobulin-like and EGF-like domains
1 TIE) kinaza tyrozynowa z domenami podobnymi do naskérkowo
pochodnego czynnika wzrostu

(ang. tyrosine kinase, non-receptor,
tyrozynowa 1 - TNKI1

(ang. neurotrophic tyrosine kinase, receptor, type 1 gene NTRKI) gen
TRKA

(ang. neurotrophic tyrosine kinase, receptor, type 3 NTRK3) gen
TRKC

(ang. TXK tyrosine kinase) kinaza tyrozynowa TXK

(ang. TYRO3 protein tyrosine kinase) kinaza proteinowa TYRO3

(ang. vav I oncogene VAVI) onkogen VAVI

(ang. vascular endothelial growth factor receptor) receptor czynnika
wzrostu srodbtonkowego

(ang. wild type) typ dziki

(ang. v-yes-1 Yamaguchi sarcoma viral oncogene homolog 1)
onkogen YES]

(ang. zeta-chain [TCR] associated protein kinase 70kDa) biatko
ZAP70

1) niereceptorowa kinaza



2. Wstep

2. WSTEP
2.1. Ostre biataczki

Ostre bialaczki sq heterogenna grupa ztosliwych choréb nowotworowych
komérki macierzystej hematopoezy (Haase i wsp., 1995). Klasyfikacja ostrych
biataczek oparta jest na morfologicznych, cytochemicznych i immunofenotypowych
wlasciwosciach komérek nowotworowych, ktére niezbedne sa do okreslenia ich
pochodzenia i stopnia dojrzatosci (Vardiman 1 wsp. 2002). Podstawowym kryterium
rozpoznawczym ostrej biataczki pozostaje obecnos¢ przynajmniej 20 procent
blastow sposrdd wszystkich komorek jadrzastych szpiku kostnego Iub krwi
obwodowej (Vardiman 1 wsp. 2002). W obrazie klinicznym ostrych biataczek
dominuja burzliwe objawy chorobowe wynikajace z niewydolnosci prawidlowego
utkania szpikowego, co skutkuje cytopenia prawidlowych komorek we krwi
obwodowej. Polega¢ moga na znacznej anemizacji, powtarzajacych si¢ infekcjach
o ciezkim przebiegu 1 objawach skazy krwotocznej. Wigkszos¢ ostrych biataczek
charakteryzuje si¢ podwyzszong leukocytoza we krwi obwodowej, moze by¢ ona tez
obnizona Ilub pozostawa¢ w normie. Szpik Kkostny najczgsciej pozostaje
hiperplastyczny, ale spotyka si¢ réwniez normo- i hipoplastyczny, szczegdlnie
w postaciach wtérnych. Do rozpoznania ostrej biataczki niezb¢dne jest wykonanie
badania morfologicznego krwi obwodowej z rozmazem, biopsji aspiracyjnej szpiku
kostnego poszerzonego o ewentualng trepanobiopsj¢, badania cytochemicznego
i immunofenotypowego komorek szpiku i badania cytogenetycznego. Przebieg
kliniczny, rokowanie, odpowiedZ na leczenie w ostrych biataczkach zaleza od wieku
pacjenta, wynikéw badan laboratoryjnych w momencie rozpoznania, zmian
cytogenetycznych i rodzaju bialaczki. Jedna z najbardziej rozpowszechnionych
i nadal, po czgsci stosowanych klasyfikacji ostrych biataczek, jest klasyfikacja FAB
(Francusko-Amerykansko-Brytyjska) z 1976 r. (Bennett i wsp. 1976). Opiera si¢ ona
bezposrednio na morfologii i barwieniach cytochemicznych komoérek blastycznych.
Najnowsza klasyfikacja, wedlug WHO (Vardiman i wsp. 2002) zawiera wiele
kryteri6w rozpoznawczych stosowanych przez grupe FAB.

Bazujac na pochodzeniu komdrek blastycznych z poszczegdlnych linii
komérkowych, ostre biataczki dzieli si¢ na limfoblastyczne (ALL ang. Acute
Lymphoblastic  Leukaemia) 1  szpikowe  okreslane  rOdwniez  mianem
nielimfoblastycznych (AML ang. Acute Myeloid Leukaemia, ANLL ang. Acute
Nonlymphocytic Leukaemia). W klasyfikacji FAB wydzielono trzy podtypy ostrych
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biataczek limfoblastycznych na podstawie wielkosci komérek, ksztaltu jader
komérkowych, liczby jaderek i wzglednej objetosci cytoplazmy: L1, L2 i L3.
Wsrdd ostrych biataczek szpikowych klasyfikacja FAB wyr6znia osiem wariantow
rézniacych si¢ miedzy soba pochodzeniem linii komérkowej i stopniem dojrzatosci.
Biataczki MO, M1, M2, M3 pochodza z toru dojrzewania granulocytarnego, M4
z granulocytarnego i monocytowego, M5a i b monocytowego, M6 erytroidalnego
1 M7 megakariocytarnego. Obecna klasyfikacja wedtug WHO wyrdznia wiele wigcej
podtypéw ostrej biataczki szpikowej i wobec czesci z nich nalezacych do grupy
ostrej biataczki szpikowej nieokreslonej cytogenetycznie, nadal proponuje

wykorzystanie czg¢sci klasyfikacji na podstawie kryteriow FAB.

2.2. Ostre biataczki limfoblastyczne

Ostre biataczki limfoblastyczne sa najczgstszymi ztosliwymi chorobami
nowotworowymi wystepujacymi u dzieci. Dotycza one ok. 30% zachorowan
na nowotwory ztosliwe u dzieci (Young i Miller, 1975). Szacuje si¢, ze stanowig
ok. 20% wszystkich ostrych biataczek wystepujacych u dorostych. Zachorowalnos¢
wynosi 0,7 na 100000 os6b w ciagu roku. W wieku dorostym mediana zachorowania
na ostrg biataczke limfoblastyczng wynosi 30 — 40 lat. Kryterium rozpoznawcze
ostrej biataczki limfoblastycznej to obecnos¢ powyzej 20% limfoblastow w szpiku
kostnym. Cytochemicznie blasty nie wykazuja dodatniej reakcji z peroksydaza
i Sudanem czarnym B. Wykazuja w czesci przypadkéw dodatnig reakcj¢ z PAS (ang.
Periodic Acid Schiff), ktéra moze mie¢ charakter gruboziarnisty, a niekiedy blokowy.
Ostre biataczki limfoblastyczne sa heterogenna grupa choréb zawierajaca podtypy
rézniace si¢ migdzy soba patogeneza, wiasciwosciami biologicznymi i klinicznymi.
Mozliwo$¢ identyfikacji wiasciwosci biologicznych i klinicznych ostrych biataczek
pozwala zakwalifikowa¢ chorych do okreslonych grup ryzyka i zastosowad
zoptymalizowang terapi¢. Immunofenotypowo rozrézniamy ostre biataczki
limfoblastyczne pochodzace z limfocytéw B lub T, z ktérych kazda dalej moze by¢
zakwalifikowana do poszczeg6lnych podgrup wyréznionych na podstawie stopnia
dojrzatosci komoérek limfoblastycznych (Foon i Todd, 1986, Pui i wsp. 1993).
Wigkszos¢ chorych na ostrg biataczke limfoblastyczna stanowig chorzy, u ktérych
doszto do rozrostu B-komérkowego - 85%. Chorzy z rozrostem T-komérkowym
stanowiag 15% przypadkéw (Cabrera, 1990). Kolejna klasa antygenéw pozwala
wyodrgbni¢ biataczki z obecnoscig antygenu CD10 (CALLA, ang. common ALL
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antigen) zwane CALLA(+)ALL 1 odpowiednio ,,null-cell” ALL w przypadku braku
CD10. Klony biataczkowe pochodzace z komérek T réznig si¢ od pochodzacych
z komorek B rzadsza ekspresja antygenu CD10 (CALLA) i HLA-DR, rzadziej sa
PAS pozytywne, maja zwigkszong aktywnos¢ fosfatazy kwasnej (Ritz i wsp, 1981,
Moretta 1 wsp. 1982). Charakterystyczne s dla nich antygeny CDla, CD2, CD3,
CD4, CD5, CD7 i CDS. Dojrzate komérki B wyr6zniajq si¢ ekspresja i obecnoscig
antygenéw CD19, CD20, CD21, CD22, CD23 i CD24. Czutos¢ antygenéw CD19
1 CD24 jest poréwnywalna do HLA-DR, ale sa one bardziej swoiste dla wyrézniania
biataczki B-komdrkowej. CD20 i CD22 charakteryzuje wysoka swoisto$¢ a mniejsza
czulos¢ w identyfikacji rozrostow B-komoérkowych. CDI10 (CALLA) jest
znajdowany na ok. 90 % blastéw pochodzenia z linii B (Pullen 1 wsp. 1984).

W zaleznos$ci od stopnia dojrzatosci komorki B wyr6znia si¢ nastgpujace
podtypy ostrej biataczki limfoblastycznej: early pre-B-cell ALL (najczgstsza, stanowi
ok. 50% przypadkéw ALL u ludzi dorostych), pre-B-cell ALL, B-cell ALL.

2.3. Ostre bialaczKi szpikowe

Ostre bialaczki szpikowe wystepuja w kazdym wieku, najcz¢sciej jednak
dotycza dorostych i znacznie zwigksza si¢ ich czgsto§¢ w wieku podesztym.
Wydaje si¢, ze na patogenez¢ ostrej biataczki szpikowej maja wptyw czynniki
srodowiskowe, zawodowe i genetyczne (Linet 1985, Sandler i Ross 1997). Srednia
roczna zachorowalno$¢ na ostra biataczke szpikowa wynosi 2,25 na 100000 oséb
i dotyczy ponizej 1 osoby na 100000 w wieku ponizej 30 roku zycia i 17 na 100000
w wieku 75 lat. Czg¢Sciej wystgpuje u mezczyzn. (Kinlen, 1994). Leukocytoza
w momencie rozpoznania jest podwyzszona u ponad polowy pacjentéw.
Patognomoniczne dla rozpoznania ostrej biataczki szpikowej jest wystgpowanie
paleczek Auera w komoérkach blastycznych (Boggs i wsp. 1962). Ostra biataczke
promielocytowa (AML-M3 wg FAB) charakteryzuje znacznie czg¢Sciej niz inne
podtypy zespét wykrzepiania wewnatrznaczyniowego (DIC — ang. disseminated
intravascular coagulation). (Gralnick i wsp.1972, Hillestad 1957) spowodowany
wydzielaniem przez ziarnistosci azurofilne czynnikéw podobnych do tkankowych
prokagulantéw. (Bauer i Rosenberg 1984, Lisiewicz 1978). Tendencja do krwawien
moze by¢ tu rdwniez spowodowana przez zwigkszong fibrynoliz¢ i wydzielaniem
wigkszych ilosci interleukiny-1 przez komoérki nowotworowe (Bennett i wsp. 1989,

Cozzolino i wsp. 1988). Przerost dziagset spowodowany naciekami biataczkowymi
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w ich obrgbie najczesciej dotyczy podtypéw monoblastycznych (AML-M4 i AML-
M5 wg FAB).

Kryterium rozpoznawcze ostrej biataczki szpikowej jest takie samo jak
w przypadku ostrej biataczki limfoblastycznej 1 stanowi 20% komoérek o morfologii
blasta w rozmazie szpiku kostnego lub krwi obwodowej (Vardiman i wsp. 2002).
Jedna z metod pozwalajacych odr6zni¢ poszczegdlne podtypy stanowig reakcje
cytochemiczne lub cytoenzymatyczne. Reakcja 2z mieloperoksydaza jest
charakterystyczna dla komorek linii granulocytarnej, bywa stabo-dodatnia
w  komorkach linii monocytowej. Limfocyty 1 komorki erytroidalne sa
peroksydazoujemne. Bardziej czula, pozwalajaca na odrdznienie ostrej biataczki
szpikowej od limfoblastycznej, jest reakcja z Sudanem czarnym B. Niektére komorki
blastyczne nie wykazujace dodatniej reakcji z mieloperoksydaza moga wykazywac
stabo dodatnig reakcj¢ z Sudanem. Do odrdznienia linii monoidalnej od pozostatych
pomocna jest reakcja esterazowa, przy czym reakcja nieswoista zachodzi rowniez -,
oprocz monocytow - w limfocytach T, megakariocytach, promielocytach. W celu
wyodrgbnienia linii monoidalnej stosuje si¢ zahamowanie reakcji zwiazkami fluoru
w obregbie tej linii. Reakcja esterazowa swoista zachodzi w granulocytach.
Immunofenotypowo pochodzenie klonu chorobowego z linii szpikowej moze
charakteryzowaé wystgpowanie antygenéw CD13, CD14, CD15, CD33, antygendéw
linii czerwonokomdrkowej (glikoforyna A) i megakariocytowej (CD41, CDA42b,
CD61) (Kaplan i wsp. 1989, Jennings i Foon 1997). Marker komoérek pnia CD34 jest
obecny na komdrkach blastycznych u 40 do 60% przypadkéw ostrych biataczek
szpikowych (Robertson i Ritz 1994). Nie znaleziono pelnej i jednoznacznej korelacji
miedzy antygenami powierzchniowymi komodrek blastycznych a klasyfikacja FAB.
Nie doszukano si¢ réwniez zwiazku pomiedzy ekspresja tych antygendw
a rokowaniem ostrej biataczki. Ponad 90% przypadkéw ostrych bialaczek
szpikowych wykazuje dodatnig ekspresj¢ antygenu CD33 lub CD13, okoto 80%
HLA-DR i ok. 60% CDI5. Bardziej niejednorodnie wystepuja antygeny CD11b
i CDI14, ale sa one charakterystyczne dla linii monocytowych (Robertson i Ritz
1994). Niektére z antygenéw powierzchniowych wystepuja w $cisle okreslonych
podtypach morfologicznych i cytogenetycznych, np. CD2 w AML M4Eo
(z eozynofilia z inwersja chromosomu 16), CD19, CD34 i CD56 w AML-M2
z translokacja (8;21), brak HLA-DR w AML-M3 z translokacja (15;17) (Paietta
i wsp. 1993a, Paietta i wsp. 1993b, Paietta i wsp. 1994, Kita i wsp. 1992).
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Przy prébie powiazania ekspresji poszczegllnych antygendw na komorkach
blastycznych ze znaczeniem prognostycznym nalezy zawsze kierowac si¢ innymi
czynnikami  klinicznymi. Wiadomo jednak, ze np. antygen CD34 jest
charakterystyczny dla komdérek mniej zréznicowanych (MO, M1) i jest roéwniez
czesciej spotykany w liniach monoidalnych (M5) niz granulocytarnych (Dubosc-
Marchenay i wsp. 1992, Campos i wsp. 1989, Geller i wsp. 1990, Lee 1 wsp. 1992).
Jego wystepowanie jest raczej ztym czynnikiem prognostycznym, szczegélnie jesli
dotyczy zachorowania w dorostym wieku, zachorowanie jest konsekwencja
wczesniejszej mielodysplazji 1 wspotwystepuje z genem opornosci wielolekowej
(MDRI1 — ang. multidrug resistance gene) (Geller 1 wsp. 1990, Borowitz i wsp. 1989,
Leith 1 wsp. 1997). W przypadku, kiedy jego ekspresja dotyczy ostrej biataczki
szpikowej M2 t(8;21) lub M4Eo inv(16), gdzie wystgpuje czgsto, jest wtedy dobrym
czynnikiem prognostycznym (Adriaansen i wsp. 1993, Porwit-MacDonald 1 wsp.
1996). Wystepowanie antygenOw charakterystycznych dla ostrej biataczki
limfoblastycznej z komérek T (CD2) i z komérek B (CD19) zwigzane jest czgsto
z dobrym rokowaniem (Ball i wsp. 1991), ale w przypadku antygenu CD19 tylko
w przypadku obecnos$ci innych dobrych czynnikéw prognostycznych. Koekspresja
CD19 i CD34 jest ztym czynnikiem rokowniczym. (Solary i wsp. 1992). Antygen
CD7, przewaznie wystgpujacy na dojrzalych komodrkach linii T i NK, obecny
w ok. 20% ostrych biataczek szpikowych, jest ztym czynnikiem prognostycznym
wystepujac na podtypach mniej dojrzatych (AML-MO, AML-MI1) facznie
z antygenem CD34, MDRI1, TdT (ang. terminal deoxynucleotidyl transferase)
(Robertson i Ritz 1994, Jensen i wsp. 1991, Kita i wsp. 1993).
Na podstawie klasyfikacji FAB wyrdzniamy nastgpujace podtypy ostrej biataczki
szpikowe;j:
¢ Minimalnie zréznicowana AML-MO0. Komoérki blastyczne w tym podtypie
biataczki morfologicznie ani cytochemicznie nie wykazuja cech pochodzenia
z linii szpikowej. Komorki sq bezziarniste i nie wykazuja obecnosci pateczek
Auvera. Mniej niz 3% komoérek wykazuje dodatnia reakcjg
mieloperoksydazowa i1 z Sudanem czarnym B. Ponad 20% komodrek
w  badaniu immunofenotypowym wykazuje ekspresj¢ antygendow
charakterystycznych dla pochodzenia szpikowego: CDI13, 33, 34
przy jednoczesnej nieobecnosci antygenow limfoidalnych (Bennett i wsp.

1991). W praktyce dos¢ czesto spotyka si¢ ekspresje antygendow
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limfoidalnych i TdT w AML-MO (Venditti i wsp. 1994, Cuneo i wsp. 1995,
Venditti i wsp. 1997). Podtyp ten dotyczy czgsto starszych pacjentéw,
mediana zachorowan to 60 rok zycia. Zmiany cytogenetyczne dotycza
najczesciej chromosoméw 5 i 7, podobnie jak w mielodysplazji i biataczkach
wtornych, chromosomu 8 i 13 (Cuneo i wsp. 1995, Venditti i wsp. 1997).
Odsetek osiaganych catkowitych remisji 1 przezywalnos¢ jest mniejsza niz
w innych podtypach ostrej biataczki szpikowej (Cuneo i wsp. 1995, Venditti i
wsp. 1997, Stasi 1 wsp. 1994, Amadori i wsp. 1996).

Bez cech dojrzewania AML-MI, gdzie wigcej niz 90% mieloblastow nie
wykazuje cech dojrzewania. Paleczki Auera wystepuja dos¢ rzadko.
Co najmniej 3% blastow wykazuje dodatnig reakcj¢ z Sudanem czarnym
lub mieloperoksydaza. Blasty wykazuja ekspresj¢ antygendw szpikowych
CD13, 14, 33. AML-M1 stanowi 10-20% przypadkow ostrej biataczki
szpikowej. Czesciej wystepuje u dorostych, mediana zachorowania przypada
na 45-50 rok zycia (Stanley i wsp. 1985, French Registry of Acute Leukemia
1987). Nie ma scisle okreslonych charakterystycznych  zmian
cytogenetycznych. Do$¢ czesto dochodzi do wystgpowania objawdw
dodatkowych. Hepatosplenomegalia i limfadenopatia dotyczy 1/3 pacjentéw
z AML-M1.

Z cechami dojrzewania AML-M2, o typowej morfologii komdrek
z paleczkami Auera, mozliwa eozynofilia w szpiku. Dotyczy 30 do 45%
chorych z rozpoznaniem ostrej biataczki szpikowej (Brunning i McKenna
1994, Nucifora i Rowley 1995). Immunofenotypowo,
oprocz charakterystycznych antygendéw linii szpikowej, mozna obserwowacé
zwigkszong ekspresj¢ antygendw CD56, CD19 i CD34 (Kita i wsp. 1992,
Porwit-MacDonald i wsp. 1996, Hurwitz i wsp. 1992). U okoto 40% chorych
z AML-M2 stwierdza si¢ charakterystyczne zmiany cytogenetyczne
pod postacig translokacji t(8;21) (Nucifora i Rowley 1995). Obecnos¢
translokacji t(8;21) predysponuje do dobrej odpowiedzi na chemioterapig,
z wysokim odsetkiem osiaganych catkowitych remisji (Swansbury i wsp.
1994).

