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Summary

Hematopoiesis is a complex process precisely regulated by a wide spectrum
of cooperating factors. Dysfunction of hematopoietic cell proliferation, differ-
entiation or maturation usually leads to the malignant transformation. The DNA
microarray-based transcriptome analysis helped to revise the traditional classifi-
cation of hematological disorders, predict their outcome, test potential thera-
peutic agents and better understand basic mechanisms underlying cancer origin
and development. Here, the results of gene expression profiling in myelo- and
lymphoproliferative diseases such as leukemia, lymphoma and myelodysplastic
syndromes, are presented. Two microarray technologies were applied in this
area of research: Aflfymetrix gene chips and cDNA microarrays. Among them,
Lymphochip is a prominent example of a specialized cDNA microarray tool de-
signed to investigate gene expression in the immunological system and hemato-
logical diseases. It seems that typical problems connected with microarray re-
sults analysis - small number of patients, loss of reproducibility can be over-
come by increasing the number of samples and application of identical proto-
cols, equipment and reagents in different laboratories.
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1.Wstep

Roznicowanie sie komorek hematopoetycznych jest ztozonym, wieloetapowym
procesem, precyzyjnie regulowanym przez szereg czynnikbw wspéigrajacych ze
sobg w czasie i przestrzeni (1). Zaburzenia przebiegu procesu hematopoezy pro-
wadza do rozwoju catego spektrum choréb nowotworowych uktadu krwiotwoércze-
go, odmiennych biologicznie i klinicznie. Uwaza sie, ze w przypadku tej grupy no-
wotworéw gitéwnym mechanizmem sprawczym sg nabyte zmiany w strukturze ge-
nomu (translokacje chromosomalne, mutacje, delecje). Defekty wrodzone majg zna-
czenie marginalne (2).

Przez wiele lat diagnostyka choréb rozrostowych uktadu krwiotwdérczego opie-
rata sie gldwnie na ocenie cytologicznej / histologicznej komoérek krwi, szpiku, $le-
dziony lub innych tkanek zajetych przez nowotwér. Obecnie dla okreslenia typu no-
wotworu i planowania terapii stosuje sie szereg zaawansowanych technik laborato-
ryjnych. Wiadomo bowiem, ze efektywnos¢ terapii zalezy nie tylko od wybranej me-
tody leczniczej, ale takze od wtasciwosci biologicznych samych komérek nowotwo-
rowych. Wyniki terapii u indywidualnych pacjentéw moga znaczgco rézni¢ sie pomi-
mo identycznego typu i podobnego stopnia zaawansowania choroby nowotworo-
wej. Istniejg dowody potwierdzajgce mozliwos¢ wystepowania wielu molekularnych
podtypéw choroby o tym samym obrazie klinicznym i morfologicznym.

Poznanie struktury ludzkiego genomu oraz opracowanie technologii mikroma-
cierzy stworzylo nowe mozliwosci w zakresie diagnostyki onkologicznej, w tym
i hematologicznej (3-5). Zastosowanie macierzy w poréwnawczej hybrydyzacji ge-
nomowej (CGH, ang. Comparative Genomie Hybridization) nie tylko utatwito, ale i po-
prawito rozdzielczos¢ wykrywania duzych zmian w strukturze genomu - transloka-
cji, insercji, delecji czy duplikacji chromosoméw lub ich fragmentow (6). jeszcze
wiekszg rozdzielczo$¢ oferujg mikromacierze SNP (ang. Single Nucleotide Polymor-
phism, Handschuh i wsp. ten sam zeszyt, 7) i dachéwkowe (8), pozwalajgce na detek-
cje takich zmian w genomie jak pojedyncze mutacje czy mikrodelecje. Przy uzyciu
mikromacierzy SNP stwierdzono m. in. utrate heterozygotycznosci (LOH, ang. Loss
ofHeterozygosity) w genomach os6b chorych na ostre i przewlekte biataczki i zespoty
mielodysplastyczne (9) oraz disomie jednorodzicielskg w zespotach mieloprolifera-
cyjnych (10). Mikromacierze SNP umozliwity réwniez wykrycie delecji i mutacji
w genie ABLI we wczesnym etapie przewlektej biataczki limfocytowej (11,12).

Poznanie peilnej sekwencji genomu pacjenta nie wystarcza jednak do petnego
scharakteryzowania stanu czynnosciowego jego tkanek. Odzwierciedleniem tego,
co dzieje sie w komodrkach jest przede wszystkim obraz transkryptomu i proteomu.
Do analizy kazdego z nich stuzg odpowiednie narzedzia. Sktad proteomu okresla sie
najczesciej metodami elektroforezy dwukierunkowej i/lub spektrometrii mas. Tran-
skryptom z kolei bada sie za pomocg metody RT-PCR (ang. Reverse Transcription Poly-
merase Chain Reaction) oraz mikromacierzy. Stosowane w tym celu mikromacierze
DNA zawierajg zazwyczaj zestaw sond komplementarnych do wszystkich sekwencji
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kodujacych biatka, a znakowaniu poddaje sie catkowity RNA lub mRNA wyizolowany
z tkanki.

W opracowaniu tym przedstawiono wybrane przyktady wykorzystania mikroma-
cierzy w badaniach choréb rozrostowych krwi. Uzyskiwane w ten sposéb informacje
umozliwiajg lepsze poznanie podstaw procesdw chorobotwoérczych i dodatkowo
stuzg do opracowania nowych metod diagnostycznych, pozwalajgcych na indywidu-
alny dobdér terapii i ocene jej efektow. Informacje ptynace z analiz profilu ekspresji
gendw sg szczegollnie cenne w przypadkach, gdy kariotyp nie odbiega wcale lub tyl-
ko nieznacznie r6zni sie od prawidtowego. Taka sytuacja ma miejsce w okoto 50”
przypadkéw ostrej biataczki szpikowej (2,13,14). Wowczas metody cytogenetyczne,
cechujgce sie i tak sporym odsetkiem btedoéw, sa mato przydatne.