Promielocytowa AML-M3 (APL- ang. acute promyelocytic leukaemia),
dotyczaca 5-10% chorych z AML (Warrell i de The 1993, Grignani i wsp.
1994). Mediana zachorowania wynosi 30-38 lat (Brunning i McKenna 1994).
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Immunofenotypowo AML M3 charakteryzuje si¢ ekspresja antygenéw CD13
i CD33 i brakiem ekspresji HLA-DR. Klinicznie w ostrej biataczce
promielocytowej czesto dochodzi do rozwinigcia zespolu wykrzepiania
wewnatrznaczyniowego wraz z powiktaniami krwotocznymi (Hillestad 1957,
Cordonnier i wsp. 1985, Stone i Mayer 1990). Cechg charakterystyczng AML
M3 jest wystgpowanie translokacji t(15;17), w ktérej dochodzi do powstania
genu fuzyjnego PML/RARa (ang. promyelocytic leukemia/retinoid acid
receptor type alpha). Komorki, w ktorych doszto do powstania i ekspresji
genu PMI/RAR«a sa wrazliwe na dziatanie kwasu all-transretinowego
(ATRA), ktorego zastosowanie w terapii ostrej biataczki promielcytowej
zmienito sposéb postgpowania i znacznie poprawito rokowanie tego podtypu
biataczki (Warrell i de The 1993, Grignani i wsp. 1994, Stone 1 Mayer 1990,
Head i wsp. 1995, Fenaux 1 wsp. 1997).

Mielomonocytowa AML-M4 dotyczaca tacznie 5-10% chorych z ostra
biataczka szpikowa. Mediana zachorowania wynosi 40-45 lat.
Immunofenotypowo AML-M4 charakteryzuje si¢ ekspresja antygenow
CD13, CD34, ze zmiennym wystgpowaniem CD14, CD33, CD11b, CDllc.
Czesto dochodzi do ekspresji antygenu CD2, jak réwniez HLA-DR
(Adriaansen i wsp. 1993). Cecha charakterystyczng jest rdowniez
wystgpowanie organopatii i1 hiperleukocytozy powyzej 100 G/L.
Najczgstszym wariantem tego podtypu jest ostra bialaczka szpikowa typu M4
ze wspolwystegpujaca eozynofilia i inwersja chromosomu 16. Liczba
catkowitych odpowiedzi na terapi¢ indukcyjna w ostrej biataczce szpikowe;]
M4 z inv(16) przewyzsza liczb¢ w pozostatych podtypach ostrej biataczki
szpikowej, wobec czego allogeniczng transplantacj¢ szpiku proponuje si¢ u
pacjentdw nie w pierwszej remisji (Brunning i McKenna 1994, Larson i wsp.
1986, Koeffler 1987, Holmes i wsp. 1985).

Monoblastyczna AML-MS, stanowi 2-10% ostrych biataczek szpikowych
(Koeffler 1987, Tobelem i wsp. 1980). Rozrdéznia si¢ dwa warianty
powyzszego podtypu: MSa (mato dojrzata, 80% komérek monoidalnych
stanowia monoblasty) i M5b (z cechami dojrzewania, komérki monoidalne
stanowia monocyty i promonocyty) (Peterson i Levine 1987). Zachorowanie

na ostra biataczk¢ monocytowa wystgpuje w kazdym wieku, ze szczeg6lng
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tendencja do wystgpowania postaci MS5a wséréd pacjentdéw miodych ponize]
25 roku zycia (Brunning i McKenna 1994). Immunofenotypowo AML-MS5
mozna odr6zni¢ od pozostatych postaci AML, za wyjatkiem M4 za pomoca
antygendow CD14, CD4, CD68. Cytogenetycznie czgsto dochodzi
do translokacji, w ktérych zaangazowane sa chromosomy 9, 11, 19.
Klinicznie moze dochodzi¢ do organopatii, nacieckéw w obrebie dzigset
1 czgsciej niz w innych podtypach naciekow w obrebie centralnego uktadu
nerwowego. Obserwowano rowniez stosunkowo czgsto zespot wykrzepiania
wewnatrznaczyniowego 1 hiperleukocytoze. Rokowanie jest gorsze niz
w innych podtypach ze wzglgdu na obecnos¢ niekorzystnych czynnikow
prognostycznych (Peterson i Levine 1987, Scott i wsp. 1988), ale wydaje si¢
mniej niekorzystne u pacjentow, gdzie spotyka sie t(9;11) (Kalwinsky i wsp.
1990, Martinez-Climent i wsp. 1995).

Erytroleukemia, AML-M6. Wystepuje u mniej niz 5% przypadkow ostrych
biataczek szpikowych. W morfologii szpiku kostnego wigcej niz 50%
komérek stanowig erytroblasty. W wigkszosci preparatéw widoczne moga
by¢ pateczki Auera. (Brunning i McKenna 1994). AML-M6 wystgpuje
gtéwnie u oséb powyzej 50 roku zycia, czgsciej dotyczy mezczyzn (Peterson
i Levine 1987). Zmiany cytogenetyczne dotycza chromosomu 5 i 7,
a u ok. 70% chorych spotyka si¢ aneuploidi¢ (Rowley i wp. 1981, Scott
i wsp.1988). Wsréd objawdw klinicznych AML-M6 dominuja objawy
zwiazane z niedokrwistoscia, a u 1/3 pacjentow mamy do czynienia
z nasilonymi bélami kostnymi (Peterson i Levine 1987). W tej grupie
w badaniach laboratoryjnych czesto stwierdza si¢ dodatni odczyn Coombsa,
czynnik reumatoidalny, przeciwciala przeciwjadrowe (Hetzel i Gee 1978).
Rokowanie wsérdd pacjentéw z erytroulekemia jest gorsze niz wsréd chorych
na inne ostre biataczki szpikowe szczegllnie z uwagi na bardzie]
zaawansowany wiek chorych i czestsze wystgpowanie tego podtypu jako
choroby wtdrnej.

Megakarioblastyczna, AML-M7. Dotyczy mniej niz 5% zachorowan na ostre
biataczki szpikowe (Brunning i McKenna 1994, Peterson i Levine 1987,
Huang i1 wsp. 1984, Koike 1984). Morfologicznie moze by¢ podobna
do ALL-L2 lub AML-MI. Z uwagi na mozliwos¢ widknienia szpiku

kostnego,  biopsja  aspiracyjna  szpiku  moze  by¢  nieudana.
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Immunofenotypowo rozpoznanie ostrej biataczki megakariocytowej powinno
by¢ postawione na podstawie obecnosci charakterystycznych antygenéw jak
CD41, CD42b, CD61 na komorkach blastycznych. Cytogenetycznie zmiany
najczesciej dotycza chromosomdéw 8 i1 21, jesli choroba jest wtdérna —
chromosomu 51 7. (Rowley i wsp. 1981, Peterson i Levine 1987, Chan i wsp.
1983, Sariban i wsp. 1984, Simon i wsp. 1987). Objawy kliniczne AML-M7
nie odbiegaja od wystgpujacych w innych podtypach. Rokowanie w ostrej

biataczce megakariocytowej jest zle.

2.4. Ostra bialaczka bifenotypowa

Termin ostrej biataczki bifenotypowej zostal zarezerwowany dla takiej
choroby, w ktorej komorki nowotworowe wykazuja rownoczesnie ekspresje
antygenOw charakterystycznych zaréwno dla linii szpikowej jak 1 limfoidalne;.
Z uwagi na fakt, ze ok 20% ostrych biataczek szpikowych wykazuje obecnos¢
co najmniej jednego antygenu linii limfoidalnej, a 5 - 46% ostrych bialaczek
limfoblastycznych antygenu linii mieloidalnej, wigkszo$¢ autoréw pozostaje zgodna,
ze ostrg biataczke bifenotypowa nalezy rozpoznawaé w przypadku ekspresji wigcej
niz jednego niespodziewanego antygenu charakterystycznego dla drugiej grupy
(Garand i wsp, 1994, Del Vecchio i wsp. 1989, Dinndorf i wsp. 1986, Bene i wsp.
1995).

2.5. Ostra biataczka biklonalna
Ostra biataczka biklonalna charakteryzuje si¢ obecnoscia wigcej niz jednego
klonu komérkowego wsréd komérek nowotworowych. U jednego chorego stwierdza

si¢ wigc obecnosc klonu zardwno ostrej biataczki szpikowej jak i limfoblastyczne;.

2.6. Zmiany genetyczne w ostrych biataczkach

Ostre bialaczki sa pod wzgledem fenotypowym i genetycznym chorobami
heterogennymi. Jak inne nowotwory ztosliwe, sa konsekwencja wigcej niz jednej
mutacji (Gilliland i wsp. 2004). Zmiany genetyczne wystgpujace w ostrych
biataczkach moga by¢ widoczne w postaci zmiany liczby lub budowy
chromosoméw, rearanzacji genéw czy mutacji punktowych. Niektore

ze stwierdzanych zmian genetycznych sg charakterystyczne dla poszczegdlnych
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podtypéw ostrych biataczek 1 wiaza si¢ z okreslonymi predyspozycjami
patofizjologicznymi.

W ostrej biataczce limfoblastycznej u 20-30% dzieci i u 5-12% pacjentéw
dorostych dochodzi do zwielokrotnienia liczby chromosoméw (Third International
Workshop 1983, Look i wsp. 1982, Secker-Walker i wsp. 1982, Walters 1 wsp. 1990,
Raimondi 1993, Petkovic i wsp. 1996). Poliploidia jest czgsto obserwowana w early
pre-B-ALL, rzadziej w pre-B-ALL, B-cell-ALL, T-cell-ALL (Pui 1 wsp. 1988,
Raimondi 1 wsp. 1988, Uckun i wsp. 1989). W przypadku, kiedy zmiany dotycza
zwielokrotnienia liczby pojedynczego chromosomu zaangazowane sa najczesciej
chromosomy 4, 6, 10, 14, 17, 18, 20, 21 1 X (Raimondi 1993). Hiperdiploidia jest
korzystnym czynnikiem prognostycznym (Secker-Walker i wsp. 1982, Bloomfield
1 wsp. 1989, Williams i1 wsp. 1982, Trueworthy 1 wsp. 1992) w przeciwienstwie
do np. tetraploidii — niekorzystnego czynnika prognostycznego (Pui i wsp. 1990).

Translokacje chromosoméw czesciej dotycza pre-B-ALL, B-cell-ALL,
T-cell-ALL niz early pre-B-ALL (Pui 1 wsp. 1988). Translokacja (12;21) jest
najczestsza dotyczaca dzieciecego typu B-cell-ALL, wystepuje u 30% dzieci 1 3,4%
dorostych z powyzszym podtypem ALL (McLean i wsp. 1996). W wyniku
t(12;21)(p13;922) dochodzi do powstania genu fuzyjnego TEL/AMLI (ang. TEL
oncogene/acute myeloid leukemia 1 oncogene), ktéry poczatkowo zostal opisany
w ostrej bialaczce szpikowej (Golub i wsp. 1995, Shurtleff i wsp. 1995, Romana
i wsp. 1995, McLean i wsp. 1996). Wystgpowanie genu fuzyjnego TEL/AMLI jest
dobrym czynnikiem prognostycznym. U 8% pacjentéw z ALL dochodzi
do translokacji (4;11)(q21;q23) (Third International Workshop 1983, Arthur i wsp.
1982, Parkin i wsp. 1982). Dochodzi do powstania genu fuzyjnego AF-4/MML (ang.
AF4/FMR?2 family member 1/ myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia).
Immunofenotypowo komorki blastyczne z powyzsza translokacja wykazuja cechy
zar6wno komorek pochodzenia limfoidalnego jak i mieloidalnego - obecnos¢ CD19,
CD15, CDw65, HLA-DR, brak CD24, antygenu CALLA i powierzchniowych
immunoglobulin (Mirro i wsp. 1986, Raimondi i wsp. 1989, Borowitz i wsp. 1993).
Klinicznie ALL z t(4;11) charakteryzuje si¢ wysoka leukocytoza przy rozpoznaniu,
organopatia i stosunkowo krotkim czasem trwania remisji (Third International
Workshop 1983, Bloomfield i wsp. 1989). Kolejna charakterystyczng translokacja
dla ostrej biataczki limfoblastycznej B-komoérkowej jest t(5;14)(q31;932)

wystepujaca szczegllnie czesto u chorych z towarzyszaca eozynofilia (Tono-oka
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i wsp. 1984). W wyniku translokacji powstaje gen IL-3/IgH (ang. interleukin
3/immunoglobulin heavy locus), w ktérym gen dla interleukiny 3 zostaje
przeniesiony w okolice promotora genu fancuchdéw cigzkich immunoglobulin
1 zwigkszenie ekspresji IL-3 przez ten promotor powoduje niekontrolowany wzrost
komérek nowotworowych (Meeker i wsp. 1990). Kolejne 5% pacjentow z ostra
biataczka limfoblastyczna, szczegdlnie z podtypem pre-B posiada kariotyp
t(1;19)(q23.3;p13.3) (Carroll i wsp. 1984, Raimondi i wsp. 1990). Obecnos¢ genu
E2A/PBX (ang. transcription factor 3 [E2A immunoglobulin enhancer binding
factors E12/E47]/ pre-B-cell leukemia homeobox 1) predysponuje do wystgpienia
wczesnej wznowy choroby przy standardowym postgpowaniu leczniczym. Podobna
translokacja wystgpuje rowniez w ostrej bialaczce szpikowej (Troussard 1 wsp.
1995). W ostrej biataczce limfoblastycznej B-komdérkowej dochodzi do translokacji,
w ktorych gtdéwna role odgrywa chromosom 8. Najczestsza jest t(8;14)(q24;q932) —
wystgpujaca rowniez w chloniaku Burkitta. Pozostale znane translokacje
to  t(2;8)(pl1-13;24) 1 t(8;22)(q24;q11) (Klein 1983). We wszystkich
z wymienionych translokacji kluczowa role odgrywa gen C-MYC zlokalizowany
na ramionach dlugich chromosomu 8. Powstajace w wyniku rearanzacji geny,
odpowiednio MYC/IgH (ang. myelocytomatosis viral oncogene
homolog/immunoglobulin heavy locus), IgwMYC (ang. immunoglobulin kappa
locus/myelocytomatosis viral oncogene homolog) i MYC/IgA (ang. myelocytomatosis
viral oncogene homolog/immunoglobulin lambda locus) maja bezposredni zwigzek
z transformacja nowotworowa (Dalla-Favera i wsp, 1983). Klinicznie obecnos¢
ktérejkolwiek z wymienionych translokacji wiaze si¢ z czgstszym wystgpowaniem
pozaszpikowych ognisk choroby, opornosci na klasyczna chemioterapi¢ i szybka
progresj¢ choroby. Ws$réd pacjentéw z rozpoznaniem ostrej biataczki
limfoblastycznej T-komorkowej znaleziono przynajmniej 9 protoonkogendw,
gdzie kluczowa rolg odgrywaja rézne rearanzacje w obrebie genéw TCR (ang. T-cell
receptor) (Raimondi i wsp. 1988). Dla przyktadu translokacja (1;14)(p32;ql11)
powoduje powstanie genu fuzyjnego TALI(SCL)/TCRA/6 (ang. T cell acute
lymphocytci leukaemia 1; stem cell leukemia/ T-cell receptorh/d) obecnego u okoto
3% pacjentow z T-komérkowa ALL. Wraz z pojawieniem si¢ mozliwosci badan
molekularnych okazato sig, ze dalsze 25% chorych z powyzszym rozpoznaniem,

bez stwierdzanych zmian cytogenetycznych, ma zmiany w obrgbie genu TALI
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polegajace na delecji czesci DNA, ktore zostaje przeniesione o 90 do 100 kbp
powyzej locus genu TAL. Delecja ta skutkuje wzajemng wymiang genu TAL i locus
SIL (ang. stem cell leukemia interrupting locus) nazywane obecnie STIL (ang.
SCL/TALI interrupting locus). Gen TALI 1 pokrewne mu TAL2 (ang. T-cell acute
lymphocytic leukemia 2) 1 LYLI (ang. lymphoblastic leukemia derived sequence 1)
wystepuja u ponad 60% chorych z T-cell-ALL niezaleznie od stwierdzanych zmian
cytogenetycznych i odgrywaja zasadnicza rol¢ w patogenezie tego podtypu ostrej
biataczki (Bash 1 wsp. 1995). Zmiany w obrgbie genu TAL sa korzystnym
czynnikiem prognostycznym (Kikuchi i wsp. 1993). Kolejne translokacje dosc¢ czgsto
wystepujace w  T-komérkowych ostrych biataczkach to t(11;14)(p13;11),
t(10;14)(q24;q11) (Yoffe 1 wsp. 1989, Raimondi 1 wsp. 1987). Okoto 20% ALL
u dorostych charakteryzuje wystgpowanie translokacji (9;22)(q34;q11) czyli tzw.
chromosomu Philadelphia (Third International Workshop 1983, Watlers 1 wsp. 1990,
Crist 1 wsp. 1990, Westbrook 1 wsp. 1992, Russo 1 wsp. 1991). Produktem
powstatego genu fuzyjnego BCR-ABL jest bialkko BCR-ABL o charakterze kinazy
tyrozynowej (Melo, 1996). Okoto 50% pacjentow z obecnosciag chromosomu
Philadelphia posiada dodatkowe zmiany cytogenetyczne. Wystepowanie translokacji
(9;22) nie wiaze si¢ z charakterystycznym obrazem immunofenotypowym
(Bloomfield i wsp. 1989, Crist i wsp. 1990), morfologicznie odpowiada ALL L2.
Klinicznie BCR-ABL dodatnie ostre biataczki limfoblastyczne charakteryzuja si¢
znaczng leukocytoza przy rozpoznaniu, wysoka agresywnoscia, Opornoscia
na klasyczng chemioterapi¢, wystgpowaniem wczesnych wznéw choroby
po osiaggnieciu remisji. U kolejnych 10% chorych z rozpoznaniem ostrej biataczki
limfoblastycznej stwierdza si¢ zmiany w obrebie krotkich ramion chromosomu 9
(Murphy i wsp. 1989). Badaniami molekularnymi czg¢stos¢ opisanych zmian sigga
29% (Diaz 1 wsp. 1990). Delecje, rzadziej mutacje punktowe w rejonie 9p21
prowadza tutaj do utraty badz inaktywacji genu supresorowego (antyonkogenu) p16
(synonimy: MTS1;CDKN?2) (ang. multiple tumor-supressor gene 1; cyclin-dependent
kinase inhibitor 2A) (Duro 1 wsp. 1996, Quesnel i wsp. 1995). Immunofenotypowo
inaktywacja genu MTSI dotyczy az 80% T-komérkowych ostrych biataczek
limfoblastycznych i jest najczestsza zmiang cytogenetyczng znajdowana w tym
podtypie ostrej biataczki limfoblastycznej (Fizzotti 1 wsp. 1995). ALL
z towarzyszacymi zmianami w obregbie ramion krétkich chromosomu 9

charakteryzuje si¢ klinicznie wysoka leukocytoza przy rozpoznaniu, obecnos$cig
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ognisk pozaszpikowych i wysokim odsetkiem wzndéw, szczegllnie miejscowych
(Fizzotti i wsp. 1995).