2. Lymphochip - uniwersalne narzedzie do badania ekspresji gendéw
w komoérkach ukiadu immunologicznego i krwiotwdrczego

Zdecydowana wiekszo$¢ publikacji genomicznych poswieconych nowotworom
krwi powstata na bazie komercyjnych mikromacierzy wysokiej gestosci produko-
wanych przez firme Affymetrix. Sg to tzw. chipy DNA, na ktérych kazdy gen repre-
zentowany jest przez serie krotkich sond oligonukteotydowych (www.affyme-
trix.com). Macierze te ewoluowaly wraz z postepem projektu sekwencjonowania
ludzkiego genomu. Alternatywne mikromacierze cDNA, nie wymagajace znajomosci
petnej sekwencji genomu, stopniowo tracg popularnosé, przynajmniej w odniesie-
niu do badan komorek ludzkich. Na przestrzeni ostatnich kilkunastu lat powstaty
jednak liczne prace, w ktérych wykorzystano takze ten rodzaj mikromacierzy do
analizy ekspresji genéw w komoérkach uktadu krwiotwoérczego i chorobach rozro-
stowych krwi (15-19). Klasycznym przyktadem takiej macierzy jest Lymphochip (17).
Publikacja, w ktorej opisano jego konstrukcje pochodzi z konca lat 90. ubiegtego
wieku, kiedy genom ludzki nie byt jeszcze poznany, a na rynku zaczely dopiero po-
jawiac sie pierwsze mikromacierze Affymetrix. Alizadeh i wsp. (17) zaprojektowali
i przetestowali macierz cDNA przeznaczong do badania ekspresji genéw zwigza-
nych z funkcjonowaniem ludzkiego uktadu immunologicznego i transformacjg nowo-
tworowa. Znalazto sie na nigj blisko 18 tys. sond, w tym ponad 14 tys. klonéw cDNA
pochodzgcych z bibliotek limfocytéw B, zaréwno zdrowych komorek jak i specyficz-
nych dla réznych typdéw biataczek i chioniakédw. Pozostate sondy reprezentowaly
geny, ktérych udziat w réznicowaniu komorek limfatycznych, aktywacji limfocytéw
B i T przez mitogeny i cytokiny, odpowiedzi immunologicznej i schorzeniach uktadu
immunologicznego zostat juz wczesniej potwierdzony (20). Na macierzy umieszczo-
no takze sondy specyficzne dla wybranych genéw wirusowych (wirusa Epstein-Barr,
HTLV, H1V i wirusa opryszczki) (17).

Stosujgc Lymphochip przeprowadzono eksperymenty mikromacierzowe na 96
prébkach mRNA wyizolowanych z oczyszczonych subpopulacji prawidtowych limfo-

24 PRACE PRZEGLADOWE


http://www.affyme-trix.com
http://www.affyme-trix.com

Choroby rozrostowe krwi - analiza transkryptomu z zastosowaniem mikromacierzy DNA

cytow oraz linii komoérkowych chioniakéw i biataczek (16). Wykorzystujgc algorytm
grupowania hierarchicznego bez Jakiejkolwiek wiedzy a priori (tzw. podejscie nie-
ukierunkowane) prawidtowo sklasyfikowano prawie wszystkie jednostki chorobo-
we, z ktoérych pochodzity probki. Na podstawie analizy danych wykazano istotng za-
leznos¢ pomiedzy profilem ekspresji genéw znajdujacych sie na chipie a typem
schorzenia i/lub stanem fizjologicznym komorek. Grupowaniu poddano nie tylko
probki biologiczne, ale rowniez same geny, otrzymujac w ten sposéb tzw. sygnatury
genowe, czyli profile ekspresji genéw charakteryzujgce poszczegolne procesy czy
stany, w jakich znajdujg sie komorki. Wyodrebniono sygnature genowa procesu
proliferacji, sygnature genowa limfocytoéw B znajdujacych sie w tzw. osrodkach roz-
mnazania (ang. Germinal Center B-Cells) ulokowanych w grudkach limfatycznych, sy-
gnature genowa aktywowanych komérek B, komérek T czy weztéw chitonnych. Dla
przyktadu prébki pochodzace od chorych na przewlekta biataczke limfocytowa (CLL,
ang. Chronic Lymphocytic Leukemia) i chioniaka grudkowego (FL, ang. Follicular Lym-
phoma) zostaly zgrupowane w poblizu probek z limfocytéw B w stanie spoczynku
(ang. Resting B-Cell Samples) ze wzgledu na niski wskaznik proliferacji komérek. Roz-
réznienie pomiedzy przewleklg biataczkg limfocytowa a chtoniakiem grudkowym
bylo mozliwe dzieki genom z sygnatury charakterystycznej dla limfocytéw B obec-
nych w o$rodkach rozmnazania, ktére znajduja sie w odmiennym stadium réznico-
wania niz pozostate komorki tego typu. Z kolei probki chtoniaka DLBCL (ang. Diffuse
Large B-Cell Lymphoma) byly zdecydowanie r6zne od CLL i FL, wykazujac profil eks-
presji genéw podobny do prawidtowych komorek weztéw chtonnych i migdatkéw.
Wsréd gendw wyrdzniajacych te grupe dominowaly te kodujgce markery monocy-
téw, makrofagow i komérek NK (ang. Natural Killer), a takze geny decydujace o struk-
turze macierzy zewnagtrzkomaorkowej.

Po wykonaniu analizy na Lymphochipie dwéch préobek pobranych w odstepie 18
miesiecy od tego samego pacjenta, cierpigcego na przewleklg biataczke limfocy-
towa, wykazano, ze cechujg sie one najwyzszym stopniem korelacji sposréd wszyst-
kich badanych prébek biologicznych. Znaczenie cech indywidualnych pacjenta male-
je jednak wraz ze wzrostem liczby prébek w badanej grupie (16).

Lymphochip postuzyt réwniez do poszukiwania genéw regulowanych przez je-
den z gtébwnych represordw transkrypcji, BCL-6 (18).

3. Biataczki

Mianem biataczki okres$la sie chorobe nowotworowa, w ktérej dochodzi do nad-
miernej proliferacji leukocytdw we krwi i szpiku. Dzieje sie tak na skutek zaburzen
proceséw wzrostu, r6znicowania, dojrzewania i apoptozy komoérek. Ze wzgledu na
przebieg kliniczny wyodrebniono biataczki ostre i przewlekfe. Biorac natomiast pod
uwage rodzaj komorek, ktére ulegly transformacji nowotworowej wyrézniono bia-
taczki szpikowe i limfocytowe, przy czym limfocytowe zalicza sie do chitoniakéw
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(21). Kazdy rodzaj biataczki dzieli sie ponadto na szereg podtypow roznigcych sie
charakterystyka morfologiczng, rokowaniem i sposobem leczenia. Wielu z nich to-
warzyszag okreslone aberracje chromosomalne (13). W rutynowej diagnostyce wcigz
obowigzujg dwie klasyfikacje biataczek. Pierwsza, oparta na kryteriach morfologicz-
nych i cytochemicznych, to tzw. klasyfikacja francusko-amerykarsko-brytyjska (FAB,
ang. French-American-British) opracowana w latach 70-80. ubiegltego wieku (22,23).
Druga, klasyfikacja WHO, ustanowiona w 2001 r. przez Swiatowg Organizacje Zdro-
wia (ang. World Heath Organization], uwzglednia przede wszystkim linie i stadia roz-
wojowe komorek, ktore ulegly transformacji nowotworowej oraz nieprawidtowosci
genetyczne najczesciej stwierdzane u chorych na biataczke (21).

W tym samym roku, kiedy Alizadeh i wsp. opublikowali prace o Lymphochipie
(17) Golub i wsp. (24) wykazali, ze macierze oligonukleotydowe Affymetrix moga
stuzy¢ do klasyfikacji dwdch rodzajéw ostrej biataczki - limfoblastycznej (ALL)
i szpikowej (AML). Na podstawie przeprowadzonych analiz zidentyfikowali ponad
tysigc genow, ulegajacych zréznicowanej ekspresji w obu chorobach. Nastepnie
sposrod tych gendéw wyodrebnili piecdziesiat o najwyzszej ,sile predykcji”. Tak
opracowany klasyfikator praktycznie bezbtednie kwalifikowat kazda prébke. W jego
sktad wchodzity geny kodujace biatka powierzchniowe typowe dla komorek linii
mieloidalnej i limfoidalnej, geny regulujace transkrypcje, cykl komoérkowy, geny od-
powiedzialne za modyfikacje chromatyny, adhezje komoérek, a takze znane onkoge-
ny. Stwierdzili rowniez, ze translokacja i zwigzana z nig podwyzszona ekspresja
genu homeotycznego HOXA9 stanowi wskaznik przemawiajgcy za niepomysinym
rokowaniem. Autorzy ci opracowali takze klasyfikator rozrézniajacy dwa podtypy
ostrej biataczki limfoblastycznej: T-ALL i B-ALL (24).

Podobne badania przeprowadzono z zastosowaniem mikromacierzy cDNA na
grupie blisko 140 dzieci (25). Wykazano, ze na podstawie profilu ekspresji genow
mozna tatwo odrézni¢ komorki biataczkowe od zdrowych komorek hematopoetycz-
nych oraz zidentyfikowac geny rdznicujgce poszczegdlne odmiany cytogenetyczne
biataczek. Stwierdzono, ze wspdlng cechg ostrych biataczek jest obnizona ekspresja
gendéw odpowiedzialnych za adhezje komoérek i odpowiedz immunologiczng. Po-
ziom ekspresji gendw, ktérych produkty wiaza RNA, zaangazowanych w kontrole
transkrypciji i metabolizm kwaséw nukleinowych byt podwyzszony w ostrej biatacz-
ce limfoblastycznej, w odréznieniu od ostrej biataczki szpikowej, gdzie zwiekszonej
ekspresji ulegaty przede wszystkim geny zwigzane z metabolizmem weglowodoréw
i lipidow.

Prawdziwie globalne podejscie do problemu diagnostyki biataczek zaprezento-
wat w 2005 r. Haferlach i wsp. (26). Rekordowa liczbe prébek od blisko 900 chorych
na rézne podtypy biataczek (ostre i przewlekte) zbierano przez 6 tat i przeanalizo-
wano korzystajgc z macierzy oligonukleotydowych Affymetrix. Stosujgc algorytmy
uczenia maszyn wyselekcjonowano po 100 genéw wyrdzniajacych kazdg z badanych
chordb, uzyskujgc tzw. generalny klasyfikator o skutecznosci 95%. Niektore typy
biataczek, takie jak ostra biataczka szpikowa z translokacja chromosomalng t(15;17).
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ostra biataczka szpikowa z inwersja inv(16) i przewlekia biataczka limfocytowa, kla-
syfikowane byly poprawnie w 98-100% przypadkow. Autorzy przekonujg, ze analiza
mikromacierzowa moze by¢ dobrym narzedziem diagnostycznym, a ewentualne bte-
dy falszywie pozytywne mozna wykluczy¢ stosujac klasyczne metody diagnostyczne
(26).

Kompleksowa analiza ekspresji gendw pozwala nie tylko odrdzni¢ od siebie zna-
ne podtypy choroby, ale takze zidentyfikowa¢ nowe. Uwidacznia tez, ze dysfunkcja
jednego genu, zwtaszcza gdy jest to regulator transkrypcji, nieodzownie pociaga za
sobg zmiany ekspresji szeregu innych genéw. Przyktadem moze by¢ ostra biataczka
limfoblastyczna (ALL) z translokacjg genu MLL (ang. Mixed-Lineage Leukemia). Gen ten
koduje histonowag transferaze metylowa, pozytywny regulator ekspresji genéw ho-
meotycznych, wspoétodpowiedzialny réwniez za prawidlowy przebieg hematopo-
ezy. Profil ekspresji genéw w tej grupie chorych tak bardzo wyrézniat sie na tle po-
zostatych, ze zaproponowano, by traktowac jg jako odrebng jednostke chorobowag
0 nazwie MLL (27). Zwiekszonej ekspresji w MLL ulegatl przede wszystkim gen ko-
dujacy kinaze tyrozynowa FLT3 oraz geny homeotyczne bedace wskaznikami nieko-
rzystnego rokowania. Z kolei obnizona ekspresja markeréw wczesnego stadium
limfocytéw B i gendéw wymaganych dla dalszego ich rozwoju moze Swiadczy¢ o tym,
ze biataczka typu MLL powstaje na skutek blokady réznicowania komorek linii lim-
foidalnej we wczesniejszej fazie niz ma to miejsce w przypadku klasycznej ALL. Eks-
presja genéw typowych dla innych niz limfocyty komorek hematopoetycznych,
zwlaszcza komorek linii mieloidalnej jest bezposrednim dowodem na istnienie cech
wspolnych pomiedzy MLL a AML. Z analizy profilu ekspresji gendéw wyraznie wyni-
ka, ze MLL jest jednostka posrednig pomiedzy ALL i AML (27).

Sygnature ekspresji genéw wspolng dla pacjentdéw z chimerycznym genem MLL
opisata takze Ross i wsp. (28). Analizujgc probki pochodzace od blisko trzystu dzieci
z ostrg biataczka linfoblastyczng wyodrebnita dwa podtypy choroby z rearanzacjg
genu MLL (MLL-Re-ALL), identyczne pod wzgledem klinicznym, lecz rézniace sie ro-
kowaniem (3).

3.1. Ostra biataczka limfoblastyczna

Ostra biataczka limfoblastyczna (ALL, ang. Acute Lymphoblastic Leukemia) stanowi
najpowszechniej wystepujacy nowotwdr u dzieci. Pomimo generalnie dobrego roko-
wania istnieja odmiany ALL wyraznie réznigce sie odpowiedzig na chemioterapie. Ze
wzgledu na pochodzenie komdérek nowotworowych wyréznia sie dwa gtéwne podtypy
ostrej biataczki limfoblastycznej: T-ALL (wywodzace sie z linii limfocytéw T) i B-ALL
(wywodzgce sie z linii limfocytéw B). B-ALL dzieli sie ponadto na pie¢ dodatkowych
podtypow: 1) z rearanzacjg genu MLL; 2) z translokacja t(I;19)(E2A-PBX1); 3) hiperdi-
ploidalny - z ponad 50 chromosomami; 4) t(9;22)(BCR-ABL); 5) t(12;21)(TEL-AMLI). Na
podstawie badan mikromacierzowych przeprowadzonych na duzej grupie pacjentéw
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(ponad 300 oséb) mozna bylo wyodrebni¢ kolejny, nie znany wczesniej podtyp B-ALL
(29,30). Opisano takze sygnature ekspresji genéw charakterystyczng dla pacjentéw
z ostrg biataczkg limfoblastyczng podtypu TEL-AMLI, u ktérych w trakcie rutynowo
stosowanej terapii dochodzito do rozwoju ostrej biataczki szpikowej (31).