W ostrej biataczce szpikowej zmiany chromosomalne w obrebie klonu moga
dotyczy¢ zar6wno linii szpikowej jak 1 erytroidalnej czy megakariocytowej
(Keinanen i wsp. 1988). W przeciwienstwie do ALL rzadko dochodzi do znacznych
odchylen w liczbie chromosoméw. Najczgstsza zmiang liczbowa jest trisomia
chromosomu 8 (Yunis i wsp. 1984, Woods i wsp. 1985), skutkujaca wysokim
odsetkiem osigganych remisji i1 S$rednim okresem ich trwania. Monosomia
chromosomu 7 lub skrdécenie dlugich ramion chromosomu 7 jest skorelowane ze zta
odpowiedzig na terapi¢ (Woods i wsp. 1985, Kalwinsky i wsp. 1990, Schiffer i wsp.
1989). Monosomia chromosomu 5 lub delecja 5g- jest rOwniez spotykana w ostrej
biataczce szpikowej (Schiffer 1 wsp. 1989). Zmiany liczbowe innych chromosoméw
niz opisanych wyzej naleza w tym schorzeniu do kazuistyki. Wsréd zmian
strukturalnych chromosoméw w ostrej bialaczce szpikowej do najczgstszych naleza
cztery gtdwne grupy: translokacje genu czynnika wigzacego rdzen (ang. core binding
Jactor CBF), translokacje genu receptora kwasu retinowego, kinaz tyrozynowych 1
genéw odpowiedzialnych za funkcje poréw w blonie jadrowej (ang. nuclear pore).
Do pierwszej grupy zmian CBF naleza dwie zasadnicze: translokacja t(8;21)
i inwersja inv(16). Translokacja (8;21) jest spotykana u okoto 20% ostrych biataczek
szpikowych i jest charakterystyczna dla podtypu M2. U okoto 7% chorych z t(8;21)
rozpoznaje si¢ jednak ostra bialaczk¢ mielomonocytowa AML M4 (Loffler i wsp.
1995). W wyniku translokacji powstaje gen fuzyjny AMLI/ETO (ang. AML 1
oncogene/ eigth twenty one gene) (Ericsson i wsp. 1994). Gen AMLI inaczej zwany
rowniez CBF & (ang. core binding factor type o) lub PEBP2 ¢ (ang. polyomavirus
enhancer-binding protein 2 alpha) koduje podjednostke alfa czynnika
transkrypcyjnego znanego jako czynnik wiazacy rdzen (CBF) i odgrywa wazna role
w hematopoezie. Fuzje z udzialem genu AMLI z chromosomu 21 stwierdza si¢
rOwniez w innych zespotach chorobowych poza ostra biataczka szpikowa i sa
charakterystyczne dla zespotu mielodysplastycznego i kryzy blastycznej przewlektej
biataczki szpikowej - t(3;21) i wspomnianej wyzej ostrej bialaczki limfoblastycznej -
t(12;21). W wyniku translokacji t(3;21), w zaleznosci od miejsca fuzji moze
dochodzi¢ do powstania trzech réznych genéw AMLI/EVII (ang. AML 1
oncogene/ecotropic  viral integration sitel), AMLI/EAP (ang. AML 1
oncogene/ribosomal  protein L22), AMLI/MDS1 (ang. AML 1
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oncogene/myelodysplasia syndrome 1) (Sawyers, 1997). Kolejnym genem nalezacym
do grupy CBF jest gen CBF[ zaangazowany w Kolejnej opisywanej zmianie
cytogenetycznej w ostrej biataczce szpikowej, inwersji lub delecji czgéci ramion
dtugich chromosomu 16 (Liu i wsp. 1993). Podjednostka beta CBF jest niezbedna do
potaczenia si¢ podjednostki alfa z docelowag sekwencja DNA. W przypadku
wystepowania inwersji, C-koniec CBF[ zostaje potaczony z produktem genu
SMMHC (ang. smooth muscle myosin heavy chain gene), powstaty produkt
CBFB/SMMHC uniemozliwia prawidlowe oddziatywanie AML1 z DNA i tym
samym transkrypcje gendéw, na ktore oddziatuje (Sawyers, 1997). Inv(16) jest
charakterystyczna dla ostrej biataczki mielomonocytoewj M4 z eozynofilia (Yunis
1 wsp. 1984, Arthur i wsp. 1983, Le Beau i wsp. 1983). Moze dotyczy¢ nawet
do 50% chorych z ta postacig biataczki. Klinicznie nie ma r6znicy mi¢dzy inwersja
inv(16)(p13;922) i delecja del(16)(q22). Wystgpowanie zmian cytogenetycznych
w obrgbie gendow CBF, t(8;21), inv(16) wiaze si¢ z dobrymi czynnikami
prognostycznymi choroby (Schiffer i wsp. 1989, Swansburry i wsp. 1994, Yunis
1 wsp. 1984, Larson 1 wsp. 1986). Kolejng wazng grupa zmian cytogenetycznych w
ostrej biataczce szpikowej sa translokacje dla receptoréw kwasu retinowego.
Dotycza one praktycznie tylko podtypu M3, ostrej biataczki promielocytowe;.
Do klasycznego przedstawiciela grupy nalezy translokacja t(15;17). Molekularnie
dochodzi do potfaczenia genu receptora dla kwasu retinowego RAR« (ang. retinoic
acid receptor) z chromosomu 17 z genem PML (ang. promyelocytic leukaemia)
z chromosomu 15, co prowadzi do kodowania nieprawidlowego receptora
a w konsekwencji do zaburzen dojrzewania komérek nowotworowych. (Borrow
i wsp. 1990, de The i wsp. 1990, Longo i wsp. 1990, Dyck i wsp. 1994, Koken i wsp.
1994, Weis 1 wsp. 1994). U czesci chorych z ostra bialaczka promielocytowa
stwierdza si¢ wystgpowanie innych rearanzacji genu RAR¢@, mianowicie z genem
PLZF (ang. promyelocytic leukaemia zink finger) i NPM (ang. nucleophosmin),
gdzie dochodzi do wytworzenia gendéw fuzyjnych PLZF/RAR¢ 1 odpowiednio
NPM/RAR ¢. Powstanie genu PLZF/RARa odpowiada translokacji t(11;17), ktdrej
wystepowanie jest rOwnoznaczne z kliniczng opornoscia na kwas all-transretinowy.
Rola NPM/RAR & pozostaje nadal nieznana. (Redner i wsp. 1996, Licht i wsp. 1996,
Dong i1 wsp. 1996, Licht i wsp. 1995). Przedstawicielem kolejnej grupy zmian

strukturalnych ~ w  obrgbie = chromosoméw  skutkujacych  okreslonym
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patomechanizmem ostrej bialaczki szpikowej jest translokacja t(6;9)(p23;q34).
Wystepuje u okoto 2% AML, szczeg6lnie w podtypach M1, M2 i M4. Zmiana ta
dotyczy przewaznie miodych pacjentéw kliniczne zle odpowiadajacych na leczenie.
W wyniku rearanzacji chromosoméw dochodzi do wytworzenia genu fuzyjnego
DEK/CAN (ang. DEK oncogene/ Nuclear pore complex protein Nup214). Produkt
genu CAN odpowiada jako czg$¢ sktadowa kompleksu poréw w btonie jadrowej
za transport RNA 1 biatek przez blon¢ jadrowa (von Lindner i wsp. 1992, Kraemer
1 wsp. 1994, Heim 1 wsp. 1986, von Lindern i wsp. 1990, Kraemer 1 wsp. 1994).
Kolejna zmiang, gdzie dochodzi do uposledzenia transportu przezbtonowego
w jadrze komérkowym jest translokacja t(7;11). W wyniku fuzji genéw dochodzi
do powstania biatka NUP98/HOXA9 (ang. nucleoporin 98kDa/homeobox A9)
(Borrow 1 wsp. 1996, Nakamura i wsp. 1996). Zmiany strukturalne dotyczace ramion
dtugich chromosomu 11 wystepuja u okoto 5% chorych z ostra bialaczka szpikowa,
szczegblnie w podtypie M5, M4 i M2 (Berger 1 wsp. 1982). Do zmian tych naleza
translokacje:  t(4;11)(q21;923),  t(9;11)(q22;923),  t(10;11)(p11-15;q13-23),
t(11;19)(g23;p13). t(4;11) najczegsciej dotyczy ostrej biataczki limfoblastycznej,
t(9;11) szpikowej, natomiast t(10;11) biklonalnej. Gen zaangazowany w powyzsze
zmiany z ramienia dtugiego chromosomu 11 zostal nazwany MLL (ang. mixed
lineage leukaemia) (Secco i wsp. 1996, Tkachuk i wsp. 1992, Gu i wsp. 1992,
Thirman i wsp. 1993).

2.7. Leczenie ostrych biataczek

Ostre biataczki sa schorzeniami trudnymi do leczenia. Klasyczne leczenie
przeprowadzane jest w oparciu o intensywna polichemioterapi¢. Wyrdznia si¢
3 zasadnicze fazy leczenia ostych biataczek:

e leczenie indukcyjne

e leczenie konsolidujace

e leczenie postremisyjne
Celem leczenia indukcyjnego jest osiagnigcie przez chorego tzw. remisji
hematologicznej. Uzyskanie remisji uwarunkowane jest zredukowaniem liczby
komorek blastycznych do poziomu, przy ktérym mozliwa jest normalizacja wynikow
badan morfologii krwi obwodowej. W szpiku kostnym nie moze pozosta¢ wigce]
niz 5% komoérek blastycznych. Uwaza sig, iz w momencie rozpozania ostrej

biataczki ilo§¢ komérek blastycznych w ustroju wynosi 10, co stanowi ok. 1 kg
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guza nowotworowego. Leczenie indukcyjne polega na kilkudniowej intensywnej
polichemioterapii, po ktérej nastgpuje okres aplazji postterapeutycznej. Regeneracja
hematologiczna 1 ewentualna remisja moze zosta¢ osiagnigta w okresie 3 do 6
tygodni od zakonczenia pierwszej fazy leczenia. Leczenie to jest w stanie
zredukowaé i08¢ komérek blastycznych o 3 logarytmy do poziomu 10°,
co odpowiada 1 g guza. Po jej osiagnieciu przeprowadzane jest leczenie
konsolidujace, w przypadku czgsciowej — powtarzane leczenie indukcyjne.
Przy braku efektow leczenia, najczesciej na skutek odrostu klonu biataczkowego
po okresie aplazji lub pierwotnej opornosci choroby, przeprowadza si¢ ponowne
leczenie indukcyjne, oparte na innym schemacie chemioterapii niz pierwotnie
zastosowany. Leczenie konsolidujace polega na zastosowaniu wysokodawkowanej
powtarzanej kilkukrotnie polichemioterapii u chorych w okresie remisji. Szacuje sig,
ze po zastosowaniu leczenia indukcyjnego 1 osiagnieciu catkowitej remisji
hematologicznej pozostala w organizmie chorego ilos¢ komorek biataczkowych
znacznie przekracza mozliwosci uktadu obronnego dla zapobiezenia szybkiemu
nawrotowi choroby 1 utrzymania dlugotrwalej remisji. Celem leczenia
konsolidujacego  jest wigc  wyeliminowanie tzw. choroby resztkowe;j
i uzyskanie trwalej remisji hematologicznej. Po zakonczonym leczeniu
konsolidujacym stosuje si¢ kolejny etap, tzw. leczenie postremisyjne, zapobiegajace
ponownemu rozplemowi komdrek bialaczkowych. Zalicza si¢ tu trzy mozliwosci
terapeutyczne: alloprzeszczep szpiku kostnego, autoprzeszczep szpiku kostnego,
cyklicznie powtarzana przez okreslony przedziat czasowy (najczesciej 2 lata)
polichemioterapia. Najwigksza szans¢ na wyleczenie stwarza obecnie transplantacja
szpiku kostnego. W przypadku allotransplantacji przezycie wolne od choroby
po 5 latach od rozpoznania uzyska¢ mozna u 45-60% chorych, ok. 10-20% mniej
w przypadku autotransplantacji. Wyniki cyklicznie powtarzanej chemioterapii sa
znacznie gorsze 1 siegaja najwyzej 10-15% chorych. Klasyczne metody leczenia
ostrych biataczek wydaja si¢ niewystarczajace. Wigza si¢ rowniez z duzym ryzykiem
cigzkich powiktan w trakcie leczenia. Prowadzone sa proby zastosowania bardziej
wybiérczych metod leczenia. Szczegdlne nadzieje nalezy wigzaé z coraz
doskonalszymi metodami immunoterapii, m. in. zastosowanie przeciwcial
monoklonalnych sprz¢zonych z np. substancjami cytotoksycznymi, radioizotopami
przeciwko odpowiednim antygenom réznicowania, np. anty-CD33. Prowadzone

na wielka skale¢ badania podstawowe majace na celu wyjasnienie patomechanizméw
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ostrych biataczek i1 innych nowotworéw moga zaowocowaé wprowadzeniem
do programéw nowych Ilekéw opartych na zasadzie celu molekularnego
zaprojektowanego dla okreslonego zestawu gendéw lub ich produktéw. Szczegdlne
zainteresowanie  dotyczy = wigc ~ mozliwosci  zahamowania  sygnalow
wewnatrzkomoérkowch, genéw opornosci wielolekowej 1 angiogenezy. Przyktadem
takiego leku I generacji wprowadzonym do leczenia w ostatnich latach pozostaje
imatinib, inhbitor kinazy tyrozynowej BCR-ABL powstalej w wyniku translokacji
t(9;22) i charakterystycznej gtdwnie dla przewlektej bialaczki szpikowej, ale obecnej
rowniez u ok. 20% ostrych biataczek limfoblastycznych i 1% ostrych biataczek
szpikowych. Imatinib charakteryzuje si¢ wysoka skutecznoscia w hamowaniu
nieprawidlowej kinazy BCR-ABL, jego dziatanie nie ogranicza si¢ do tego jednego
biatka. Oddziatywuje roéwniez hamujaco na kinaz¢g ABL, receptor dla
ptytkotwopochodnego czynnika wzrostu PDGFR (ang. platelet derived growth
ractor receptor), biatko KIT (CD117) (Druker i wsp. 2001, Goldman i Melo 2001,
Hellmann i Prejzner 2001). Kinazy tyrozynowe moga petni¢ role jednego

z molekularnych celow w leczeniu ostrych biataczek.

2.8. Zmienno$¢ materialu genetycznego

Organizm posiadajacy fenotyp prawidlowy, charakterystyczny dla danego
gatunku, okreslany jest jako typ dziki. Organizm o fenotypie zmienionym w wyniku
mutacji nazywany jest mutantem. Mutacje sa to ilosciowe lub jakosciowe zaburzenia
materiatlu genetycznego komoérki. Dotyczy¢é moga one liczby i/lub struktury
chromosoméw, genéw badz ich fragmentéw. Moga w sposéb istotny zaburzad
procesy transkrypcji i translacji powodujac zmiany poziomu ekspresji lub funkcji
produktu danego genu. Spotyka si¢ rowniez mutacje nie wptywajace w jakikolwiek
sposdb na czynnosci ich wtasnych produktow.
Aberracje chromosomowe dotycza zaburzen liczby i/lub struktury chromosoméw.
Aneuploidia polega na niewielkich odchyleniach od podstawowej liczby
chromosoméw. Poliploidia to zwigkszenie lub zmniejszenie liczby chromosoméw
o wielokrotno$¢ calkowitej haploidalnej ich liczby. Tak zwane duze rearanzacje
genowe polegaja na duplikacjach, polegajacych na powieleniu fragmentu DNA
w obregbie genu, insercjach, polegajacych na wstawieniu do genu sekwencji zwykle

pochodzacych spoza jego obszaru lub delecjach polegajacych na braku genu lub jego
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fragmentu. Mutacje punktowe polegaja na zmianie pojedynczego nukleotydu
w obregbie kodonu. Mozna wsrdd nich wyrdznié:

-insercje - wstawienie pojedynczego nukleotydu do sekwencji genu.

-delecje - ubytku pojedynczego nukleotydu w sekwencji genu.

-substytucje - zastgpienie jednego nukleotydu innym (tranzycja to zamiana puryny
na puryn¢ lub pirymidyny na pirymidyng, transwersja — zamiana pirymidyny
na puryng i odwrotnie).

Wyréznia si¢ nastgpujace typy mutacji punktowych:

-mutacje zmiany sensu: w obregbie kodonu dochodzi do zmiany pojedynczego
nukleotydu. Przekfada si¢ to na zmiang¢ pojedynczego aminokwasu w sekwencji
biatka. W efekcie funkcja takiego biatka moze by¢ nieprawidiowa.

-mutacje nonsensowne: zmiana nukleotydow prowadzi do przedwczesnego
pojawienia si¢ kodonu konczacego translacj¢ W efekcie powstaje niepetnej dtugosci
produkt, najczesciej o nieprawidtowej strukturze i funkcji.

-mutacje nieme: dochodzi do zmiany trzeciej zasady kodonu i najczesciej nie
nast¢gpuje zmiana aminokwasu w polipeptydzie z powodu degeneracji kodu
genetycznego W przypadku niektérych kodonéw moze to dotyczy¢ réwniez drugiej
zasady w kodonie.

-mutacje zmiany ramki odczytu: polegaja na zjawisku insercji lub delecji w regionie
kodujacym genu. Prowadzi to do zmiany ramki odczytu mRNA i btednego
odczytania kolejnych kodonéw. Taka nieprawidtowa translacja prowadzi do syntezy
produktu czgsto o catkowicie zmienionej sekwencji aminokwasow.

-mutacje transkrypcyjne: dotycza obszar6w promotorowych i/lub regulatorowych
gendéw. Ich konsekwencja moze by¢ obnizony poziom transkrypcji danego genu
i niedostateczna ekspresja produktu biatkowego lub odwrotnie, zwigkszony poziom
transkrypcji i nadmierna ekspresja produktu.

Polimorfizm genetyczny oznacza wystgpowanie w populacji dwéch lub
wigcej form danego genu, czyli alleli z czgstoscia wigksza niz oczekiwana,
wynikajaca z ogdlnej czestosci mutacji w danej populacji. Z uwagi na fakt,
ze czestos¢ mutacji w danej populacji jest trudna do sprecyzowania, przyjegto,
ze o polimorfizmie mozna moéwi¢, gdy najrzadszy wariant allelu w danym locus
wystepuje z czegstoscig wieksza niz 1%. Polimorfizm, podobnie jak mutacja, jest

efektem zmian sekwencji DNA.
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W zaleznosci od zmian sekwencji DNA wyrdznia si¢ nast¢pujace rodzaje
polimorfizméw:

-polimorfizm powtérzen wielokrotnych - dotyczy fragmentéw niekodujacych
i polega na polimorfizmie krétkich powtdrzen tandemowych (ang. short tandem
repeat polymorphism, STRP) - wystgpowanie segmentéw DNA o dtugosci do 1kpz
(zawierajacych rézna liczbe powtdrzen krétkich sekwencji; zmienna liczba
powtérzen tandemowych (ang. variable number of tandem repeats, VNTR) -
wystepowanie segmentow DNA o dtugosci od 1 kpz do 30 kpz, zawierajacych r6zng
liczbg powtdrzen bardziej ztozonych wielonukleotydowych sekwencji.

-polimorfizm pojedynczych nukleotydéw, analogicznie jak mutacja punktowa moze
polega¢ na insercji, delecji lub substytucji pojedynczych nukleotydow.
Zlokalizowane moga by¢ one w czg¢sci kodujacej lub niekodujacej genu. Nastepstwa
tej zmiennosci moga by¢ nieme lub dotyczy¢ zmian budowy aminokwasowe]

produktu lub poziomu jego ekspresji.

2.9. Kinazy tyrozynowe

Kinazy tyrozynowe stanowia duza grupe¢ ewolucyjnie konserwatywnych
bialek odgrywajacych zasadnicza rol¢ w procesach dojrzewania, wzrostu
i r6znicowania komérek. Liczne zaburzenia polegajace na nadekspresji, mutacjach
punktowych, rearanzacjach gendéw kodujacych kinazy stanowia patogenez¢ wielu
choréb 1 zaburzen rozwojowych. Zmienione kinazy tyrozynowe odgrywaja
zasadnicza role¢ w procesie nowotworzenia. Wydaja si¢ by¢ doskonatym
molekularnym celem dla nowej grupy lekéw przeciwnowotworowych, inhibitoréw
kinaz tyrozynowych. W ludzkim genomie zidentyfikowano 518 gendéw kodujacych
kinazy proteinowe. Stanowi to lacznie 1.7% wszystkich genéw. (Manning 1 wsp.
2002). Sposréd nich 90 stanowia geny kodujace biatka o aktywnosci kinaz
tyrozynowych, z czego 58 o charakterze receptora (RTK, ang. receptor tyrosine
kinase) 1 pozostate 32 niereceptorowe (NRTK, ang. nonreceptor tyrosine kinase).
Poszczegblne kinazy tyrozynowe przyporzadkowano do okreslonych podgrup
w zaleznosci od budowy. Obecnie wyrdznia si¢ 30 podrodzin kinaz tyrozynowych,
z czego 20 przypada na receptorowe i 10 na niereceptorowe (Robinson i wsp. 2000).
Cechy wspélne receptorowych kinaz tyrozynowych to zewnatrzkomérkowa czes¢
wigzaca ligand, przezbtonowa hydrofobowa domena, domena cytoplazmatyczna,

w skiad ktdérej wchodzi silnie konserwatywny ewolucyjnie rdzen petniacy funkcje
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centrum aktywnego enzymu i inne dodatkowe sekwencje regulatorowe. Na rycinie 1
przedstawiono schemat budowy dziewigciu typoéw rodzin kinaz tyrozynowych

receptorowych.