W wielu pracach mikromacierzowych poswieconych ostrej biataczce limfobla-
stycznej porusza sie kwestie uniwersalnosci sygnatur genowych. Ross i wsp. (30)
wykazali, ze opracowany przez nich klasyfikator, wyznaczony na podstawie wyni-
kéw uzyskanych z prébek pobranych od dzieci, réwnie dobrze sprawdza sie w dia-
gnostyce ALL u oséb dorostych, pomimo wielu réznic cechujgcych rozwoj i przebieg
tej choroby w zaleznosci od wieku. Zdarza sie jednak, ze opracowane klasyfikatory
w odniesieniu do innej grupy pacjentdow sg mato skuteczne, a réznice pogiebiaja sie
jeszcze, kiedy poréwnuje sie wyniki uzyskane przez rézne laboratoria. Dla przy-
ktadu Catchpoole i wsp. (32) podjeli prébe klasyfikacji dzieciecych ALL na podstawie
sygnatury ekspresji dwudziestu genéw wyznaczonej wczesniej przez Moos i wsp.
(33) na podobnej grupie dzieci. Okazalo sie, ze jedynie trzy sposrod dwudziestu ge-
néw wytypowanych przez Moos i wsp. niezawodnie rozdzielalty B-ALL od T-ALL
w grupie pacjentéw badanych przez Catchpoole - antygen CD3D, klasyczny mar-
ker ztosliwych komoérek T, oraz dwa geny zgodnosci tkankowej MHC (ang. Major Hi-
stocompatibility Complex) (32). Endoglina, jeden z genéw w sygnaturze opisanej
przez Moos znalazt sie w sporzadzonym przez Catchpoole rankingu genéw rézni-
cujgcych B-ALL od T-ALL dopiero na 238 miejscu. Okazat sie jednak Swietnym marke-
rem odpowiedzi na terapie.

Przyczyn niezgodnosci wynikéw publikowanych przez réznych autoréw moze
by¢ wiele: stosowanie odmiennych platform mikromacierzowych, réznych procedur
izolacji, znakowania i hybrydyzacji probek RNA oraz metod analizy wynikéw, a tak-
ze zbyt mata liczebnos¢ przebadanych grup pacjentéw, jednym ze sposob6w upora-
nia sie z tym ostatnim problemem jest tzw. metaanaliza, czyli poddanie wspdinej
analizie wynikéw uzyskanych przez r6zne laboratoria, zdeponowanych w ogélnodo-
stepnych bazach danych. Hoffmann i wsp. (34) przeanalizowali ponownie opubliko-
wane dane wiasne (35) oraz Ross i wsp. (30). Pochodzity one tgcznie ze 104 ekspery-
mentéw mikromacierzowych, przeprowadzonych na prébach pobranych od pacjen-
tow reprezentujgcych sze$¢ podtypOw ostrej biataczki limfoblastycznej. W efekcie
uzyskano klasyfikator ztozony z zaledwie 30 sond, pozwalajgcy na rozréznienie wy-
mienionych szesciu podtypow ALL ze skutecznoscig rzedu 98%. 30 wyselekcjonowa-
nych sond odpowiadato 26 genom, sposréd ktérych 70% nigdy przedtem nie zostato
opisanych jako istotne dla identyfikacji podtypéw ALL.

Znaczna liczba prac poswieconych biataczkom i wykonanych przy zastosowaniu
mikromacierzy powstata jeszcze przed opublikowaniem kompletnej sekwencji ge-
nomu ludzkiego, kiedy korzystano z niepetnych, prototypowych macierzy. Ciekawe
rozwigzanie tego problemu zaproponowali Ross i wsp. (30), ktérzy dysponujac ma-
teriatem klinicznym zebranym od trzystu pacjentéw wybrali ponad sto najbardziej
reprezentatywnych prébek i poddali je ponownej analizie z uzyciem chipéw wyz-
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szej generacji, zawierajgcych trzykrotnie wiekszg liczbe sond. Wykorzystano do
tego celu zamrozone w -80°C roztwory hybrydyzacyjne z poprzednich eksperymen-
tow. Dzieki temu wytoniono caly szereg nowych markeréw genetycznych, w tym ko-
dujacych biatka o nieznanej funkciji.

3.2. Ostra biataczka szpikowa

Ostra biataczka szpikowa (AML, ang. Acute Myeloid Leukemia) jest chorobg hetero-
genng, powstajgcg w wyniku transformacji nowotworowej progenitorowych komo-
rek hematopoetycznych, zazwyczaj linii granulocytarnej i monocytarnej. jedng
Z przyczyn rozwoju ostrej biataczki szpikowej sg nabyte zmiany genetyczne, stad tez
ryzyko zachorowania rosnie wraz z wiekiem (2,13,36). Blok réznicowania i dojrzewa-
nia moze wystgpi¢ na réznych etapach hematopoezy, dlatego istnieje wiele podty-
pow tej choroby. W klasyfikacji FAB wyr6znia sie 9 podtypoéw AML o odmiennym
przebiegu i rokowaniu (22). Niektére z nich zwigzane sg z obecnoscig specyficznych
rearanzacji chromosomalnych (translokacji i/lub inwersji), jednakze w co najmniej
40-50% przypadkéw AML kariotyp pacjenta jest prawidtowy (tzw. AML-CN, ang. Nor-
mal Cytogenetics), co ogranicza przydatno$¢ badan cytogenetycznych (2-4,14). W grupie
AML-CN wyodrebniono niedawno podtypy molekularne zwigzane z pojedynczymi
mutacjami w takich genach jak FLT3, CEBPA czy NMPI (2). Klasyfikacja pacjentow
oparta na danych uzyskiwanych w eksperymentach mikromacierzowych w duzej mie-
rze pokrywa sie z podzialem FAB (19,28,37-39). Pozwolita ona réwniez wytoni¢
i scharakteryzowa¢ nowe podtypy molekularne ostrej biataczki szpikowej (19,39,40).

Sygnatury ekspresji gendéw charakterystyczne dla podtypow cytogenetycznych
FAB opisali m. in. Schoch i wsp. (37). Na podstawie analizy 37 prébek AML na mikro-
macierzach Affymetrix wytoniono uniwersalny zestaw 36 gendw stuzacy do klasyfi-
kacji podtyp6w ostrej biataczki szpikowej. W zestawie tym znalazlty sie m.in. geny
MYFIl 1 i ETO. Ich zwiekszona ekspresje odpowiednio w podtypie z inv(16) i t(8;21)
opisano juz wczesniej (41,42)

Roéwniez za pomocg chipéw Affymetrix Virtaneva i wsp. (43) poréwnali profile
ekspresji gendéw w dwoch cytogenetycznych odmianach ostrej biataczki szpikowej
- z trisomig chromosomu 6smego, tzw. AML(-I-8), oraz z kariotypem prawidtowym.
Uzyskane wyniki pozwalaly bezbtednie oddzieli¢ probki zdrowe od biataczkowych,
zidentyfikowano réwniez geny unikatowe dla kazdej z badanych odmian ostrej
biataczki. Czes¢ gendéw roznicujacych AML(-F8) od AML-CN i zdrowych komorek
CD34+ to geny ulokowane na chromosomie ésmym. Generalnie w obu typach
biataczki geny kodujgce biatka wigzace RNA wykazywaly niskg ekspresje, wyzszg na-
tomiast cechowaly sie geny zaangazowane w proces adhezji komorek. Geny zwia-
zane z apoptozg byty silnie obnizone w prébkach AML (+8), co pozwolito wyjasni¢
dlaczego leczenie pacjentéw z trisomig chromosomu ésmego cytarabing (zwiaz-
kiem indukujagcym apoptoze) nie daje pozadanych efektow.
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Ross i wsp. (28) na podstawie wynikdw mikromacierzowych ze 150 eksperymen-
tow wyroznili pie¢ podgrup AML odpowiadajgcych w wiekszosci podtypom cytoge-
netycznym: t(8;21), inv(16), t(15;17), grupie z chimerycznym genem MLL oraz podty-
powi M7 wg FAB z translokacja t(1;22). W przypadku ostatniego profil ekspresji ge-
néw nie byt dotad znany.

Bullinger i wsp. (19) wykazali istnienie co najmniej siedmiu odmiennych sygna-
tur ekspresji gendéw w ostrej biatlaczce szpikowej, jednakze tylko czesciowo wspol-
nych z podtypami cytogenetycznymi FAB, np. t(8;21) czy inv(16). Stosujgc macierze
cDNA przeprowadzili oni analize ponad stu probek krwi lub szpiku pochodzacych
od pacjentéw z typowymi dla ostrej biataczki szpikowej aberracjami chromosomal-
nymi. Pacjentéw z prawidtowym kariotypem udato sie podzieli¢ na dwie odmienne
rokowniczo grupy. Z korzystnym rokowaniem powigzano m.in. gen FOX01A, regu-
lator apoptozy i cyklu komérkowego, a z negatywnym wysoka ekspresje m.in. ge-
néw homeotycznych oraz FLT3.

Podobne wyniki uzyskali Valk i wsp. (39) na podstawie analizy profilu ekspresji
genow u blisko trzystu pacjentéw, z wykorzystaniem chipow Affymetrix. Valk i wsp.
zidentyfikowali metodg grupowania hierarchicznego az szesnascie podgrup ostrej
biataczki szpikowej i tylko czes$¢ z nich odpowiadata klasyfikacji cytogenetycznej.
Na przyktad wszystkie prébki z inv(16) znalazty sie w jednej grupie, w ktérej gtow-
nym genem réznicujacym byt MYFIIl. Podobnie wszystkie prébki z translokacja
t(8;21) skupione zostaly w jednej grupie. W tym przypadku najbardziej réznicu-
jacym genem byt ETO. jednakze pacjenci, u ktérych wykryto mutacje w genie CEBPA
zostali zaliczeni do dwoch réznych grup, a pacjenci z duplikacja w genie FLT3
(FLT3-1TD, ang. Internal Tandem Duplication) zostali rozdzieleni az do trzech grup.
Chorzy z prawidtowym kariotypem réwniez zostali zaklasyfikowani do r6znych pod-
grup. Az cztery grupy o unikatowych profilach ekspresji genéw nie odpowiadaty
zadnemu ze znanych podtypow AML. Wyodrebnionym grupom przypisano takze
znaczenie rokownicze (39). Ci sami autorzy wykazali pézniej, ze wsréd gendw roz-
nicujacych podtypy ostrej biataczki szpikowej nieprzypadkowo znajduje sie wiele
tzw. genéw V1S (ang. Virus Integration Site Genes), zlokalizowanych w potencjalnych
miejscach integracji retrowiruséw, ktérych udziat w mutagenezie prowadzacej do
rozwoju nowotwordéw, w tym biataczek, udowodniono wczesniej na modelach my-
sich (44).

Wilson i wsp. (40) poddali analizie na macierzach Affymetrix 170 dorostych pa-
cjentéw (Srednia wieku 65 lat) z ostrg biataczka szpikowa (siedem podtypéw FAB:
MO, MI, M2, M4, M5, M6 i M7). Stosujgc podejscie nieukierunkowane w procesie
grupowania hierarchicznego uzyskali wyrazny podziat na szes¢ klas rézniacych sie
opornoscig na terapie (RD, ang. Resistant Disease), odsetkiem uzyskiwanych remisji
catkowitych (CR, ang. Complete Remission) i dtugoscig czasu przezycia wolnego od
choroby (DFS, ang. Disease-Free Survival). Podziat ten byt niezalezny od wieku, ptci
i momentu pobrania probki (biataczka de novo kontra wznowa), natomiast w sposéb
znaczacy korelowat ze stopniem dojrzatosci i mieloidalnym lub monocytarnym po-
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chodzeniem komorek, a czesciowo réwniez z podtypami FAB. Jedna z wyznaczo-
nych klas sktadata sie prawie wylacznie z podtypéw M4 i M5, w innej dominowat
podtyp M2, ale pozostate cztery klasy stanowity mozaike wielu podtypéw, w tym
MO i MI, o tzw. normalnym Kariotypie.