Ryc. 1. Schemat budowy receptorowych kinaz tyrozynowych (Na
podstawie Fantl i wsp. 1993).

I Il I v L | Vi Vil VI IX

Rodgm EGFR Redzing recepooréw insdivy|  Redzina PDGFR Rodpma FGFR Redgim VEGFR Rodgm VEGFR Rodgim NGFR Redgime EPHR: Rodpm AXL:
EGFE (HEF-1) IGF 1R EITISCFR. FGFR-1 VEGFEL VEGFR1 TREA EPHA?
EREE? (HER: 2) IER, 1N 5R. PDGFR-o. FGFR2 VEGFR2 VEGFR2 TREC EPHAL3456,75 MER, TYRO3
ERBE3 (HEF:3) PDGFE-f FGFR-3 VEGFRS VEGFR3 EPHE2
ERBB4 (HEF:4) CSFEIR FGFER-4 EPHE4

FLIZ/FLT3 EPHBI3 S5

Zwiazanie czesci zewnatrzplazmatycznej z ligandem powoduje dimeryzacje
lub oligomeryzacje receptora, fosforylacje tyrozyny w czesci
wewnatrzplazmatycznej tworzac miejsce wiazace domeng SH2 (ang. Src homology
2) r6znych biatek przekaznikowych, np. uktadéw kinazy Janusa JAK2, fosfolipazy
Cy, GAP (ang. GTP-ase activating protein), kinazy fosfatydyloinozytolu 3’ (PI-3K),
Statl, Ras (Heldin 1995, Rottapel i wsp. 1991, Ullrich i Schlessinger 1990).
Wymienione wyzej czynniki posrednie przekazuja sygnaty do jadra komérkowego,
gdzie wplywaja na ekspresja réznych genéw poprzez modyfikacje czynnikdéw
transkrypcyjnych.

Kinazy tyrozynowe odgrywaja zasadnicza rolg w transformacji
nowotworowej komodrek. Geny kodujace te biatka sq potencjalnymi
protoonkogenami. Na rycinie 2 przedstawiono lokalizacje gendw poszczegdlnych
kinaz tyrozynowych na chromosomach u czlowieka.

Zaburzenia ekspresji badZz mutacje gendéw kinaz tyrozynowych moga
przyczynic¢ si¢ do transformacji nowotworowej. Prowadzi do tego szereg poznanych

mechanizmow.
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Ryc. 2. Lokalizacja gené6w wybranych kinaz tyrozynowych na chromosomach
cztowieka (Na podstwie Robinson i wsp. 2000).

WP
]
il ]
AATERE
|

Zwigkszona amplifikacja lub nadekspresja gendéw kinaz tyrozynowych powoduje
wzrost aktywnosci enzymatycznej z towarzyszacym zwigkszonym przekaZnictwem
sygnatéw wewnatrzkomdérkowych. Rearanzacje chromosoméw moga z kolei
prowadzi¢ do powstania genéw fuzyjnych kodujacych biatka o charakterze kinaz
tyrozynowych wykazujacych si¢ konstytutywna aktywnoscia. Mutacje typu zmiany
funkcji lub delecje dotyczace domeny zewnatrzplazmatycznej lub cytoplazmatycznej
moga rowniez powodowaé konstytutywne kodowanie aktywnego enzymu.
Aktywacj¢ potencjalnych protoonkogendéw nalezacych do kinaz tyrozynowych
wywola¢ moze wreszcie auto- lub parakrynna aktywacja przez nieprawidlowe
lub nadprodukowane ligandy wiazace dany receptor. Wykazano, ze duza czes¢
nowotwordw jest zwiazana z szeroko rozumianymi nieprawidlowosciami w obrgbie
kinaz tyrozynowych (Madhusudan i Ganesan, 2004). W tabeli 1 na nastgpnej stronie
przedstawiono rodziny kinaz tyrozynowych receptorowych wraz z przedstawicielami
towarzyszacymi poszczeg6lnym typom nowotworéw. Kolejna tabela po§wigcona jest
zaleznosciom wystegpowania okreslonych typéw nowotworéw w przypadkach

uszkodzen kinaz tyrozynowch niereceptorowych.
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Tab. 1. ZaleznoS$ci wystegpowania ré6znych typéw nowotworéw od receptorowych
kinaz tyrozynowych (Na podstawie Madhusudan i Ganesan, 2004).

Typ kinazy

| Nowotwory i patologie towarzyszace

Rodzina EGFR
EGFR (HER-1)
ERBB2 (HER-2)
ERBB3 (HER-3)
ERBB4 (HER-4)

Rodzina
insuliny
IGF-1R

IRR, INSR
Rodzina PDGFR
PDGFR-a
PDGFR-B
CSF-1R

KIT/SCFR

FLK2/FLT3
Rodzina VEGFR
VEGFRI1
VEGFR2
VEGFR3

Rodzina FGFR
FGFR-1
FGFR-2
FGFR-3
FGFR-4
Rodzina
KLG/CCK(CCK4)
Rodzina NGFR
TRKA

TRKC

Rodzina HGFR
MET

RON
Rodzina EPHR
EPHA2

EPHAL1,3,4,5,6,7,8

EPHB2
EPHB4
EPHB1,3,5,6

receptorow

rak sutka, jajnika, pluc, glejak wielopostaciowy i in.
rak sutka

rak sutka

rak sutka, rak jajnika z warstwy ziarnistej
pecherzyka Graafa

rak szyjki macicy, jasnokomérkowy nerki, migsaki i
in.

glejaki, rak jajnika

przewlekta biataczka mielomonocytowa, glejak
przewlekta biataczka mielomonocytowa, glejak,
ztosliwa histiocytoza, nowotwor endometrium
GIST, AML, mielodysplazja, mastocytoza,
nasieniak, rak ptuca

AML

angiogeneza nowotworowa

angiogeneza nowotworowa

angiogeneza nowotworowa, migsak Kaposiego,
ztosliwy srodbtoniak krwiono$ny

AML, chloniaki, r6zne rodzaje guzéw litych
rak zotadka, sutka, gruczotu krokowego
szpiczak mnogi

rak brodawkowaty tarczycy, neuroblastoma
wrodzone witdkniakomigsaki, AML

rak brodawkowaty tarczycy, pierwotny watroby,
nerki, migsniakomigsak prazkowany
rak okrgznicy, perwotny watroby

czerniak

rak zoladka, przetyku, okr¢znicy
rak sutka
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Rodzina AXL
AXL

MER, TYRO3
Rodzina TIE
TIE

TEK

Rodzina RYK
RYK
Rodzina DDR
DDRI1

DDR2
Rodzina RET
RET

Rodzina ROS
ROS

Rodzina LTK
ALK

LTK

Rodzina ROR
RORI1

ROR2

Rodzina MUSK

MUSK
Rodzina LMR
AATYK2
AATYK3

AML

rak zoladka, hemangioblastoma
angiogeneza nowotworowa

rak jajnika

rak sutka, jajnika
rak sutka, jajnika

rak brodawkowaty 1 rdzeniasty tarczycy, zespoty
MEN

glejaki, gwiazdziaki

chtoniaki nieziarnicze

Tab. 2 ZaleznoSci

wystepowania réznych typow nowotworéw od

niereceptorowych kinaz tyrozynowych (Na podstawie Madhusudan i Ganesan,

2004).

Typ kinazy Nowotwory i patologie towarzyszace

Rodzina ABL

ABL przewlekta biataczka szpikowa, AML, ALL,
przewlekta biataczka mielomonocytowa

ARG -

Rodzina FRK

BRK rak sutka

FRK

SRMS

Rodzina JAK

JAKI1 biataczki

JAK2 AML, ALL, przewlekte zespoty
mieloproliferacyjne, atypowa posta¢ przewlektej
biataczki szpikowej

JAK3 biataczki, nowotwory wywodzace si¢ z komérek B

JAK4 -
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Rodzina SRC-A

FGR AML, przewlekta biataczka limfocytowa, chioniaki

FYN -

SRC rak okrg¢znicy, sutka, trzustki, neuroblastoma

YES1 rak okre¢znicy, czerniak

Rodzina SRC-B

BLK -

HCK -

LCK ALL  T-komoérkowa,  przewlekta  bialaczka
limfocytowa

LYN -

Rodzina SYK

SYK rak sutka

ZAP70 -

Rodzina FAK

FAK adhezja, przerzutowanie 1 inwazyjnos¢ licznych
NOWOtworow

PYK2 adhezja, przerzutowanie 1 inwazyjnos¢ licznych
NOwWotworow

Rodzina ACK

ACKI1 -

TNK1 -

Rodzina CSK

CSK -

MATK -

Rodzina FES

FER -

FES -

Rodzina TEC

BMX -

BTK -

ITK -

TEC -

TXK -

Wsrdd kinaz tyrozynowych zwigzanych szczegllnie z wystgpowaniem
nowotwor0w w obrgbie komdrek hematopoetycznych wyréznia si¢ szczegdlnie,
nalezace do III klasy, geny: KIT, PDGFR (ang. platelet derived growth factor
receptor), FLT3 (ang. fms-like tyrosine kinase).
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2.10. Gen KIT

KIT (CD117) to przezbtonowe biatko o masie 145 kD zbudowane z 976
aminokwasOow o charakterze receptora, nalezace do rodziny kinaz tyrozynowych
typu III (Yarden i wsp. 1987). Jest produktem genu KIT zlokalizowanego
na ramieniu dlugim chromosomu 4 (q12) zawierajacego 21 eksonéw (Besmer i wsp.
1986, Giebel 1 wsp. 1992, Qui 1 wsp. 1988). Pierwotnie zostal zidentyfikowany
jako onkogen pochodzenia wirusowego (v-kit) odpowiedzialny za aktywnos¢
transformujaca kociego wirusa migsaka (Besmer 1 wsp. 1986). Charakterystyczng
cechg strukturalna kinaz tyrozynowych typu III jest wystgpowanie domeny
zewnatrzkomérkowej, Srodblonowej 1 cytoplazmatycznej. Budowa biatka KIT
schematycznie przedstawiona na rycinie 3.

Ryc. 3. Schemat budowy receptora KIT (Na podstawie Linnekin 1999).

Daomeny wigtice
ligand
Domena
zewnatrzkomorkowa
Damena -u-dpmied:mlm :
2 dimanyzacis
Funkega B
[plluraabdis L
ﬁ_!irgmn oEsBlamrEY
Picrawsza domens
Nty Cania Domena
e ks WEWNAtrzkomorkowa
=1 e
Duga domena
kaknie s

Domena  zewnatrzkomdérkowa  zbudowana jest z  pieciu  petli
immunoglobulinopodobnych, z ktérych trzy pierwsze odpowiadajg za wigzanie si¢
z ligandem, kolejna czwarta za dimeryzacj¢ receptora, funkcja piatej nie zostata
dotychczas poznana. Domena srédbtonowa taczy domeng zewnatrzkomérkowa
z domena wewnatrzkomérkowa (cytoplazmatyczng). Czgs$¢ cytoplazmatyczna

receptora zbudowana jest z domeny okotobtonowej, odgrywajacej kluczowa rolg
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w autoregulacji fosforylacji receptora i domeny o aktywnosci kinazy tyrozynowe;.
W obrebie tej ostatniej wyr6zni¢ mozna kinaze¢ tyrozynowa I (region wiazacy ATP)
i kinaze¢ tyrozynowa II (region fosfotransferazy), obie oddzielone hydrofilowa
wstawka. Catos¢ zakonczona jest C-koncem. (Giebel i wsp. 1992, Fantl i wsp. 1993).
Aktywnos¢ kinazy tyrozynowej KIT jest regulowana przez ligand KIT (ang. stem
cell factor SCF, Steel factor, mast cell growth factor). Zwiazanie si¢ receptora
CD117 z ligandem powoduje jego dimeryzacj¢, fosforylacje tyrozyny w czesci
wewnatrzplazmatycznej tworzac miejsce Tyr-719 wiazace domeng SH2 (ang. Src
homology 2) bialek przekaznikowych kinazy fosfatydyloinozytolu 3 (PI-3K),
uktadéw kinaz Janusa JAK/STAT (ang. Janus family kinases/signal transducers and
activators of transcription), fosfolipazy Cy, kinaz rodziny Src (ang. Src kinases
Jamily), Ras, MAP (ang. mitogen-activated protein kinases). (Heldin, 1995, Rottapel
1 wsp. 1991, Ullrich i Schlessinger, 1992, Taylor i Metcalfe, 2000). Aktywacja
receptora KIT prowadzac do aktywacji sygnalizacji wewnatrzkomdrkowej reguluje
procesy proliferacji, apoptozy, adhezji. Na rycinie 4 przedstawiono mechanizmy

wewnatrzkomorkowe aktywowane przez receptor KIT.
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Ryc. 4 Mechanizmy wewnatrzkomdérkowe i szlaki sygnalowe
aktywowane przez receptor CD117 (Na podstawie Taylor i Metcalfe
2000).

Creode— Jk

Aktywacja
fosforylacji

,

Adhezja
Chemotakgja
Degranulacja

Cele cytozolowe/cytoszkieletowe

c¢PLA2 Czynniki transkrypeyjne
fezynniki jadrowe

Transkrypeja Czynniki w cyklu zyciowym kom érki
/Apoptoza

Biatko CD117 odgrywa zasadnicza rolg¢ w procesie hematopoezy,
melanogenezy i gametogenezy (Besmer i wsp. 1993). Jego obecnos$¢ wykazano
zarbwno na komorkach szpiku kostnego (Ashman i wsp. 1991), jak i innych,
np. melanocytach, komérkach srédbtonka, nabtonka gruczotu piersiowego, slinianek,
gruczotéw potowych, astrocytach, komoérkach kanalika nerkowego, $rédmigzszu

jader 1 jajnikéw, komérkach Cajala (Broudy i wsp. 1994, Lammie i wsp. 1994,
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Mayrhofer i wsp. 1987, Natali wsp. 1992). Blisko 70% CD34 pozytywnych komérek
szpiku prezentuje rowniez biatko KIT (Ashman i wsp. 1991). CDI117 jest obecny
na komdrkach progenitorowych hematopoezy (Ogawa 1 wsp. 1991). Gestos¢
receptorow KIT wystepujacych na zdrowych komérkach blastycznych maleje wraz
z dojrzewaniem. Dojrzate komorki wywodzace si¢ z uktadu limfo-
1 mielopoetycznego nie wykazuja obecnosci CD117, za wyjatkiem komdrek
tucznych, czgsci komorek NK, megakariocytow i aktywnych ptytek krwi (Metcalf
i Nicola 1991).

W trakcie hodowli komérek KIT pozytywnych uzyskuje si¢ populacje
komoérek tworzacych kolonie, natomiast brak lub unieczynnienie CD117 powoduje
niemoznos¢ ich tworzenia si¢ (Briddel 1 wsp. 1992, Ogawa i wsp. 1991). Ligand KIT
jest uznawany za czynnik wzrostu hematopoezy dzialajacy na wczesnych jej etapach.
Samodzielnie nie pobudza mielopoezy, natomiast znacznie zwigksza dzialanie
innych czynnik6w wzrostu, jak czynnik stymulujacy kolonie granulocytarne (G-CSF,
ang. granulocyte colony stimulating factor), czynnik stymulujacy kolonie
granulocytarno-makrofagowe (GM-CSF, ang. granulocyte-macrophage colony
stimulating factor), interleukina 3 (IL-3) i interleukina 6 (IL-6) na komdrki linii
mieloidalnych. W obecnosci erytropetyny stymuluje formowanie si¢ mniej
zréznicowanych prekursorowych komorek erytroidalnych BFU-E (ang. burst-
forming unit — erythroid) (McNiece i wsp. 1991). Zastosowanie u dorostego
osobnika przeciwcial monoklonalnych anty-KIT powoduje pancytopeni¢ i znaczny
spadek komdrkowosci szpiku kostnego (Ogawa i wsp. 1991). Moze to posrednio
swiadczy¢ o tym, ze ciagta aktywnos¢ kinazy tyrozynowej KIT moze by¢ niezbedna
do prawidlowej hematopoezy w szpiku. Istnieje do$¢ silna negatywna regulacja
ekspresji KIT w trakcie hematopoezy. KIT zaangazowany jest zarOwno w odnowe
komoérek progenitorowych szpiku kostnego jak i dojrzewanie linii szpikowej
i limfoidalnej. W miar¢ pojawiania si¢ form bardziej dojrzatych, poziom ekspresji
KIT spada. Wyjatek stanowig tutaj komorki tuczne, gdzie wraz z dojrzewaniem
zwigksza si¢ gestos¢ receptora CD117 na ich powierzchni (Akin i Metcalfe, 2004).