Pacjenci z ostrg biataczkg szpikowa i prawidtowym kariotypem stanowig obiekt
szczegOlnego zainteresowania badaczy, poniewaz jest to grupa niejednorodna
i czesto trudna do leczenia. Ma to zwigzek m. in. z obecnoscig mutacji w takich ge-
nach jak MLL, CEBPA czy FLT3 (14). Za pomocg mikromacierzy okreslono sygnatury
ekspresji genéw towarzyszace mutacjom w genach MLL i CEBPA (14,27,28). Niedaw-
ne odkrycie stosunkowo czestej u pacjentow z prawidtowym kariotypem mutacji
w genie kodujgcym nukloefozmine (NPM) sprawito, ze podjeto prace zmierzajgce do
okreslenia profilu ekspresji genéw typowych dla chorych na ostrg biataczke szpi-
kowag nosicieli tej mutacji. Nukleofozmina to biatko odpowiedzialne m. in. za bioge-
neze rybosoméw, regulacje transkrypcji, supresje nowotwordw i odpowiedz na
stres (2). Alcalay i wsp. (45) wykazali, ze istnieje Scista zalezno$¢ pomiedzy obecnos-
cig mutacji w genie NPM a poziomem ekspresji ponad trzystu genéw, w tym wielu
gendw homeotycznych. Interesujace jest, ze nie zaobserwowano zmian w ilosci
mRNA kodujgcego nukleofozmine. Przyczyna zaburzen funkcji biatka powstajacego
na matrycy zmutowanego genu jest nieprawidtowa lokalizacja wewnagtrzkomoérko-
wa (w cytoplazmie zamiast w jaderku, NPMc-t-) (46). Wyniki mikromacierzowe suge-
rujg, ze ostra biataczka szpikowa z mutacja NPMc-F stanowi odrebng podjednostke
chorobowg (40,46). Stwierdzono tez, ze obecno$¢ mutacji w genie nukleofozminy,
przy jednoczesnym braku wewnetrznej tandemowej duplikacji w genie FLT3, jest
pozytywnym wskaZnikiem rokowniczym (46,47). FLT3 koduje receptorowa kinaze
tyrozynowa, wielofunkcyjne biatko niezbedne dla prawidtowego przebiegu hemato-
poezy, biorgce udziat w procesach proliferacji, r6znicowania i apoptozy komorek
hematopoetycznych (2). Dla chorych z mutacjami w genie FLT3 nie udato sie dotad
wyznaczy¢ unikatowej sygnatury genowej (13,14,40,45), mimo ze zaréwno mutacje
jak i wewnetrzna tandemowa duplikacja (FLT3-1TD) w sekwencji tego genu nalezg
do najczesciej spotykanych zaburzenn w genomach oséb chorych na AML (48-50).
Zmiany te prowadza zazwyczaj do wysokiej konstytutywnej ekspresji kinazy FLT3,
z czym wiaze sie niekorzystne rokowanie (2,13).

Odpowiedz na terapie jest niezwykle waznym aspektem badan genomicznych
choréb nowotworowych. Badania wptywu induktoréw rdéznicowania - ATRA (ang.
All-Trans Retionic Acid) i witaminy D3 stosowanych w leczeniu biataczek, prowadzone
na liniach komérkowych oraz hodowlach komérek pobranych od pacjentéw, po-
zwolity na selekcje 111 gendéw zwigzanych z wrazliwoscig badZ opornoscia na tera-
pie (51). Mikromacierze okazaly sie pomocne takze w identyfikacji genéw, ktorych
ekspresja zmienia sie u 0s6b z translokacjg w genie receptora kwasu retinowego
(podtyp AML M3). Z badan tych wynika, ze rodzaj biatka fuzyjnego, jakie powstaje
w wyniku translokacji, determinuje wrazliwo$¢ bgdZz opornos¢ na retionoidy, pod-
stawowe chemioterapeutyki stosowane w leczeniu ostrych biataczek.
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Odmienny przebieg kliniczny cechuje chorych z biataczkg powstatg w wyniku
transformacji zespotu mielodysplastycznego (MDS) oraz chorych z biataczkg wtérng
po przebytej terapii przeciwnowotworowej (TRL, ang. Therapy-Related Acute Leuke-
mia). Rokowanie w tych przypadkach, w odr6znieniu od ostrej biataczki szpikowej
de novo, jest zle (52). Mikromacierzowe badania poréwnawcze pozwolity skonstru-
owacé klasyfikator genowy rozrdzniajacy AML de novo bez symptoméw dysplazji,
AML z dysplazjg (AML-MDL, ang. AML with Multilineage Dysplasia) i AML na bazie ze-
spotu mielodysplastycznego (MDS-AML) (4,52). Przy okazji stwierdzono, ze korzyst-
ne w rokowaniu zmiany kariotypowe, t(8;21) i inv(16), towarzyszyty wytgcznie przy-
padkom ostrej biataczki szpikowej bez dysplazji.

Napawa optymizmem fakt, ze wyniki badah mikromacierzowych dotyczgcych
ostrej biataczki szpikowej, publikowane przez réznych autoréw i uzyskane na pod-
stawie r6znych grup wiekowych pacjentéw, wykazujg wiele cech wspdinych. Szcze-
golnie wyraznie wida¢ to w odniesieniu do zdefiniowanych cytogenetycznych pod-
typow tej choroby, wspomnianych juz t(8;21) i inv(16). Ponadto wyniki analizy na
chipach Affymetrix stu prébek pochodzacych od dzieci z ostrg biataczkg szpikowa
pozwolity na identyfikacje pieciu klasyfikatorow sprawdzajacych sie rownie dobrze
w odniesieniu do dorostych pacjentéw (28). Nie jest to jednak regulg - Yagi i wsp.
(38) na podstawie wynikéw analiz profilu ekspresji genéw w ostrej biataczce szpiko-
wej u dzieci wyselekcjonowali zestaw 35 gendw informujgcych o rokowaniu, w wiek-
szosci nie pokrywajacy sie z opisanymi sygnaturami wyznaczonymi dla dorostych.

3.3. Zespoty mielodysplastyczne

Pod nazwg zespotu mielodysplastycznego (MDS, ang. Myelodysplastic Syndrome)
kryje sie heterogenna grupa choréb uktadu krwiotwdrczego, o odmiennym przebie-
gu klinicznym i rokowaniu, najczesciej rozwijajacych sie u oséb dorostych (53-55).
MDS charakteryzuje sie nieefektywng hematopoezg z obecnoscig cytopenii we Krwi
obwodowej i zmianami morfologicznymi komoérek szpiku. W wiekszos$ci przypad-
kéw MDS dochodzi do transformacji w kierunku ostrej biataczki w ciagu Kilku- Kil-
kunastu miesiecy (53,56). Jedna z pierwszych prac poswiecona zmianom ekspres;ji
genow towarzyszacym zespotom mielodysplastycznym powstata na bazie niewiel-
kiej grupy oso6b (57). Przy zastosowaniu macierzy Affymetrix zidentyfikowano ponad
160 gendw o silnie obnizonym poziomie ekspresji w komdrkach CD34+ w przypad-
ku tzw. MDS niskiego ryzyka (ocena wg IPSS, ang. International Prognostic Scoring Sys-
tem, 58). jedna pigtg stanowily geny zaangazowane w procesy wzrostu komérek
i przekazywanie sygnatdw. Pieciokrotnie podwyzszong ekspresje zaobserwowano
m. in. dla gendéw regulujgcych przebieg hematopoezy. Z kolei MDS wysokiego ryzy-
ka mozna bylo odr6zni¢ od MDS niskiego ryzyka na podstawie poziomu ekspres;ji
49 genow, gtéwnie regulatoréw proceséw proliferacji i r6znicowania komorek he-
matopoetycznych. Ostatecznie wyselekcjonowano uniwersalny zestaw, ztozony
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z zaledwie jedenastu genéw, umozliwiajacy rozréznienie pomiedzy dwoma wymie-
nionymi odmianami MDS i zdrowymi komoérkami szpiku.