Znanych jest szereg mutacji w obrgbie genu KIT. Konstytutywne
obserwowane sa w rodzinnym albinizmie zlokalizowanym (ang. piebaldism) (Giebel
i Spritz, 1991). Mutacje w obrebie genu KIT, mozna podzieli¢ na dwie zasadnicze
grupy: dotyczace centrum aktywnego kinazy 1 regulujace jej ekspresje

lub powodujace uniezaleznienie od liganda KIT. Wigkszos¢ mutacji somatycznych
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genu KIT stanowia pojedyncze substytucje nukleotydowe, ktérych wynikiem jest
najczesciej zmiana w sekwencji aminokwasowej biatka. Mutacje typu zmiany ramki
odczytu (ang. frame—shift mutations) oraz mutacje nonsensowne (ang. nonsense),
w wyniku ktérych dochodzi do przedwczesnego pojawienia si¢ kodonu STOP (TAG,
TAA, TGA), prowadzac do wczesniejszego zakonczenia translacji, sa obserwowane
w przypadku KIT zdecydowanie rzadziej. ROwniez mutacje null, do ktérych naleza
delecje i insercje oraz mutacje nonsensowne (ang. nonsense mutations) prowadzace
najczesciej do powstania nieprawidtowego produktu biatkowego nie s spotykane
w KIT tak czgsto, jak mutacje punktowe. Uwaza sig¢, Zze mutacje somatyczne
w obrebie KIT moga inicjowac proces nowotworzenia. Wystepuja w réznych typach
nowotworOw, np. w nasieniaku, rozrodczaku, guzach podscieliska przewodu
pokarmowego (ang. gastrointestinal stromal tumours GIST), czerniaku, zespofach
mieloproliferacyjnych i ostrej biataczce szpikowej (Hirota 1 wsp. 1998, Nakata i wsp.
1995, Gari 1 wsp. 1999, Furitsu 1 wsp. 1993, Went 1 wsp. 2004, Singer i wsp. 2003).
Lokalizacja mutacji w poszczegdlnych eksonach moze by¢ charakterystyczna
dla okreslonych typéw nowotworéw. W przypadkach rozrodczakéw i nasieniakéw
dotycza one eksonu 17 (Tian i wsp. 1999). Lokalizacja mutacji punktowych
w guzach podscieliska przewodu pokarmowego jest zréznicowana i dotyczy
najczesciej eksondw 9, kodujacego domeng zewnatrzkomérkowa, 11, kodujacego
domen¢ okolobtonowa, 13, 14 i 17 kodujacych podjednostki wewnatrzkomérkowe
o aktywnosci kinazy tyrozynowej (Hirota i wsp. 1998, Lasota i wsp. 2000, Lux i
wsp. 2000, Rubin i wsp. 2001, Andersson i wsp. 2002). Dla chtoniakéw
z limfocytéw T i NK wywodzacych si¢ z gérnych drég oddechowych znaleziono
charakterystyczna mutacj¢ w obregbie eksonu 17 dotyczaca kodonu 825 (Val825Ala)
(2474T>C) (Jaffe i wsp. 1999). Chorobami, w$réd ktérych czgsto stwierdza sig
mutacje punktowe w obrgbie genu KIT sg stany patologiczne dotyczace rozplemu
mastocytow, wilaczajac bialaczki mastocytowe. Zaangazowane sa wtedy najczgsciej
eksony 11 - kodon 560 (Val560Gly) (1679T>G), 17 — kodon 816 i 839 (Asp816Val
[2447A>T] 1 Glu839Lys [2515G>A]) (Ma i wsp. 1999, Furitsu i wsp. 1993, Nagata
i wsp. 1995). Obecnos¢ mutacji punktowej w obrgbie kodonu 52 w eksonie 2
(Asp52Asn) (154G>A) stwierdzono w zespotach mieloproliferacyjnych jak
przewlekta biataczka szpikowa i mielofibroza. Nie znaleziono do tej pory znaczenia
funkcjonalnego takiej zamiany, co moze sugerowac ograniczone znaczenie tego typu

zmian w patogenezie choréb mieloproliferacyjnych. (Kimura i wsp. 1997, Nakata
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i wsp. 1995, Longley i wsp. 2001). Wydaje si¢ jednak, ze jednym z potencjalnych
zrddet transformacji nowotworowej w AML moga by¢ mutacje w obrebie genu KIT.
Niektére z nich powoduja dimeryzacje i autofosforylacje w czgsci cytoplazmatycznej
receptora bez wczesniejszej jego reakcji z ligandem SCF (Furitsu i wsp. 1993,
Kanakura 1 wsp. 1993), co sugeruje aktywacj¢ KIT na zasadzie autokrynnej, inne,
dotyczace czesci zewnatrzplazmatycznej receptora sa mutacjami aktywujacymi
receptor w nieznanym mechanizmie (Gari i wsp. 1999). W ostrej biataczce szpikowe;]
mutacje wykrywa si¢ najczesciej] w eksonach 8, 10, 17. W przypadku eksonu 8
dotycza one wtedy najczesciej AML-M?2 z translokacja (8;21) 1 AML-M4 z inwersja
chromosomu 16. Polegaja na delecji 1 insercji fragmentdw roznej diugosci,
najczgscie] bez zmiany ramki odczytu, w obregbie kodonu 419 dla kwasu
asparaginowego. (Gari 1 wsp. 1999). Mutacja w eksonie 10, kodujacym czgs¢
przezbtonowa biatka, polegata zwykle na zamianie waliny na izoleucyne (Val530Ile)
w kodonie 530 (1588G>A) (Longley 1 wsp. 2001). Najbardziej charakterystyczna,
wykrywang w obrgbie eksonu 17, jest mutacja punktowa dotyczaca kodonu 816
prowadzaca do zamiany kwasu asparaginowego na waling (Asp816Val) (2447A>T)
(Ning i wsp. 2001). Dwa pierwsze opisane wyzej rodzaje mutacji wykryte w ostrych
biataczkach szpikowych naleza do mutacji aktywujacych i bezposrednio nie dotycza
centrum aktywnego kinazy, w przeciwienstwie do ostatniej, bedacej klasycznym
przyktadem mutacji zmieniajacej konformacj¢ centrum aktywnego enzymu, rowniez
aktywujacej. Rozréznienie podtypu mutacji moze mie¢ wazne implikacje
terapeutyczne. Przy prébach zastosowania specyficznych inhibitoréw kinaz
tyrozynowych mozna spodziewac si¢ opornosci w przypadku wystgpujacych mutacji
w obrebie centrum aktywnego kinazy (Kindler i wsp. 2004). Wykazano réwniez,
ze w czgsci nowotwordw, mimo ze nie stwierdza si¢ mutacji w obrgbie genu KIT,
ekspresja receptora pozostaje wysoka (Went i wsp. 2004). Moze to sugerowac,
ze nadekspresja i aktywacja genu KIT wywolana jest innymi mechanizmami
molekularnymi prowadzacymi do modyfikacji ekspresji tego genu. W ostrej
biataczce szpikowej ekspresj¢ CD117 wykazano na wszystkich jej morfologicznych
podtypach, jednak dotychczasowe prace nie wykazaty jednoznacznej korelacji
mig¢dzy podtypem AML wg klasyfikacji FAB a stopniem ekspresji KIT. Funkcja

CD117 w ostrych biataczkach szpikowych nadal pozostaje nie w petni poznana.
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3. ZALOZENIA I CELE PRACY

Zaburzenia regulacji sygnatéw wewnatrzkomérkowych zaleznych od kinaz
tyrozynowych odgrywaja wazng role w karcynogenezie. Jednym z pierwszych
inhibitoréw kinaz tyrozynowych jakie zostaly wprowadzone do lecznictwa byt
imatinib. Pierwotnie jego skutecznos¢ udowodniono w leczeniu przewlekte;j
biataczki szpikowej, gdzie celem molekularnym leku pozostaje produkt genu
fuzyjnego BCR/ABL o charakterze kinazy tyrozynowej. Poniewaz lek ten wykazywat
rOwniez dziatanie hamujace wobec innych kinaz tyrozynowych, szczegdlnie biatka
KIT, podjeto szereg badan majacych na celu oszacowanie czgstosci wystgpowania
tego biatka na komdrkach w r6znych typach nowotworéw. Wsrdd wysegregowanych
nowotwordw, w ktorych stwierdzono podwyzszong ekspresj¢ KIT przeprowadzono
proby zastosowania imatinibu jako potencjalnej substancji o charakterze
przeciwnowotworowym. Znaczace odpowiedzi kliniczne osiagngto u pacjentow
z nowotworami podscieliska przewodu pokarmowego (ang. GIST), nawet w bardzo
zaawansowanym stadium (Joensuu i wsp. 2002, Demetri i wsp. 2002, Joensuu i wsp.
2001). Jednoczesnie ukazaty si¢ doniesienia prezentujace fakt, ze nie wszyscy
pacjenci z wysoka ekspresja biatka KIT odnosili korzysci z zastosowania inhibitor6w
kinaz tyrozynowych. Réwniez préby podawania tego leku chorym na inne
nowotwory nie przynosily spodziewanych rezultatdéw, mimo wysokiej ekspresji
biatka KIT (Johnson i wsp. 2003). Przedstawione dane sugerowaty, ze odpowiedZ
na inhibitory kinaz zalezy gitéwnie od obecnos$ci mutacji w obrgbie genu KIT
i potencjalnie réwniez od lokalizacji i typu tych mutacji (Kemmer i wsp. 2004,
Longley i wsp. 2001). Chorzy z obecnoscia mutacji w obrebie eksonu 11
odpowiadali na terapi¢ lepiej niz ci, u ktérych stwierdzano zmiany genetyczne
w obrebie eksonu 9. Odpowiedz u 0s6b, u ktérych nie stwierdzano obecnosci mutacji
w obrebie badanego genu pozostawata minimalna (Heinrich i wsp. 2002). Biatko
KIT (CD117) zostalo poznane jednoczesnie jako antygen, ktéry w dos¢ dobry spos6b
wyrdznia komoérki pochodzenia szpikowego. Podwyzszona ekspresja CD117 dotyczy
praktycznie wszystkich podtypéw ostrej biataczki szpikowej. Kwestiq otwarta
pozostaje mechanizm, ktéry odpowiada za wzrost ekspresji antygenu KIT w tej
chorobie. Jednym z mozliwych mechanizméw jest powstawanie mutacji w obrebie
samego genu KIT. Przy zalozeniu, ze nadekspresja produktu genu KIT moze by¢

zwigzana z mutacja lub mutacjami w jego obrgbie, mozna przypuszczaé, ze wyzsza
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ekspresja CD117 bedzie §wiadczyla o czgstszym wystgpowaniu mutacji w obrebie
genu KIT. Wobec pojawiania si¢ coraz nowszych, dostgpnych do zastosowania
substancji o charaketrze inhibitoréw kinaz tyrozynowych, w tym biatka KIT,
i wobec faktu niezadowalajacych odpowiedzi na te inhibitory u pacjentéw
bez mutacji, celowe wydaje si¢ okreslanie obecnosci takich zmian genetycznych
w populacji chorych. Wyselekcjonowanie odpowiedniej grupy pacjentéw, u ktorej
celowe byloby zastosowanie tego typu nowoczesnego leczenia byloby niezmiernie
potrzebne z uwagi rowniez na bardzo wysokie koszty takiej potencjalnej terapii.

Sformutowano nastgpujace cele pracy:

1. Okreslenie czestosci wystgpowania antygenu KIT (CD117) na komorkach
blastycznych w ostrych biataczkach.

2. Poréwnanie czgstosci wystgpowania badanego antygenu w zaleznosci od
podtypu ostrej biataczki w klasyfikacji FAB.

3. Okreslenie czegstosci wystgpowania mutacji w obrgbie genu KIT w ostrych
biataczkach.

4. Okreslenie korelacji migdzy poszczegblnymi rodzajami mutacji a poziomem
ekspresji antygenu CDI117 na komoérkach blastycznych w  ostrych

biataczkach.
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4. MATERIAL I METODY
4.1. Material

Badaniami objeto 75 chorych na ostrg bialaczke szpikowa, limfoblastyczna,
bifenotypowa i biklonalng nowo-zdiagnozowanych i pozostajacych pod opieka
Katedry i1 Kliniki Hematologii i Transplantologii Akademii Medycznej w Gdansku
w latach 1999-2003. Materiat do badan stanowil szpik kostny uzyskany biopsja
aspiracyjna, w czesci przypadkéow (8 na 75), kiedy uzyskanie szpiku nie bylo
mozliwe, krew obwodowa — oba z dodatkiem wersenianu dwusodowego jako
antykoagulantu. U czes$ci pacjentéw, u ktérych materiat do badan uzyskiwano
retrospektywnie wykorzystano material archiwalny w postaci zabezpieczonych
wczesniej rozmazOw szpiku na szkietkach podstawowych (10 na 75)
archiwizowanych w Katedrze 1 Klinice Hematologii 1 Transplantologii Akademii
Medycznej w Gdansku. Do przeprowadzonych badan wykorzystano materiat
uzyskany rutynowo w celu postawienia rozpoznania.

Rozpoznanie ostrej bialaczki postawiono na podstawie klinicznych,
morfologicznych 1 cytochemicznych kryteriow wg klasyfikacji  francusko-
amerykansko-brytyjskiej (FAB) (Bennett i in. 1976).

Badania cytometryczne wykonano w Pracowni Cytometrii Przepltywowe;j
Katedry i Kliniki Hematologii i Transplantologii Akademii Medycznej w Gdansku
(kierownik pracowni dr Krzysztof Lewandowski). W pracy analizowano dane 51
ostrych biataczek szpikowych i 16 ostrych biataczek limfoblastycznych. Analizie
poddano 1 przypadek AML MO, 13 przypadkéw M1, 12 - M2, 3 - M3, 17 - M4, 5 -
M5 (1 M5a i 4 M5b), 16 ALL, 1 ostrej biataczki bifenotypowej i 1 ostrej biataczki
biklonalne;j.

Badania molekularne wykonatem w Katedrze i Zaktadzie Biologii i Genetyki
Akademii Medycznej w Gdansku (kierownik — prof. dr hab. Janusz Limon). Analiz¢
mutacji przeprowadzono w obrebie tych eksondéw, w ktérych wczesniejsze
doniesienia wskazywaly na mozliwos¢ wystapienia zmian genetycznych,
czyli eksonéw 8, 10, 11, 17 genu KIT. Material pochodzit od 75 pacjentéw
z rozpoznaniem ostrej bialaczki, z czego rozpoznanie AML MO stanowito
1 przypadek, M1 — 13 przypadkéw, M2 — 12, M3 — 7, M4 — 18, M5 — 6, ALL 16
przypadkéw, ostra biataczka bifenotypowa - 1 przypadek i ostra bialaczka biklonalna
- 1 przypadek. Z uwagi na mozliwo$¢ wykorzystania materiatu archiwalnego

w postaci szkietek z rozmazem postanowiono analiz¢ prowadzi¢ w oparciu o DNA.
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4.2. Metody

4.2.1. Analiza immunocytometryczna

Przygotowanie zawiesin do badania immunofenotypowego wykonano
zgodnie z wytycznymi Migdzynarodowej Grupy Roboczej ds. Cytometrii
Przeptywowej 1 Analizy Obrazowej (Rothe i Schmitz, 1996). Oznaczenia
powierzchniowych antygenéw CD117 przeprowadzano przeciwciatami anty-CD117
(Pharmingen, USA) sprzezonymi z fikoerytryna stosujac technik¢ dwukolorowych
barwien. Analizy dokonywano przy uzyciu cytometru przeptywowego FACSCalibur
(Becton-Dickinson, USA) z firmowym oprogramowaniem Cell-QUEST. Poziom
nieswoistego wiazania przeciwciat ustalano w oparciu o odpowiednig kontrole
izotypowa. Kazdorazowo analizowano co najmniej 10000 komoérek zawiesiny.
Oznaczenie antygenowe przeprowadzono na komodrkach w bramce obejmujace;j
komorki jednojadrzaste. Za ekspresje antygenu CD117 przyjmowano jego obecnos¢

na co najmniej 10% badanych komorek.

4.2.2. Izolacja DNA

Do badania obecnosci i1 rodzaju mutacji genu KIT wykorzystano DNA
wyizolowane z komérek jadrzastych

¢ 5 ml szpiku kostnego z dodatkiem wersenianu dwusodowego (n =57) lub

¢ 10 ml krwi obwodowej z dodatkiem wersenianu dwusodowego (n = 8) lub

e materiatu uzyskanego ze szkietek podstawowych z rozmazu szpiku kostnego

(n=10)

Izolacje DNA genomowego przeprowadzano za pomoca standardowej metody
z uzyciem proteinazy K, ekstrakcji fenolowo-chloroformowej 1 precypitacji
etanolem.

Do zabezpieczonego wczesniej materialu (szpiku kostnego lub krwi obwodowe;j
z dodatkiem wersenianu dwusodowego) dodawano 5 ml roztworu lizujacego 1XxRBC
i wirowano w 3220 x g w temperaturze 4°C przez 10 minut. Czynno$¢ powtarzano
do czasu uzyskania biatawego osadu na dnie probéwki. Supernatant zlewano,
do osadu dodawano 3-5 ml roztworu NaCl/EDTA, silnie wstrzasano i dodawano
kolejno 500 pl 10% SDS i 12 pl proteinazy K (20mg/ml). Catos¢ inkubowano
w temperaturze 37°C przez 24 godziny. Nastepnego dnia do strawionego materiatu

dodawano 3 ml fenolu, wytrzasano przez 30 minut, wirowano w 3220 x g
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w temperaturze 4°C przez 15 minut. Gérng warstwe przenoszono do nowej
proboéwki, dodawano 5 ml mieszaniny chloroform/alkohol izoamylowy (24:1),
wytrzasano przez 30 minut a nastgpnie wirowano w 6300 x g w temperaturze 4°C
przez 10 minut. Czynno$¢ powtarzano trzykrotnie. Uzyskang gorng warstwe po raz
kolejny przenoszono do nowej proboéwki, dodawano 5 ml izopropanolu
i precypitowano co najmniej przez 1 godzing w temperaturze — 20°C. Wirowano
w 6300 x g w temperaturze 4°C przez 10 minut, usuwano izopropanol i osad
przeplukiwano 70% etanolem. Czynno$¢ powtarzano trzykrotnie. Probdowki
ze straconym DNA wirowano w 6300 x g w temperaturze 4°C przez 30 minut,
nastgpnie supernatant usuwano 1 uzyskany w ten sposOb materiat suszono
pod digestorium do calkowitego odparowania ptynu. DNA zawieszano w 100 pl
podwdjnie destylowanej wody i umieszczano w -20°C.

W  przypadku izolacji z rozmazu szpiku kostnego, resztki olejku
immersyjnego usuwano pluczac szkietka ksylenem a nastepnie etanolem
o malejacym stezeniu (96%, 96%, 70%, 70%). Material suszono i jalowym
skalpelem zeskrobywano do 1,5 ml probéwki. Dodawano 300 pl buforu TE, 12.5 ul
20% SDS i nastgpnie 50 pl proteinazy K (2mg/ml). Catos¢ inkubowano
przez kilkanascie godzin w temperaturze 56°C. Ze strawionym materialem
postgpowano analogicznie jak przy izolacji z krwi obwodowej lub szpiku kostnego
uzywajac odpowiednio mniejszej objetosci dodawanych roztworéw (400 pl fenolu,
600 pl mieszaniny chloroform/alkohol izoamylowy, 1 ml izopropanolu i 70%
etanolu). Uzyskane wysuszone DNA zawieszano w 50 pl podwdjnie destylowane;j

wody i umieszczano w -20°C.

4.2.3. Oznaczanie st¢zenia DNA

Pomiary stgzenia wyizolowanego wczesniej DNA wykonywano przy uzyciu
spektrofotometru Helios. Wynik odczytywano przy diugosci fali 260 nm i 280 nm.
Poréwnujac wyniki sprawdzano réwnoczesnie stopien czystosci DNA. Po uzyskaniu

wyniku préobki rozcienczano do uzyskania stezenia DNA 50 ng/pl.
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4.2.4. Amplifikacja DNA

Eksony 8, 10, 11, 17 genu KIT zostaty zamplifikowane w tancuchowej rekacji
polimerazy, do ktérej uzyto starterOw zaprojektowanych na podstawie sekwencji
badanego genu wg Giebel i in. 1992 i dostepnej w bazie National Center for
Biotechnology Information (NCBI) pod numerami: *164920, NMO000222,
NMO001093772. W przypadku eksonu 8 i 17 uzywano dwoch réznych par starterow
dla kazdego z nich, pierwszej wykorzystywanej do denaturacyjnej wysokosprawnej
chromatografii cieczowej 1 bezposredniego sekwencjonowania 1 drugiej] —
znakowanej 5”-FAM wykorzystywanej do elektroforezy kapilarnej dla eksonu 8
1 odpowiednio do polimorfizmu jednoniciowych fragmentéw DNA dla eksonu 17.
Sekwencje starterow 1 wielkosci produktow reakcji amplifikacji z poszczegdlnymi

parami starterow przedstawia tabela nr 3.

43



4. Materiat 1 metody

Tab. 3. Sekwencja starterow i oczekiwana dlugo$¢ produktéw reakcji PCR

eksonow 8, 10, 11i 17 genu KITC.
Nazwa startera/ Dtugos¢ produktu

Ekson genu KITC Sekwenda (5" =37 (pz)
CKITex8F1 CCATTTCTGTTTTCCTGTAGCAA
CKITex8R1 GAATCCTGCTGCCACACAT 5
CKITex8F2 GCTGAGGTTTTCCAGCACTC
CKITex8R2 TGCATTATAAGCAGTGCCAAA 200
CKlITex10F2 TGCCAAAGTTTGTGATTCCA
CKlITex10R2 GAGCACTCTGGAGAGAGAACAA 180
CKlITex11F2 CCAGAGTGCTCTAATGACTG
CKlITex11R2 AGCCCCTGTTTCATACTGAC 2
CKlITex17F1 CCTCCAACCTAATAGTGTAT
CKlITex17R1 AGGACTGTCAAGCAGAGAAT 108
CKlITex17F2 CTCTTTACAAGTTAAAATGAA
CKlITex17R2 AATCCTTTGCAGGACTGTCA 2

Reakcje PCR przeprowadzano w objetosci 25 pl. Mieszanina reakcyjna zawierata
okolo 50ng genomowego DNA. Sklad mieszaniny reakcyjnej przedstawino

w tabeli 4.

Tab. 4. Sklad mieszaniny w reakcji PCR do amplifikacji eksonéw genu KITC

Sktadnik mieszaniny Stezenic Objetos¢ (ul)
poczatkowe
Bufor do reakcji PCR 10x 2,5
MgCl, 25 mM 1,25
dNTPs 10 mM 0,8
Starter F 10 mM 0,8
Starter R 10 mM 0,8
Polimeraza Taq 5 U/l 0,2
Woda — 16,65
DNA 50 ng/ul 2
Razem - 25
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Mieszaning zawierajaca wszystkie sktadniki do reakcji PCR (tabela 4),
z wyjatkiem matrycowego DNA, rozdzielano do prob6wek do PCR o objgtosci 200
ul, nastepnie dodawano matrycowe DNA. W kazdej reakcji stosowano kontrole
pozytywng i negatywng w celu potwierdzenia prawidlowego przebiegu reakcji
i wiarygodnosci przeprowadzonej reakcji. Kontrolg pozytywnag stanowilo DNA
o znanej zdolnosci do amplifikacji metoda PCR. Jako kontrolg negatywna stosowano
zamiast DNA taka sama objetos¢ podwdjnie destylowanej wody. Probowki
po odwirowaniu umieszczano w termocyklerze 1 prowadzono reakcj¢ PCR o profilu

temperaturowym podanymw tabeli 5. Warunki reakcji ustalono empirycznie.

Tab. 5. Profil temperaturowy reakcji PCR do amplifikacji eksonéw genu KIT.

Etap Temperatura (°C) Czas (sek.) Liczba cykli
wstepna denaturacja 95 300 -
denaturacja 95 30
przyltaczanie starterOw 50 30 39
wydtuzanie 72 30
koncowe wydtuzanie 72 600 -

Efektywno$¢ amplifikacji sprawdzano przy uzyciu elektroforezy agarozowe;.
Prébki ponownie wirowano i z kazdej pobierano 5 pl mieszaniny, do ktérych
dodawano 1 pl buforu obciazajacego i nanoszono, obok wzorca masowego DNA
na przygotowany 2% zel agarozowy przygotowany z bromkiem etydyny. Rozdziat
prowadzono w buforze TBE, przy napigciu 120V przez 30 minut. Wizualizacj¢
wynikéw przeprowadzano w swietle UV przy uzyciu transluminatora. Na rycinie 5

przedstawiono wynik reakcji PCR po rozdziale elektroforetycznym.
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Rycina 5 Przykladowy zel agarozowy przygotowany z bromkiem etydyny.
W pierwszej S$ciezce marker wielkosci od 50 do 500 pz, w Kkolejnych
zamplifikowany produkt — eksonu 11 genu KIT o dlugosci 215pz. W ostatniej
kontrola negatywna reakcji.

4.2.5. Elektroforeza kapilarna

Do wstgpnej analizy eksonu 8 wykorzystano metodg¢ elektroforezy kapilarnej
z uwagi na fakt, ze dotychczasowe prace wykazywaty mutacje typu delecji/insercji
w obregbie tego eksonu, w zwiazku z czym rézna dlugos¢ produktu reakcji PCR
bytaby wskazdwka do dalszej analizy za pomoca sekwenatora. Do analizy mieszano
po 1 ul produktu reakcji PCR eksonu 8 badanego genu znakowanego FAM,
uzupetniono woda do objetosci 20 ul i mieszano z 12 pl dejonizowanego formamidu
oraz 0.5 pl markera wielkosci znakowanego TAMRA GeneScan-500. Prébke
denaturowano w temperaturze 95°C przez 3 minuty i chtodzono do temperatury 4°C.
Elektroforez¢ prowadzono w temperaturze 60°C w automatycznym sekwenatorze
ABI Prism310. Rozdziat przeprowadzano przez 24 minuty przy napigciu 15 kV
i natezeniu pradu ponizej 8 pA. Intensywnos¢ fluorescencji odczytywano z uzyciem
filtra C i zapisywano przy pomocy programu komputerowego ABI Prism GeneScan
3.1 zintegrowanego z sekwenatorem.

Przy analizie wynikéw poréwnywano sygnaty pochodzace z DNA
prawidlowego z sygnatami pochodzacymi z DNA wyizolowanego od oséb chorych.
Zwracano uwage na ksztalt i liczbe pikéw. Przypadek uznawano za nieinformacyijny,
jezeli w prébce pochodzacej od osoby chorej widoczny byt tylko jeden szczyt
fluorescencji wielkosci 88 par zasad. Przykladowy elektorforogram przedstawiono

na rycinie 6.
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Ryc. 6. Przykladowy elektroforogram produktu badanego fragmentu eksonu 8

KIT.
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4.2.6. Polimorfizm konformacji jednoniciowych fragmentéw DNA (SSCP).

Analizie za pomoca polimorfizmu jednoniciowych fragmentéw DNA (SSCP,

ang. single strand conformation polimorphism) poddano produkty amplifikacji
eksonow 11 1 17 genu KIT. Metoda ta opiera si¢ na réznej szybkosci migracji
jednoniciowej czasteczki DNA w zelu poliakrylamidowym w zaleznosci od jej
konformacji przestrzennej. Fragmenty DNA o takiej samej sekwencji nukleotydow
1 wielkosci przyjmuja identyczng konformacj¢ 1 migruja w zelu z taka sama
predkoscia. W przypadku zmiany sekwencji, uloZenie przestrzenne zostaje
zmienione, co moze bezposrednio wptywac¢ na predkos¢ migracji w zelu i w efekcie
dawac¢ zmiang obrazu elektroforetycznego.
Pozytywna kontrolg stanowit material wyizolowany z komérek HML-1 (ang. Human
Mast Cell Leukemia type 1) ze znanymi wczes$niej mutacjami w obrebie badanego
genu - Val560Gly, Asp816Val. Komérki HML-1 pochodzity od dr Masao Mizuki
z Uniwersytetu Osace w Japonii. Negatywna kontrolg stanowily zamplifikowane
fragmenty badanych eksonéw, w ktérych w  wyniku bezposredniego
sekwencjonowania nie stwierdzono obecnosci mutacji.

Do przygotowania 5 ml Zelu poliakrylamidowego uzywano 2 ml wody
podwdjnie  destylowanej, 2 ml 30% akrylamidu (stosunek akrylamidu
do bisakrylamidu 50:1), 500 pl 10xTBE, 500 pul 50% glicerolu, 50 pul APS i 12.5 ul
TEMED’u. Przy pomocy wir6wki prézniowej zmniejszano  objetosé
zamplifikowanego produktu do 5 pl. Mieszano z 5 pl dejonizowanego formamidu,
nastegpnie denaturowano w temperaturze 95°C przez 5 minut i schtadzano
do temperatury 4°C. Dodawano 2 pl buforu obcigzajacego i cato$¢ nanoszono
na przygotowany wczesniej zel poliakrylamidowy. Rozdzial elektroforetyczny
prowadzono w chiodni w temperaturze 4°C przy statym napigciu 200V

w srodowisku 1xTBE przez 4 godziny. Po zakonczonej elektroforezie, zel mieszano
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w 10% roztworze kwasu octowego przez 20 minut, pdzniej po wyptukaniu przez
kolejne 30 minut w roztworze azotanu srebra buforowanym formaling (500 pl 20%
azotanu srebra, 150 pl formaliny, woda podwdjnie destylowana do 100 ml). Obraz
na zelu wywolywano 3% rozwtorem weglanu sodu buforowanego formaling
o stezeniu jak wyzej.

Analizowano obraz powstatych na elektorforogramie prazkéw i ich wzor
porOwnywano ze wzorem kontroli pozytywnej i negatywnej. Wszystkie probki
ze wzorem innym niz kontroli negatywnej kierowano do dalszego

sekwencjonowania.

4.2.7. Denaturujaca wysokosprawna chromatografia cieczcowa (DHPLC).

Okreslenie obecnosci mutacji w obrgbie wszystkich badanych eksonéw genu
KIT przeprowadzano rOwniez przy uzyciu denaturujacej wysokosprawne;]
chromatografii cieczcowej DHPLC (ang. denaturing high performance liquid
chromatography). Jest ono posrednia metoda, pozwalajacqa na szybka i1 w petni
zautomatyzowang detekcje mutacji i wariantdw polimorficznych z bardzo duza
czuloscia i1 specyficznosciag. W metodzie wykorzystana zostaje temperaturozalezna
analiza heteroduplekséw. W przypadku, gdy badane DNA posiada mutacje
lub polimorfizm o charakterze heterozygotycznym podczas denaturacji a nastgpnie
renaturacji powstaje mieszanina homo— i heteroduplekséw. DNA o0s6b
homozygotycznych pod wzglgdem allelu polimorficznego lub mutacji tworzy
odpowiednio jeden rodzaj homoduplekséw. Homo— i heterodupleksy majaq rézny
czas retencji, co jest uwidaczniane jako inny obraz pikéw na wykresie.
Heterodupleksy sa szybciej eluowane z kolumny w gradiencie acetonitrylu
niz homodupleksy, co daje mozliwos¢ precyzyjnego ich odréznienia.

Analiz¢ metoda DHPLC wykonano dla wszystkich badanych prébek
w obrebie eksondéw 8, 10, 11 i 17. Po reakcji PCR wykonywano elektroforeze
agarozowa w celu sprawdzenia efektywnosci reakcji. Zasadnicza analize
amplifikowanego fragmentu DNA metoda DHPLC przeprowadzano przy uzyciu
urzadzenia Transgenomic WAVE System 3500 (Transgenomic WAVE™ DNA
Fragment Analysis System) uzywajac kolumny rozdzielajacej. Produkt PCR w ilo$ci
10 ul denaturowano przez 3 minuty w temperaturze 95°C, nastepnie pozostawiano go

w temperaturze pokojowej przez okoto 25 minut celem stopniowej renaturacji.
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Produkt rozdzielano przy przeptywie 0,9 ml/min przez liniowy gradient acetonitrylu.
Analiza jednej probki trwala okoto 10 minut. Optymalne warunki przeprowadzania
reakcji (temperatura, przesuni¢cie czasowe) ustalono uzywajac zalecen producenta
(Transgenomic). Zastosowano nastepujace temperatury rozdziatu dla poszczeg6lnych
eksondéw: ekson 8 - 57,8°C, ekson 10 -56°C, 56,5°C, 58,5°C, ekson 11 - 54,5°C,
ekson 17 - 57,8°C, 58,8°C 1 60,8°C. Dla poszczeg6lnych wariantéw polimorficznych
i mutacji otrzymywano odmienne krzywe. Poszczegblne chromatogramy

analizowano z zastosowaniem oprogramowania Navigator Software.

4.2.8. Sekwencjonowanie produktéw PCR

W celu okreslenia charakteru zmian, probki wykazujace zmieniony profil
wzoru w analizie SSCP 1 elucji w analizie DHPLC poddano procedurze
bezposredniego sekwencjonowania. DNA wybranych do sekwencjonowania probek
amplifikowano w celu uzyskania produktu PCR. Efektywnos¢ reakcji sprawdzano
za pomoca elektroforezy agarozowej, nastgpnie materiat oczyszczano za pomoca
zestawu Gel-Out firmy A&A Biotechnology postgpujac zgodnie z zaleceniami
producenta. Spektrofotometrycznie okreslano st¢zenie matrycowego DNA
i nastgpnie okreslong jego ilo$¢ wykorzystywano do sekwencjonowania, stosujac
zarOwno starter sensowny jak i antysensowny. Sklad mieszaniny do reakcji

sekwencjonowania przedstawiono w tabeli numer 6.
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Tab. 6. Sklad mieszaniny do reakcji sekwencjonowania

Sktadnik mieszaniny reakcyjnej Objetos¢/probke (ul)
BigDye™ Terminator Ready Reaction mix v. 3.1 2
5 x stgzony bufor 4
Starter sekwencyjny (1 uM) 2
Dejonizowana woda 5
Matrycowe DNA (25ng) 7

Profil termiczny i warunki reakcji amplifikacji do sekwencjonowania byty zgodne z

zaleceniami firmy Applied Biosystems. Warunki te przedstawiono w tabeli numer 7.

Tab. 7. Profil temperaturowy reakcji sekwencjonowania

Temperatura (°C) Czas (sek.) Liczba cykli
96 120 -
96 10
50 5 25
60 240
4 0 —

W celu usunigcia nadmiaru znakowanych dideoksynukleotydéw (ddNTPs)
produkt reakcji czyszczono stosujac dwukrotna precypitacj¢ izopropanolem
i etanolem. Do probki dodawano podwdjnag objeto$¢ izopropanolu i nastgpnie
inkubowano przez 30 minut w temperaturze pokojowej. Po odwirowaniu
i dokladnym zebraniu supernatantu dodawano 75% etanol, ponownie wirowano
i suszono na powietrzu. Osad rozpuszczano w 25 pl podwdjnie destylowanej wody.
Prébke denaturowano przy uzyciu termocyklera w temperaturze 95°C przez 2 minuty
i natychmiast chtodzono do temperatury 4°C. W ten sposéb przygotowane prébki
analizowano w automatycznym sekwenatorze ABI Prism 310 przy uzyciu
odpowiednich programéw komputerowych (ABI PRISM 310 Data Collection
Software v3.1.0 1 ABI PRISM DNA Sequencing Analysis Software v3.7).
Elektroforogramy otrzymane z sekwenatora automatycznego porownywano

z prawidlowa sekwencja wg Giebel 1 wsp. 1992 i uzyskana z bazy danych NCBI.
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4.3. Aparatura i odczynniki

4.3.1. Aparatura

Aparat do elektroforezy agarozowe;j
Aparat do elektroforezy poliakrylamidowej
Cytometr przeptywowy FACSCalibur
Kapilara 36cm x 50pum
Lodéwkozamrazarka —20°C

Sekwenator automatyczny ABI Prism 310
Spektrofotometr Helios

System dokumentac;ji zeli GelDoc
Termoblok

Termocyklery

Vortex

Waga elektroniczna

Wiréwka 5415C, 5810R

Wiréwka do liofilizacji Centrivap Concentrator

Zestaw DHPLC, WAVE System 3500

4.3.2. Odczynniki

Agaroza

Akrylamid
Albumina cieleca
Alkohol etylowy
Alkohol izoamylowy
Azotan srebra
Bisakrylamid

Btekit bromofenolowy
Bromek etydyny
Bufor PCR

Chlorek magnezu
Chlorek potasu
Chlorek sodu

4. Materiat 1 metody

Bio-Rad

Bio-Rad
Beton-Dickinson
Applied Biosystems
Elektrolux

Applied Biosystems
Thermo Scientific
Bio-Rad

Eppendorf

MJ Research
Applied Biosystems
IKA

Sartorius
Eppendorf
Labconco

Transgenomic

Prona
Bio-Rad
Sigma-Aldrich
POCH

MP Biochemicals
Sigma-Aldrich
Bio-Rad
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Fermentas
Fermentas
Sigma-Aldrich

Serva
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Chlorek amonu

Chloroform

Cyjanol ksylenu

dNTPs

Dodecylosiarczan sodu (SDS)
Fenol

Formaldehyd

Formamid dejonizowany
GeneAmp 100mM dNTP
GeneScan-500 TAMRA
[zopropanol

Ksylen

Kwas borowy

Nadsiarczan amonu (APS)
Octan sodu

PBS cell wash

Polimer POP-4

Polimer POP-6

Polimeraza Taq

Polimeraza Taq Gold
Przeciwciato anty-CD117, klon 104D2
Sacharoza

Startery

Template Suppression Reagent TSR)
Tetrametylenoetylenodiamina (TEMED)
Tris-HCI

Weglan sodu

Wersenian dwusodowy (EDTA)
Woda podwdjnie destylowana
Wodoroweglan potasu

Zestaw odczynnikéw WAVE
Optimized Pak™

4. Materiat 1 metody

Sigma-Aldrich
Merck
Sigma-Aldrich
Promega
Sigma-Aldrich

MP Biochemicals
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Applied Biosystems
Applied Biosystems
Merck
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

BD Bioscience
Applied Biosystems
Applied Biosystems
MBI Fermentas
Applied Biosystems
Pharmingen
Sigma-Aldrich

IBB PAN

Applied Biosystems
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Milipore system

Sigma-Aldrich

Transgenomic
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4.3.3. Roztwory

e 6x bufor obcigzajacy

e 10xEDTA bufor

e 25mM MgCl,

¢ 10x Tag Bufor z (NH4),SO4
e 5xRBC

® 5x Sequencing Buffer

e 5xTBE

0.25% Cyjanol ksylenu

40% sacharoza

Applied Biosystems
Fermentas
Fermentas
chlorek amonu 20.73g
wodorowgglan potasu 2.3g
0.5 M EDTA 10ml
woda destylowana 500ml

Applied Biosystems
Tris 54 ¢
Kwas borowy 27.5 g
0.5 M EDTA, pH=8.0 20ml
woda destylowana do 1000ml

e BigDye Terminators v. 3.1 cycle sequencing kit ~ Applied Biosystems

e Bufor do proteinazy K

e Chloroform/alkohol izoamylowy
¢ GeneAmp 10x PCR Gold Buffer

e NaClIEDTA

e Roztwdr proteinazy K

e Roztwér roboczy (bufor PBS)

100 mM NacCl

10 mM Tris HCL, pH=8.0
25 mM EDTA, pH=8.0
0.5% SDS

24:1
Applied Biosystems
NaCl4.37 g
0.5 M EDTA 2ml
woda destylowana do 1000ml
20 mg/ml
PBS roztw6r macierzysty 1000ml

Albumina cielgca 2.0g
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4.4. Analiza statystyczna uzyskanych wynikéw

Analizg statystyczna przeprowadzono przy uzyciu programu pakietu StatSoft,
Inc. (2005). STATISTICA (data analysis software system), version 7.1.
www.statsoft.com. We wszystkich analizach za statystycznie znamienng przyjeto

wartos¢ p<0.05.
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5. WYNIKI

5.1. Ekspresja antygenu KIT w ostrych bialaczkach szpikowych w zaleznos$ci od
podtypu w Kklasyfikacji FAB.

Obecnos¢ antygenu CD117 wykazano u 45 os6b na 51 analizowanych,
co stanowito 88%. Antygen KIT byt obecny na srednio 67% (£24) komérek. Tabela
8 podsumowuje czgstos¢ wystepowania antygenu CD117 w zaleznosci od podtypu

ostrej biataczki szpikowe;j.

Tab. 8. Ekspresja bialka KIT w ostrej bialaczce szpikowej w zaleznosci od
podtypu wg klasyfikacji FAB.

Liczba chorych z ekspresja Ekspresja biatka C-KIT
Typ AML  (KIT>10% / liczba chorych W|~ §rednia dla KIT>10% odchylenie
podtypie (min — max) standardowe
MO 1/1 54
M1 12 / 13 83 (58 - 93) 13
M2 11/ 12 76 (53 - 95) 13
M3 3/3 73 (43 - 95) 27
M4 14 / 17 57 (19 -100) 25
M5a 0/ 1
M5b 4/ 4 29 (10 - 51) 17
Sumarycznie 45 / 51 67 (19 -100) 24

Srednia liczbe KIT-dodatnich komérek w kazdym z podtypéw FAB
schematycznie przedstawiono na Ryc. 7. Antygen KIT wystgpowat na komdrkach
blastycznych AML MO (w 100%), w 12 sposrdd 13 przypadkach zdiagnozowanej
AML M1 (92%), 11 z 12 AML M2 (92%), 3 z 3 AML M3 (100%), 14 z 17
przypadkéw AML M4 (82%), 4 z 5 AML M5 (w tym nie wystgpowat w AML M5a
i wystgpowat w 4 na 4 AML M5b [100%]). Nie analizowano zadnego przypadku
AML M6 ani AML M7.
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Ryc. 7. Sredni odsetek antygenu CD117 na KIT-pozytywnych komérkach
blastycznych z zaleznosci od podtypu FAB.
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Za pomoca testu Kruskala-Wallisa dla pordwnan wielokrotnych
(dwustronnych) wykazano statystycznie znamienne réznice (p<0.05) w sile ekspresji

KIT migdzy typem M1 a M5b. Pozostate réznice nie sg statystycznie znamienne.

5.2. Stopien ekspresji CD117 w zaleznoS$ci od charakteru ostrej biataczki

Biatko KIT obecne byto na s$rednio 60% (+30) komérek w ostrej biataczce
szpikowej i na 10% (+30) blastow w ostrej biataczce limfoblastycznej. Za pomoca
testu U Manna-Whitney’a stwierdzono istotng statystycznie réznice migdzy tymi

grupami (p<0,001).