Na podstawie analizy 21 probek od pacjentéw z MDS na macierzach cDNA wyka-
zano m.in. podwyzszong ekspresje gendw promujgcych proliferacje komoérek, a ob-
nizona ekspresje gendéw antyapoptotycznych (59).

Znaczace zmiany w profilu ekspresji genéw w komdrkach podscieliska szpiku
zaobserwowano takze u dzieci z objawami MDS oraz z ostrg biataczkg szpikowg po-
wstalg na bazie MDS (MDS-AML) (55). Przy uzyciu macierzy cDNA wykazano, ze ze-
spoly mielodysplastyczne u dzieci charakteryzujg sie przede wszystkim obnizong
ekspresjg gendw zwigzanych z przekazywaniem sygnatéw, funkcjonowaniem cy-
toszkieletu i macierzy zewnatrzkomoérkowej oraz transportem. Zestaw genéw bio-
ragcych udziat w procesie endocytozy i sekrecji biatek wykorzystano do rozréznienia
MDS od MDS-AML. Obecnos$¢ w tym zestawie gendw odpowiedzialnych za transport
lekéw i zjawisko opornosci wielolekowej wyjasnia problem niskiej skutecznosci sto-
sowanej dotychczas terapii zespotu mielodysplastycznego.

Zespotom mielodysplastycznym czesto towarzyszy aneuploidia i inne niepra-
widlowosci cytogenetyczne. W jednej z prac poréwnano profile ekspresji genow
w komoérkach CD34+ pobranych od pacjentdéw z dwoma najczestszymi w MDS ane-
Liploidiami: monosomig chromosomu 7 oraz trisomig chromosomu 8 (54). Zidentyfi-
kowano wiele gendéw, ktérych poziom ekspresji byt zmieniony w poréwnaniu ze
zdrowg kontrolg. W przypadku trisomii chromosomu 8 zaobserwowano podwyz-
szong ekspresje przede wszystkim gendw uczestniczacych w odpowiedzi immuno-
logicznej, a obnizong - inhibitoréw apoptozy. Monosomii chromosomu 7 towarzy-
szyla z kolei podwyzszona ekspresja genéw odpowiedzialnych za transfromacje no-
wotworowa i apoptoze. Supresji podlegaly geny kontrolujace wzrost i r6znicowanie
komérek. Wyniki mikromacierzowe potwierdzono metodami PCR w czasie rzeczy-
wistym i cytometrii przeptywowej. Na podstawie odmiennych profili ekspresji ge-
néw w wymienionych typach MDS sugeruje sie, ze w patogeneze MDS u tych grup
pacjentdw zaangazowane sg odrebne mechanizmy.

3.4. Przewlekia biataczka szpikowa

U ponad 95°* chorych z przewleklg biataczkg szpikowg (CML, ang. Chronic Myeloid
Leukemia) stwierdza sie przemieszczenie fragmentu genu ABL z chromosomu 9 do lo-
cus genu BCR na chromosomie 22 (translokacja t(9;22), tzw. chromosom Ph). Obec-
no$¢ tej rearanzacji, wykrywana réwniez w niektérych przypadkach ostrej biataczki
limfoblastycznej, prowadzi do translacji biatek fuzyjnych (BCR-ABL) o réznej wielko-
sci, wykazujgcych konstytutywng aktywnosc¢ kinazy tyrozynowej (3,60,61). W efekcie
obserwuje sie szereg zaburzen funkcjonowania szlakow przekazywania sygnatow,
m.in. indukcje aktywatorow transkrypcji takich jak c-Myb, c-Myc i c-jun, co prowadzi
do niekontrolowanej proliferacji komérek macierzystych Ph(--).
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Na podstawie analizy CML z uzyciem mikromacierzy cDNA wykazano ponad
czterokrotne réznice w poziomie ekspresji blisko trzystu genéw w poréwnaniu ze
zdrowymi komaorkami (60). Wsrdéd gendw rdznicujgcych zidentyfikowano przede
wszystkim geny zwigzane z przekazywaniem sygnatow za posrednictwem kinazy
BCR/ABL, ale takze z regulacja cyklu komérkowego, apoptozg, réznicowaniem, ad-
hezjg komérek do podscietiska szpiku, modyfikacja struktury chromatyny, naprawg
DNA i transformacja nowotworowa. Kierunek zmian ekspresji niektérych genéw byt
jednak sprzeczny z oczekiwaniami. Na przyktad w grupie genéw zwigzanych z apop-
tozg zaledwie dziesie¢ wykazywato zmiane ekspresji w przypadku CML, przy czym
dwa geny o aktywnos$ci proapoptotycznej byly podwyzszone, a wsréd genéw anty-
apoptotycznych cztery byly obnizone i cztery podwyzszone. Tego typu rozbieznosci
czesto sprawiajg trudnosci w interpretacji biologicznej wynikéw uzyskanych meto-
dami genomicznymi.

Na podstawie analizy transkryptomu chorych na CML stwierdzono, ze konse-
kwencjg rozwoju tej choroby jest generalnie obnizona odpornos¢, zaobserwowano
bowiem supresje wielu genéw odpowiedzi na atak patogenéw (60). Wytoniono tak-
ze sygnatury ekspresji gendéw odpowiadajgce dwém stadiom CML - fazie prze-
wlektej (CML-CP, ang. Chronic Phase) oraz tzw. przetomowi blastycznemu (CML-BC,
ang. Blast Crisis), 0o obrazie klinicznym przypominajgcym ostre biataczki. Ponadto
wykazano rozbieznosci w poziomie ekspresji blisko pieciuset genéw pomiedzy ko-
morkami krwi obwodowej i szpiku kostnego pochodzacymi od tych samych pacjen-
tow - komorki krwi prezentowaly bardziej ,agresywny” fenotyp niz ich odpowied-
niki ze szpiku. Cze$¢ sposréd wytonionych genéw réznicujgcych odpowiada za che-
motaksje, oddziatywania miedzykomoérkowe i z macierza zewngtrzkomoérkowa,
a takze odpornosc¢ na stres. Z kolei podwyzszona ekspresja gendéw odpowiedzial-
nych za naprawe uszkodzen DNA w przypadku CML najprawdopodobniej jest przy-
czyna opornosci lekowej (60).