56



5. Wyniki

5.3. Zmiany genetyczne w obrebie genu KIT w ostrych bialaczkach szpikowych

5.3.1. Zmiany w obre¢bie eksonu 8

Obecnos¢ zmian genetycznych w zakresie eksonu 8 badano za pomoca
elektroforezy kapilarnej i nast¢gpnie wysokosprawnej denaturujacej chromatografii
cieczowej.

Elektroforeza kapilarna nie wykazano obecnosci zmian typu insercji i/lub delecji.
We wszystkich probkach uzyskano pojedyncze piki charakterystyczne dla produktu
o wielkosci 88 pz, jak w typie dzikim genu KIT (ryc. 6). DHPLC nie wykazata
roOwniez zmiany ksztattu krzywej, co Swiadczy o nieobecnosci punktowych zmian
genetycznych. Przyktadowe chromatogramy trzech pacjentéw przedstawiono

na rycinie 7.

Ryc. 7. Chromatogram DHPLC eksonu 8 genu KI7 u wybranych pacjentow.

Losowo wybrane préobki zostaly poddane procedurze sekwencjonowania, ktéra nie

wykazata obecnosci zmian genetycznych w obrebie badanego eksonu.

5.3.2. Zmiany w obre¢bie eksonu 10

Wysokosprawng denaturujacgq chromatografia cieczowa wykazano obecnos¢

3 r6znych wzoréw krzywych uzyskanych na ponizszych wykresach. Ryciny 8, 91 10
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przedstawiaja przyktadowe wzory chromatograméw w temperaturze 56°C (krzywe

najwyzej potozone), 56.5°C (krzywe srodkowe), 58.5°C (krzywe najnizej potozone).

Ryc. 8. Chromatogram DHPLC eksonu 10 w temperaturach 56°C (gérna
linia), 56.5°C (Srodkowa linia), 58.5°C (dolna linia) u pacjenta bez zmian
genetycznych.

- - . = T e et st

3 ; 4 5

Ryc. 9. Chromatogram DHPLC eksonu 10 w temperaturach 56°C (gérna
linia), 56.5°C (Srodkowa linia), 58.5°C (dolna linia) u pacjenta z
polimorfizmem Met541Leu (1621A>C).
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Ryc. 10. Chromatogram DHPLC eksonu 10 w temperaturach 56°C
(gérna linia), 56.5°C (srodkowa linia), 58.5°C (dolna linia) u pacjenta z
polimorfizmem Lys546Lys (1638A>G).

Wyselekcjonowane w ten sposéb grupy probek zsekwencjonowano.
Najczesciej wystepujacy wzoér odpowiadatl typowi dzikiemu DNA (u 59 na 75
przebadanych). Wykazano obecno$¢ polimorfizmu Met541Leu (1621A>C) w o$Smiu
préobkach AML, jednej bialaczki bifenotypowej, jednej limfoblastycznej (rycina 11)
oraz Lys546Lys (1638A>G) w czterech AML, jednej biklonalnej i jednej ALL
(rycina 12).

Ryc.11. Fragment zsekwencjonowanego eksonu 10 ze zmiang
Met541Leu.

TAATTATTGTGNTGATTCTGACCTACAA

20 a6 108
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Ryc. 12. Fragment zsekwencjonowanego eksonu 10 ze zmiang Lys546Lys

"GACCTACAAGTATTTACAGGTA ACK
11@ 120 130

5.3.3. Zmiany w obr¢bie eksonu 11

Analiza za pomoca polimorfizmu jednoniciowych fragmentéw DNA (SSCP)
i wysokosprawng denaturujaca chromatografia cieczowa wykazano obecnos¢ dwéch
réznych wzoréw, odpowiednio na zelu poliakrylamidowym i wykresie krzywej
chromatograficznej. Rycina 13 przedstawia wynik SSCP na zZelu

poliakrylamidowym, rycina 14 przykladowe wzory chromatograméw DHPLC.

Ryc. 13. Wyniki analizy SSCP eksonu 11 genu KIT. Sciezki 1, 3, 4
przedstawiaja wzér DNA niezmutowanego, S$ciezki 2, 5, 6 DNA
ze zmiang ValS60Gly.
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Ryc. 14. Chromatogram DHPLC eksonu 11 genu KIT u wybranych pacjentow.
Trzy gorne krzywe charakterystyczne dla DNA niezmutowanego, dolna krzywa
odpowiada zmianie Val560Gly.

Prébki odpowiadajace kazdemu typowi wzoru zsekwencjonowano.
Wykazano obecnosc DNA niezmutowanego u 76 na 77 przebadanych i mutacje typu
Val560Gly (1679T>G) w przypadku ostrej biataczki biklonalnej. Rycina 15
przedstawia wynik sekwencjonowania fragmentu eksonu 11 u chorego ze zmiang

Val560Gly.

Ryec. 15. Fragment zsekwencjonowanego eksonu 10 ze zmiang Val560Gly

AGTGGAAGGTTG NGAGGAGATAA
70 af

Fondl o
B b
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5.3.4. Zmiany w obre¢bie eksonu 17

Analiza za pomoca polimorfizmu jednoniciowych fragmentéw DNA (SSCP)
i wysokosprawna denaturujaca chromatografia cieczowa wykazano obecnos¢ 3
ré6znych wzoréw zaréwno na zelu poliakrylamidowym jak i wykresie krzywej
chromatograficznej. Rycina 16  przedstawia wynik SSCP na zZelu
poliakrylamidowym, gdzie wzor na sciezkach 1, 3, 5 odpowiada DNA

niezmutowanemu, 2, 6 mutacji Asp816Val, a 4 polimorfizmowi Ile798Ile.

Ryc. 16. Wyniki analizy SSCP eksonu 17 genu KIT. Sciezki 1, 3, 5
przedstawiaja wzor DNA niezmutowanego, Sciezki 2, 6 DNA ze zmiana
Asp816Val, $ciezka 4 ze zmiang Ile7981le.

Prébki odpowiadajace kazdemu typowi wzoru zsekwencjonowano.
Wykazano obecnos¢ DNA niezmutowanego u 70 na 75 przebadanych prébek,
polimorfizm Ile798lle (2394C>T) w trzech przypadkach ostrej biataczki szpikowej
i mutacj¢ Asp816Val (2447A>T) w dwdch. Fragmenty odpowiednich sekwencji

wraz ze zmianami przedstawiono na rycinach 17 1 18.
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Ryc. 17. Fragment zsekwencjonowanego eksonu 17 ze zmiang Ile798Ile

TOGCAGCEGAMTRTCCTCCTTACTCS
40 50 60

Ryec. 17. Fragment zsekwencjonowanego eksonu 17 ze zmiang Asp816Val

CCG AG AC ATC AAG A AT G AT

Fa’: 26

A

5.4. Zmiany genetyczne w obrebie genu KIT w zaleznosci od podtypu FAB

Nie wykazano istotnych statystycznie r6znic migdzy wystgpowaniem zmian
genetycznych w obrgbie badanych eksondéw a podtypem wg klasyfikacji FAB ostrej
biataczki szpikowej. Wystgpowanie zmian genetycznych w poszczegllnych

podtypach przedstawiono w tabeli numer 9.
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Tab. 9. Zmiany genetyczne w eksonach 8, 10, 11, 17 genu KIT w zaleznosci od
podtypu przebadanej ostrej biataczki.

Typ ostrej | Liczba | Ekson 10 Ekson 11 Ekson 17
biataczki przebada ["Meg541Leu | Lys546Lys | typ | Val560Gly | typ | lle798Ile | Asp816Val | typ
nych dziki dziki dziki
chorych
AML MO 1 0 0 1 0 1 0 0 1
AML M1 13 0 1 12 |0 13 |1 1 11
AML M2 12 2 1 9 0 12 |1 1 11
AML M3 7 0 0 7 0 7 0 0 7
AML M4 18 2 2 14 |0 18 |1 0 17
AML M5a 2 2 0 0 0 2 0 0 2
AML M5b 4 2 0 2 0 4 0 0 4
AML M6 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ALL 16 1 1 14 10 16 |0 0 16
Biklonalna 1 0 1 0 1 0 0 0 1
Bifenotypowa |1 1 0 0 0 0 0 0 1

5.5. Zmiany genetyczne w obre¢bie genu KIT w zaleznos$ci od poziomu ekspresji
CD117

Badano wystgpowanie poszczegdlnych zmian genetycznych w zaleznosci
od sity ekspresji CD117 na komdrkach blastycznych w ostrych biataczkach
szpikowych. Zalezno$ci migdzy poziomem ekspresji KIT a poszczegdlnymi typami
zmian genetycznych w AML przedstawiaja ryciny 19 i 20. Sumarycznie dane

wszystkich analizowanych 0s6b znajduja si¢ w aneksie.
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Ryc.19. Wystepowanie zmian genetycznych o obrebie genu KIT w zaleznoSci od
poziomu ekspresji produktu tego genu na komérkach. 1- typ niezmutowany,

2 — polimorfizm Met541Leu, 3 - polimorfizm Lys546Lys
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Ryc. 20. Wystepowanie zmian genetycznych o obre¢bie genu KIT w zaleznoSci
od poziomu ekspresji produktu tego genu na komérkach. 1- typ niezmutowany,

2 — polimorfizm Ile7891le, 3 - mutacja Asp816Val
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Za pomoca testu Kruskala-Wallisa nie wykazano istotnosci statystycznej
obserwowanych réznic.

F.acznie wykazano zmiany genetyczne w obrebie badanych eksonéw u 15
0sO6b z rozpoznaniem ostrej biataczki szpikowej (26.3%), przy czym dwie osoby
posiadaty dwie zmiany genetyczne jednoczes$nie (mutacj¢ Asp816Val [2447A>T)]
w obrgbie eksonu 17 i polimorfizm Lys546Lys [1638A>G] w obrebie eksonu 10
pierwsza osoba z AML M2 i mutacj¢ Asp816Val [2447A>T] 1 polimorfizm
Met541Leu [1621A>C] w tych samych eksonach druga — z AML M1), dwie zmiany
w ostrej biataczce biklonalnej (polimorfizm Lys546Lys [1638A>G] w obrgbie
eksonu 10 i mutacja typu Val560Gly [1679T>G] dotyczaca eksonu 11), polimorfizm
Met541Leu [1621A>C] w eksonie 10 w ostrej bialaczce bifenotypowe;]
1 limfoblstycznej (6.3% zbadanych) i1 polimorfizm Lys546Lys (1638A>G) w ostrej
biataczce limfoblastycznej (6.3%).

Analizujac czgstos¢ wystgpowania poszczegdlnych zmian genetycznych w ostrych
biataczkach szpikowych wykazano obecnosc:
e polimorfizmu Met541Leu (1621A>C) w obrgbie eksonu 10 w 14%
przypadkow (n=8)
e polimorfizmu Lys546Lys (1638A>G) w obrgbie eksonu 10 w 7%
przypadkéw (n=4)
¢ polimorfizmu I1e7981le (2394C>T) w obrgbie eksonu 17 w 5,3% przypadkéw

(n=3)

e mutacji Asp816Val (2447A>T) w obrgbie eksonu 17 w 3,5% przypadkéw

(n=2)
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6. DYSKUSJA

Kinaza tyrozynowa typu III KIT nalezy do protoonkogendw, ktére odgrywaja
wazng rolg w indukowaniu klonu nowotworowego w ostrych biataczkach. W pracy
potwierdzitem jej szczegllng role w patomechaniZmie ostrej biataczki szpikowe;j.
Ekspresja antygenu CD117 pozostaje wysoka we wszystkich podtypach ostre]
biataczki szpikowej w przeciwienstwie do ostrej biataczki limfoblastycznej,
gdzie obserwuje si¢ sporadyczne wystgpowanie tego antygenu. Wsréd komdrek
blastycznych podtypéw mniej zréznicowanych ekspresja tego antygenu pozostaje
wigksza. Stwierdzilem jednoczesnie obecnos¢ zmian genetycznych w obregbie
badanego genu o charakterze zmian punktowych, zaré6wno w postaci mutacji jak
1 polimorfizméw. Zmiany te nie bylty jednak czeste 1 ich wystepowanie pozostawato
bez statystycznego zwiazku z poziomem ekspresji biatka KIT.

Ekspresj¢ badanego antygenu wykazalem u jednego pacjenta z ostra
biataczka limfoblastyczng na 11 zbadanych, co stanowito 9% przebadanych chorych.
Jest to zgodne z doniesieniami innych autoréw, ktorych znaczna wigkszos¢ wykazuje
brak ekspresji lub ekspresj¢ u pojedynczych pacjentéw w badanych grupach
(Valverde i wsp. 1996, Crosier i wsp. 1993, Ikeda i wsp. 1991, Reuss-Borst i wsp.
1994). Jedno z najliczniejszych opracowan, gdzie zebrano materiat pochodzacy
od 407 chorych na ALL wykazato, ze komorki CDI17+ wystepuja u 5.4%
zbadanych oséb z ostra biataczka limfoblastyczng (Tsao i wsp. 2004). Istnieja
réwniez publikacje, w ktérych wykazano obecnos¢ antygenu KIT na komodrkach
w ostrych biataczkach limfoblastycznych u 33% do 59% w zaleznosci od podtypu,
gdzie podkresla si¢ jego korelacj¢ z antygenem pochodzenia szpikowego CD13
(Knapp i wsp. 1994, Nishii i wsp. 1992). W moim materiale nie wykazatem korelacji
migedzy tymi antygenami (dane nie przedstwione w pracy), moze jednak wynikac to
z malej grupy przebadanych pacjentéw i pojedynczego pozytywnego wyniku
antygenu CD117, co uniemozliwia wnioskowanie statystyczne.

W pracy wykazalem, ze antygen KIT wystepuje stosunkowo czgsto
na komodrkach blastycznych w ostrych biataczkach szpikowych. Jego rola w tej
chorobie nadal pozostaje nie w petni poznana. Doniesienia dotyczace klinicznego
znaczenia antygenu KIT sa sprzeczne. Niektorzy autorzy uwazaja obecnos¢ CD117
za zty czynnik prognostyczny (Ashman i wsp. 1988), wedlug innych nie ma on

znaczenia prognostycznego (Reuss-Borst i wsp. 1994). Istnieja rowniez doniesienia
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traktujace obecno$¢ KIT jako pozytywny czynnik prognostyczny (Auewarakul i wsp.
2006, Tsao i wsp. 2004).

Czestos¢ wystegpowania CD117 w badanym materiale chorych (88%) byta zgodna
z wczesniejszymi doniesieniami innych autoréw, chociaz uzyskatlem jeden
z najwyzszych wynikéw wsrdd prac o podobnej tematyce. Potwierdzilem réwniez
dane opublikowane wczesniej przez nasz zesp6t na mniejszej grupie chorych
(Szatkowski 1 wsp. 2002). W wigkszosci prac obserwowano dodatnig ekspresj¢ KIT
na poziomie ok. 60-80% (Bene i wsp. 1998, Cascavilla i wsp. 1998, Muroi 1 wsp.
1995, Muroi 1 wsp. 1998, Nomdedeu 1 wsp. 1999 , Reuss-Borst 1 wsp. 1994, Sperling
1 wsp. 1997, Wells 1 wsp. 1996). Niektorzy (Bene i wsp. 1998, Muroi i wsp. 1998)
za dodatnia ekspresj¢ antygenu przyjmowali jego obecnos¢ na co najmniej 20%
komorek blastycznych, co moze thumaczy¢ stosunkowo czgstsza ekspresje wykazang
u naszych chorych. Ustalajac granice dodatniej ekspresji antygenu KIT na poziomie
10% kierowalem si¢ tym, ze fizjologicznie u zdrowych oséb na komoérkach szpiku
kostnego wykazano dos¢ niska ekspresj¢ antygenu CD117. Podobna zaleznos¢
dotyczy antygenu CD34. Wigkszo$¢ autoréw podobnych opracowan ustala granice
dodatnich ekspresji powyzszych antygenéw na poziomie 10 Iub 20%. Zdarzaja si¢
réwniez publikacje, w ktérych dodatnig ekspresj¢ KIT ustalono na poziomie 5%
(Uckan i wsp. 2000). Pozostate antygeny linii szpikowej uwaza si¢ za dodatnie
przy ekspresji rzedu 20%.

Dane przedstawiajace wysoki stopien ekspresji KIT na komdrkach
blastycznych w AML M1 i AML M2 (92% komérek CD117+) wydaja si¢ by¢
potwierdzone w innych opracowaniach (Bene i wsp. 1998, Cascavilla i wsp. 1998,
Muroi i wsp. 1998, Sperling i wsp. 1997). Na uwage zastluguje réwniez fakt
wysokiego poziomu ekspresji KIT w AML M3 (73%) u wszystkich analizowanych
pacjentow CD117+ (n=3) w mojej analizie. W dostgpne;j literaturze obecnos¢ biatka
KIT wykazywano u 50 do 100% badanych pacjentéw z AML M3. Wedlig czesci
autoréw (Ashman i wsp. 1988, Knapp i wsp. 1994) antygen CD117 w ostrej biatacze
promielocytowej nie jest spotykany czgsto. W wigkszosci prac liczebnos¢ grupy
z rozpoznaniem AML M3 nie przekraczata 10 os6b wobec czego dosy¢ trudne jest
poréwnywanie opracowanych wynikéw. Wydaje si¢, ze najblizsza powinna by¢
obserwacja, gdzie autorzy zebrali 59 przypadkéw AML M3, z czego 37 stanowily
przypadki KIT dodatnie (62%) (Bene i wsp. 1998). W mojej pracy nie analizowatem
wszystkich pacjentow AML M3, u ktérych dostepny byl wynik CD117, a jedynie
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tych, u ktérych uzyskatem odpowiednig ilo§¢ dobrego jakosciowo materiatu
do dalszych badan genetycznych. Analizowana grupa nie byla wigc grupa w petni
reprezentatywna. Nie wykazatem, w przeciwienstwie do Cascavilla i wspotautoréow
(Cascavilla 1 wsp. 1998), ze CD117 moze by¢ dobrym wyréznikiem migdzy
podtypem AML M5a i AML M5b. Autorzy sugerowali, ze antygen KIT wystepuje
w wigkszosci przypadk6w MSa, natomiast z reguly jest nieobecny w MS5b.
W badaniu nie wykazatem podobnych wspétzaleznosci. Wydaje si¢ wigc, ze wedlug
powyzszych wynikéw KIT nie jest znacznikiem umozliwiajacym rozréznienie
podtypu M5a od M5b. Poziom ekspresji CD117 wyraznie nizszy, niz w podtypach
MI 1 M2 byt zgodny z tym, co zaobserwowali inni autorzy (Tsao 1 wsp. 2004, Di
Noto 1 wsp. 1996, Valverde i wsp. 1996). W pracy nie analizowalem podtypu M6,
z uwagi na brak wystarczajacej ilosci materiatu do opracowania molekularnego.

W pracy nie znalaztem mutacji genu KIT w obrgbie eksonu 8. Pozostaje to
w sprzecznos$ci z jedna z pierwszych prac poswigconych tematyce badanego genu
jako potencjalnego protoonkogenu w ostrej biataczce szpikowej. Gari i wspotautorzy
znalezli i opisali mutacje typu insercji/delecji w obrgbie tego eksonu. dotyczace
delecji kodonu dla kwasu asparaginowego w pozycji 419 i insercji innych par zasad
w to miejsce (Gari i wsp. 1999). Dotyczyly one trzech pacjentéw sposréd
przebadanych 60, gtdwnie u chorych tych wystgpowata inwersja chromosomu 16
lub translokacja (8;21). Po przebadaniu kolejnych 31 pacjentow z inv(16)
stwierdzono, Ze tacznie mutacje te wystgpuja u 7.7% chorych z AML i az u 33%
chorych z inv (16). Inng zauwazona mutacja przez tych samych badaczy byta zmiana
Val530Ile (1588G>A) w obregbie eksonu 10, ktérej rowniez nie zidentyfikowatem
w pracy. Dotyczyta tylko jednego pacjenta. W cytowanym artykule zidentyfikowano
réwniez szereg polimorfizméw: Met541Leu (potwierdzitem w pracy), Thr798lle,
Leu862Leu (2586G>C), Lys546Lys (1638A>G). Mimo poréwnywalnej liczby
przebadanych pacjenéw (60v57) uzyskalem nieco inne wyniki. Zbiezno$¢ dotyczyta
jedynie polimorfizmu w kodonie 541. W przeciwienstwie do cytowanego artykutu,
stwierdzilem réwniez wystgpowanie mutacji w obrebie eksonu 17. Zaréwno mutacja
w obrebie eksonu 8 jak i 10 nalezy do mutacji aktywujacych i bezposrednio nie
dotyczy centrum aktywnego kinazy. Rozbieznosci w dwdéch poréwnywanych
pracach moga by¢ spowodowane brakiem mozliwosci uzyskania wynikow badan

cytogenetycznych u naszych chorych z okresu prowadzonych badan, wobec czego
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nie byta znana liczba chorych z inv(16) lub t(8;21), gdzie zmiany w obrg¢bie eksonu 8
byly najczgstsze.

W jednym z wigkszych opracowan na temat mutacji w obregbie gendw
wybranych kinaz tyrozynowych (Meshinchi i wsp. 2003) przebadano 91 chorych
dzieci na ostra biataczk¢ szpikowa. Wykazano mutacje Asp816Val (2447A>T)
w obrgbie eksonu 17 u 3 pacjentéw. Nie wykryto innych mutacji, ale przebadano
dodatkowo tylko ekson 11. Odsetek stwierdzonych mutacji w obrgbie eksonu 17
w mojej pracy jest podobny do odsetka stwierdzanego w pracy Meshinchi i
wspotautorow. W kolejnym opracowaniu zbadano 27 probek pochodzacych
od pacjentOw z ostra biataczka szpikowa pod katem zmian w eksonie 17 (Ning i wsp.
2001b). Stwierdzono obecnos¢ pojedynczej mutacji Asp816Asn (2446G>A). Innych
zmian, w przeciwienstwie do mojej pracy, nie odnotowano.

Polimorfizm Met541Leu (1621A>C), opisany wczesniej, wystepowat
w populacji europejskiej z czgstoscia 80% homozygot z allelem A, 17.5%
heterozygot 1 2.5% homozygot z allelem C (Riva 1 Larizza, 1996). Przebadanych
zostatlo 40 oso6b. Z uwagi na brak w moim opracowaniu populacji zdrowych
ochotnikéw w odpowiedniej liczbie, trudne jest poréwnywanie obu wynikow.
W calej przebadanej przeze mnie populacji, na ktdra sktadali si¢ chorzy z ostra
biataczka szpikowa, limfoblastyczng, bifenotypowa 1 biklonalng czgstos¢
wystgpowania heterozygoty wynosita 13%, a homozygoty AA 87%. Nie znaleziono
homozygoty CC.

Kolejny polimorfizm, tym razem nie powodujacy zmiany aminokwasowow
w biatku KIT, stwierdzono w eksonie 17 - Ile798Ile (2394C>T). Zmiang o takim
samym charakterze, interpretowana jako niemg mutacj¢, opisano wczesniej u kobiet
z przedwczesnym wygasaniem czynnosci jajnikdw (Shibanuma i wsp. 2002).
Z wykryta zmiang nie wigzano jakichkolwiek wspétzaleznosci z jednostkami
chorobowymi.

Polimorfizm Lys546Lys (1638 A>G) opisano dotychczas w literaturze
w pracy Gari i wsp. 1999. Jest to zmiana, ktéra zostata znaleziona przeze mnie w 7%
przypadkéw sposrod ostrej biataczki szpikowej, limfoblastcznej i biklonalnej, jako
zmiana heterozygotyczna. Z uwagi na swoj charakter nie zmianiejacy kolejnosci
utozenia aminikowaséw w biatku nie powinna ona mie¢ jakichkolwiek zaleznosci
z badanymi bialaczkami. W poréwnywanej pracy znaleziono dwa razy mniej zmian

o tym samym charakterze.
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Mutacje typu Val560Gly (1679T>G) znalaztem w moim materiale w ostrej bialaczce
biklonalnej. Mutacja tego typu znajdowana byta dotychczas najczesciej w ostrej
biataczce mastocytowej, mastocytozach uogdélnionych 1 guzach podscieliska
przewodu pokarmowego (GIST, ang. gastrointestinal stromal tumor) (Buttner 1 wsp.
1998, Kanakura i wsp. 1994, Hou i wsp. 2004, Morey i wsp. 2002).

Wobec braku zadowalajacych rezultatéw leczenia ostrych bialaczek
klasycznymi metodami i z uwagi na fakt coraz bardziej wyrafinowanych, czutych
i dostgpnych metod analizy genetycznej, mozliwo$¢ zastosowania w strategii
leczniczej inhibitoréw celow molekularnych wydaje si¢ coraz bardziej realna.
W przypadku ostrej biataczki szpikowej istnieje zatem teoretyczna mozliwos¢
zahamowania procesu nowotworzenia poprzez zastosowanie inhibitordéw receptora
KIT. Mesters 1 wspdtautorzy (Mesters 1 wsp. 2001) osiagngli stabilng remisje
hematologiczng u chorej we wznowie AML M4 po 12-tygodniowym zastosowaniu
inhibitora receptora kinazy tyrozynowej VEGF 1 KIT - SU5416. Skutecznos¢
eliminacji komoérek KIT dodatnich inhibitorami KIT - SU66668, SU5416, -
udowodniono takze na hodowlach komdérkowych linii bialaczkowych i komoérek
blastycznych (Heinrich i wsp. 2000). Dostgpne jest rowniez wiele prac, w ktérych
w leczeniu ostrej biataczki szpikowej wykorzystano najczesciej uzywany obecnie
w hematologii inhibitor kinaz tyrozynowych — imatinib. Opisano szereg pacjentow,
u ktérych po zastosowaniu imatinibu uzyskano nawet calkowita remisj¢
hematologiczna, mimo ze u wigkszosci z nich byta to pierwsza lub kolejna wznowa
choroby po klasycznej chemioterapii (Kindler i wsp. 2003, Kindler i wsp. 2004,
Nanri i wsp. 2005, Schittenhelm i wsp. 2003). Niestety wyniki innych autoréw nie sa
tak zadowalajace i znane sa rowniez prace sugerujace niewielkie szanse na uzyskanie
poprawy w przebiegu ostrej biataczki szpikowej za pomoca samego imatinibu
(Cortes i wsp. 2003, Cairoli i wsp. 2005). Mozna oczekiwaé, ze odpowiedz
na leczenie z zastosowaniem inhibitoréw kinaz tyrozynowych begdzie wigksza
u chorych z wigksza ekspresja CD117. Z uwagi jednak na dane sugerujace niewielki
odsetek odpowiedzi u chorych na rdézne nowotwory z wysoka ekspresja
niezmutowanego biatka KIT i zwigkszenie odsetka odpowiedzi u pacjentéw
z pewnymi typami mutacji, celowe wydaje si¢ rutynowe oznaczanie zar6wno
ekspresji jak 1 mutacji KIT w ostrych biataczkach szpikowych. Kazdy rodzaj mutacji
dotyczacy innego miejsca kinazy niz centrum aktywne sugeruje, ze komorki

powinny by¢ wrazliwe na zastosowanie inhibitor6w kompetycyjnych. Wrazliwos¢
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poszczegdlnych kinaz tyrozynowych na zastosowane inhibitory zalezy zaréwno
od typu inhibitora jak i typu mutacji w obrgbie kodujacego go genu. Zauwazono,
ze mutacja Asp816Val (2447A>T) w obrgbie eksonu 17 KIT uniewrazliwia komorki
na dziatanie imatinibu, natomiast mutacja Val560Gly (1679T>G)w eksonie 11
przeciwnie, powoduje wigksza ich wrazliwos¢ na dziatanie tej substancji w stosunku
do sekwencji niezmutowanej (Frost i wsp. 2002). Dasatinib z kolei pozostaje
aktywny wobec biatka KIT nawet w przypadku obecnosci mutacji Asp816Val
(2447A>T) (Schittenhelm i wsp. 2003, Shah i wsp. 2006). Dzialanie nilotinibu
w stosunku do mutantow Asp816Val (2447A>T) wystepuje tylko przy wysokich
stezeniach tego zwiazku (Verstovsek 1 wsp. 2005, Gotlib 2006).

W pracy wykazatem, ze wobec zarowno wysokiej ekspresji antygenu CD117
na komdrkach blastycznych w ostrej biataczce szpikowej jak i stosunkowo rzadkiego
wystepowania mutacji w obrgbie badanego genu celowe wydaja si¢ proby
zastosowania inhibitordw kinaz tyrozynowych III typu do leczenia tych schorzen
po wczesniejszym wykonaniu badan molekularnych. Celowos¢ wykonywania
wczesniejszych badan molekularnych wynika rowniez z charakteru zmian,
ktére znalaztem u naszych chorych. Cz¢§¢ z nich moze prowadzi¢ do opornosci
na niektére typy inhibitoréw, niektére wrecz przeciwnie, “uwrazliwiaja”’ na ich
dziatanie, stad celowa wydawalaby si¢ analiza genu przed préba zastosowania
potencjalnych substancji anty-KIT. Ws$réd analizowanych przez mnie chorych
w Katedrze i Klinice Hematologii i Transplantologii w Akademii Medycznej
w Gdansku podjeliSmy prébe zastosowania imatinibu u pacjenta K-O podczas
kolejnej wznowy 1 nabytej opornosci na konwencjonalng chemioterapig.
Nie posiadaliSmy jeszcze wtedy wynikéw badan molekularnych. Ekspresja CD117
byla na poziomie 77%. Niestety lek okazal si¢ nieskuteczny. W $wietle
przedstawionych wynikéw badan, retrospektywnie zastosowanie inhibitoréw kinaz
tyrozynowych mogtoby przynie$§¢ by¢ moze efekty u pacjentéw J-W, M-B (mutacja
Asp816Val) i H-W (mutacja Val560Gly), przy czym pacjentowi H-W moznaby
zaproponowac¢ imatinib, natomiast pacjentom J-W i M-B jedynie dasatinib z uwagi
na obecnos$¢ mutacji powodujacej oporno$¢ na imatinib. Nadzieje dla chorych jakie
niesie za soba szybki rozwdj nauk podstawowych a w szczegdlnosci genetyki,
proteomiki, modelowania molekularnego w farmakologii, stawiaja rOwniez coraz
wyzsze wymagania co do diagnostyki i zaplanowania optymalnej dla danego

chorego terapii.
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Obecnie bardzo pomocne przy podejmowaniu decyzji o celowanej terapii anty-KIT
u 0s6b z wysoka ekspresja CD117 wydaje si¢ okreslenie zar6wno rodzaju mutacji

w obrebie genu jak i poziom ekspresji produktu tego genu.
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7. WNIOSKI

1. Czgstos¢ wystgpowania antygenu CD117 na komoérkach blastycznych w ostrej
biataczce szpikowej jest podwyzszona. Biatko KIT wystepuje sporadycznie

na komdrkach w ostrej biataczce limfoblastyczne;.

2. Poziom ekspresji biatka KIT w ostrej bialaczce szpikowej r6zni si¢ w zaleznosci
od podtypu wedtug klasyfikacji FAB. Jest on wyraznie wyzszy na komdrkach
blastycznych postaci mniej dojrzatych. Sredni poziom ekspresji badanego biatka byt

najwyzszy w postaci M1, M2 i M3, najnizszy w M5b.

3. Mutacje w obrebie genu KIT w ostrych bialaczkach wystepuja dos¢ rzadko,
srednio u mniej niz 5% chorych. Zjawiskiem stosunkowo czgstszym jest
wystgpowanie polimorfizmow, ktérych rola w rozwoju i przebiegu ostrych biataczek
nie zostala do konca wyjasniona. Z uwagi jednak na coraz wigksze mozliwosci
zastosowania u wybranych chorych inhibitorow kinaz tyrozynowych jako leczenia
niestandardowego oraz konieczno$¢ wytypowania odpowiedniej grupy chorych
potencjalnie wrazliwych na takie leczenie, wydaje si¢ celowe badanie w kierunku

mutacji w obrebie genu KIT u chorych na ostre biataczki.

4. Nie ma korelacji migdzy wystgpowaniem i rodzajami mutacji w obrgbie genu KIT
a zwigkszonym poziomem ekspresji badanego biatka. Wydaje si¢, ze zwigkszony
poziom ekspresji CD117 jest zalezny od innych mechanizméw molekularnych

niz mutacje w obrgbie samego genu.
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Ostre biataczki sa pod wzgledem fenotypowym i genetycznym chorobami
heterogennymi. Zmiany genetyczne wystepujace w ostrych biataczkach moga by¢
widoczne w postaci zmiany liczby lub budowy chromosoméw, rearanzacji gendéw
czy mutacji punktowych. Kinazy tyrozynowe stanowia duzg grupg¢ ewolucyjnie
konserwatywnych biatek odgrywajacych zasadnicza rolg w procesach dojrzewania,
wzrostu 1 réznicowania komorek. Liczne zaburzenia polegajace na nadekspresji,
mutacjach punktowych, rearanzacjach genéw kodujacych kinazy odgrywaja role
w patogenezie wielu chordb i zaburzen rozwojowych. Zmienione kinazy tyrozynowe
odgrywaja zasadnicza role w procesie nowotworzenia. Biatko CD117 odgrywa
zasadnicza rolg w procesie hematopoezy, melanogenezy i gametogenezy. Jego
obecno$¢ wykazano zaré6wno na komdrkach szpiku kostnego, jak 1 innych,
np. melanocytach, komorkach srédblonka. CD117 jest obecny na komorkach
progenitorowych  hematopoezy. Gestos¢ receptorow  KIT — wystepujacych
na zdrowych komorkach blastycznych maleje wraz z dojrzewaniem. Znanych jest
szereg mutacji w obrgbie genu KIT. Mutacje w obrgbie genu KIT mozna podzieli¢
na dwie zasadnicze grupy: dotyczace centrum aktywnego kinazy i regulujace jej
ekspresj¢ lub powodujace uniezaleznienie od liganda KIT. Uwaza si¢, Zze mutacje
somatyczne w obregbie KIT moga inicjowac proces nowotworzenia. Celem pracy byto
okreslenie czgstosci wystgpowania mutacji w obrgbie eksonéw 8, 10, 11 i1 17 genu
KIT w ostrych bialaczkach i proba znalezienia korelacji mi¢dzy obecnoscia mutacji
a poziomem ekspresji receptora KIT na komdrkach blastycznych w ostrych
bialaczkach. Przebadano tacznie 75 chorych z rozpoznaniem ostrej biataczki.
Wykazano obecnos$¢ jednej mutacji Val560Gly w eksonie 11, dwéch mutacji
Asp816Val w eksonie 17, dziesigciu polimorfizméw Met541Leu 1 szesciu
Lys546Lys w eksonie 10, trzech polimorfizméw Ile798Ile w eksonie 17. Nie
znaleziono zmian w obrgbie egzonu 8. Mimo wystgpowania podwyzszonej ekspresji
biatka KIT na komodrkach biataczkowych, nie wykazano zwiazku podwyzszonej

ekspresji biatka z wystgpujacymi zmianami w obrgbie genu KIT.
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8. Streszczenie

8.1. Abstract

Acute leukaemias are phenotypically and genetically heterogenic group of diseases.
Genetic changes, which are observed in acute leukaemia can be seen as chromosome
number and structure disturbances, genes’ recombinations or point mutations.
Tyrosine kinases are large family of evolutionary conservative proteins which play
fundamental role in maturation, growth and differentiation of cells. Multiple
disturbances as hyperexpression, point mutations, recombination of tyrosine kinase
genes determine pathogenesis of many diseases and development disturbancies.
Damaged tyrosine kinases play crucial role in tumorogenicity. CD117 plays
an important role in haematopoiesis, melanogenesis and gametogenesis. It’s presence
was observed not only on bone marrow cells, but also on others as melanocytes,
endothelial cells. KIT expression on healthy blastic cells decreases during
maturation. Several KIT gene mutations are known. They can be divided for two
main groups: enzymatic pocked and regulatoty type mutations. Somatic KIT gene
mutations are able to iniciate tumorogenicity. Aim of this work was to establish
frequency KIT mutations in exon 8, 10, 11 and 17 and try to determine
the correlation between presence of mutation with CD117 expression level on the
blasitic cells in acute leukemia. 75 patients with acute leukemia were entered to the
study. The presence of one Val560Gly mutation in exon 11, two Asp816Val in exon
17, ten polymorphisms Met541Leu, and six Lys546Lys in exon 10, three
polymorphisms Ile798Ile in exon 17 were established. No changes in exon 8 were
discovered. There were no correlation between level of KIT overexpression

on blastic cells and genetic changes in KIT gene in acute leukemia.
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9. ANEKS

Typ bialaczki  Inicjaty Wiek Stopien Zmiany
pacjenta ekspresji genetyczne
CD117 w %

AML MO I-A 49 54 nie

AML M1 K-O 17 77 nie

AML M1 E-W 57 91 nie

AML M1 E-E 61 76 I1e798Ile

AML M1 S-K 62 58 nie

AML M1 A-L 65 84 nie

AML M1 H-S 60 91 nie

AML M1 J-W 33 93 Lys546Lys,
Asp816Val

AML M1 A-C 30 6 nie

AML M1 R-P 54 92 nie

AML M1 M-] 51 90 nie

AML M1 E-E 46 91 nie

AML M1 A-R 26 96 nie

AML M1 I-P 53 59 nie

AML-M2 J-B 65 53 nie

AML-M2 M-G 34 53 Lys546Lys

AML-M?2 A-K 48 80 nie

AML-M2 M-B 42 76 Ile7891le

AML-M2 M-D 68 90 nie

AML-M2 K-S 46 82 nie

AML-M?2 M-B 26 81 Met541Leu,
Asp816Val

AML-M?2 P-M 34 85 nie

AML-M2 I-S 49 95 nie

AML-M2 O-K 20 7 nie

AML-M2 L-B 45 72 nie

AML-M2 T-L 44 71 Met541Leu
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AML-M3 M-P 31 43 nie
AML-M3 M-R 19 95 nie
AML-M3 H-D 55 81 nie
AML-M3 S-O 64 bd nie
AML-M3 B-C 55 bd nie
AML-M3 E-R 60 bd nie
AML-M3 T-K 51 bd nie
AML-M4 J-C 51 100 nie
AML-M4 7-C 52 65 nie
AML-M4 A-1 68 68 nie
AML-M4 R-R 50 8 nie
AML-M4 H-S 60 65 Lys546Lys
AML-M4 L-O 43 55 nie
AML-M4 7-C 42 40 nie
AML-M4 S-T 39 67 nie
AML-M4 D-D 29 17 nie
AML-M4 D-K 23 54 nie
AML-M4 W-M 60 1 Lys546Lys
AML-M4 H-M 43 94 nie
AML-M4 J-P 52 80 nie
AML-M4 K-W 58 4 nie
AML-M4 A-W 41 bd Met541Leu
AML-M4 J-S 50 49 Met541Leu
AML-M4 7-K 43 31 Ile7891le
AML-M4 R-O 44 19 nie
AML-M5a M-K 18 9 Met541Leu
AML-M5a B-O 40 bd Met541Leu
AML-MS5b M-F 44 29 Met541Leu
AML-M5b K-D 37 51 nie
AML-MS5b M-S 22 26 Met541Leu
AML-M5b B-K 52 10 nie

ALL K-P 45 bd nie
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ALL D-G 57 0 nie

ALL S-G 61 0 nie

ALL T-M 74 0 nie

ALL M-M 27 bd nie

ALL M-M 30 0 Met541Leu

ALL M-S 19 bd nie

ALL M-W 25 bd nie

ALL D-Z 25 bd nie

ALL M-R 53 94 nie

ALL R-M 21 2 nie

ALL K-S 51 bd Lys546Lys

ALL IR 21 1 nie

ALL K-P 22 bd nie

ALL M-P 46 bd nie

ALL W-S 73 bd nie

Bifenotypowa T-K 23 1 Met541Leu

Biklonalna H-W 43 4 Lys546Lys,
Val560Gly
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