jednym z lekéw stosowanych w leczeniu CML jest imatinib, inhibitor kinaz tyro-
zynowych, w tym wadliwego biatka fuzyjnego BCR-ABL (62,63). jego stosowanie
prowadzi do zahamowania wzrostu i réznicowania nieprawidtowych komoérek
Ph(-f) i w efekcie zaniku charakterystycznych dla CML metafaz Ph(-I-) w badaniu cy-
togenetycznym. jest to tzw. catkowita odpowiedz cytogenetyczna (CCR, ang. Com-
plete Cytogenetic Response), ktdra obserwuje sie u okoto 80% pacjentdw ze Swiezo
zdiagnozowana chorobg w fazie przewlektej (64). W celu poznania mechanizméw
opornosci na imatinib przeprowadzono analizy ekspresji genéw na macierzach oli-
gonukleotydowych Affymetrix (64). Materiat biologiczny pobrano bezposrednio
przed leczeniem, a nastepnie po dziewieciu miesigcach od 0so6b, u ktérych uzyska-
no remisje, a po roku od tych, u ktérych leczenie nie odniosto skutku. Okazato sie,
ze réznice w ekspresji genéw u pacjentdw odmiennie reagujgcych na imatinib sg
niezwykle subtelne. Zidentyfikowano zaledwie pietnascie gendéw rdéznicujgcych,
opartych na tzw. uczacym zestawie probek, jednakze nie udato sie go potwierdzi¢
w odniesieniu do niezaleznego zestawu testowego. Inne metody analizy prowadzity
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raczej do segregacji probek ze wzgledu na pochodzenie (materiat gromadzono
w dwdch réznych klinikach) niz w zwigzku z odpowiedzia na terapie. Zaobserwowa-
no tez réznice pomiedzy metodami przygotowania prébek oraz miedzy komérkami
wyizolowanymi z krwi obwodowej i ze szpiku (64). W dwdch wczesniejszych opra-
cowaniach okreslono wprawdzie sygnatury ekspresji genéw charakteryzujgce pa-
cjentéw odmiennie reagujgcych na terapie CML (65,66), jednakze wyniki te nie po-
krywaly sie ze sobg ani tez z wynikami opisanymi przez Crossman i wsp. (64). Naj-
prawdopodobniej przyczyna tych rozhieznosci byly zbyt mate grupy pacjentéw.

Sukcesem natomiast zakonczyla sie analiza 32 prébek, pobranych przed i po
podaniu leku od chorych na CML (62). Przeprowadzono jg na macierzach cDNA za-
wierajacych 6,5 tys. sond specyficznych dla gendéw zwigzanych z nowotworzeniem.
Wytoniono zestaw 46 gendw o zréznicowanym poziomie ekspresji u oséb odmien-
nie reagujgcych na terapie. Znalazly sie w nim geny zwigzane z adhezjg komorek,
metabolizmem lekéw, geny kodujgce kinazy tyrozynowe i fosfatazy. Sposréd 46 ge-
néw wybrano 6, na podstawie ktérych mozna przewidzie¢ prawdopodobienstwo
uzyskania odpowiedzi cytogenetycznej u chorych na CML ze skutecznoscig S0% (62).

Badania na podobnej grupie pacjentéw (34 osoby), lecz z zastosowaniem chipow
Affymetrix, zaowocowalty opracowaniem liczniejszej sygnatury genowej odpowiedzi
na imatinib (63). Wsréd blisko 130 gendéw tworzgcych sygnature u pacjentéw opor-
nych na terapie zidentyfikowano przede wszystkim geny zwigzane z apoptozg, na-
prawg DNA i ochrong przed stresem oksydacyjnym.

4. Chtoniaki

Chioniaki powstajg poprzez rozrost komorek limfoidalnych, poczatkowo w ob-
rebie weztéw chionnych, a w pdzniejszej fazie w innych narzagdach - watrobie, $le-
dzionie, ptucach, szpiku kostnym. Chtoniaki ztosliwe dzieli sie na dwie duze grupy;
chtoniaki ziarnicze reprezentowane gtéwnie przez ziarnice zlo$liwg (chtoniak
Hodgkina) i chtoniaki nieziarnicze (ang. non-Hodgin lymphomas). Wsréd chtoniakéw
nieziarniczych zdecydowana wiekszos¢ to chtoniaki B-komérkowe, do ktérych na-
lezg m. in. chtoniak grudkowy, chioniak z komorek ptaszcza, chtoniak rozlany ol-
brzymiokomérkowy, szpiczak mnogi, a takze przewlekta biataczka limfocytowa
(21,67).

4.1. Ziarnica ztosliwa
Ziarnica zlosliwa (choroba Hodgkina, ang. Hodgkin's lymphoma) to nowotwor
0 wyjatkowo korzystnym rokowaniu. Moze dlatego prac mikromacierzowych,

w ktdrych opisuje sie ten rodzaj chtoniaka jest stosunkowo niewiele, a wigkszo$¢
z nich powstata na podstawie macierzy tkankowych. Obecnie ponad 90% chorych
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udaje sie wyleczy¢ stosujac chemio- i/lub radioterapie (68). Ze wzgledu na niewielki
odsetek niepowodzen przedmiotem badan genomicznych w tej dziedzinie jest gtow-
nie poszukiwanie przyczyn opornosci na terapie i testowanie nowych cytostatykow
(68-71). W liniach komérkowych wywodzacych sie z ziarnicy ztosliwej zaobserwo-
wano zaburzenia w ekspresji gendw regulujacych apoptoze i cykl komoérkowy,
m. in. wysoki poziom ekspres;ji cykliny D2 (69,70). Komorki podatne na leczenie ce-
chowaly sie ekspresjg gendéw kodujgcych markery komorek B, interleukine 1L26 oraz
obnizong ekspresjg genu cFLIP, inhibitora kaspazy 8 (70,71). W liniach opornych na
leki cytotoksyczne zidentyfikowano wysoka ekspresje gendw receptoréw cytokin
(IL5RA, 1L13RA1), antygenoéw powierzchniowych (CD40, CD80), biatek odpowiedzial-
nych za lekoopornos¢ i antygenu nowotworowego FRAME (68). Wykazano, ze kla-
syczny chtoniak Hodgkina rézni sie pod wzgledem ekspresji genéw od chtoniaka
typu TCRBCL (ang. T-Cell Rich B-Cell Lymphoma) (Tl). Podjeto takze prdby okreslenia
poziomu ekspresji gendw w wyizolowanych z tego chioniaka komérkach Reed-
-Sternberga (72,73). W jednej z prac wykazano, ze te subpopulacje komoérek charak-
teryzuje odrebny profil ekspresji genéw, gtéwnie z grupy czynnikéw transkrypcyj-
nych (73), w innej stwierdzono podobienstwo do profilu ekspresji genéw w osrod-
kach rozmnazania komdrek B z zaburzong zdolnoscig do apoptozy (72). Podejrzewa
sie, ze podobnie jak w komérkach B, z ktdrych wywodzi sie chtoniak Hodgkina, za-
hamowanie apoptozy nastepuje w wyniku uposledzenia procesu przekazywania sy-
gnatéw przez CD40 i aktywacji czynnika transkrypcyjnego NFkB (69,72).

4.2. Przewlekia biataczka limfocytowa

Przewlekta biataczka limfocytowa (CLL, ang. Chronic Lymphocytic Leukemia), cha-
rakteryzujgca sie ekspansja monoklonalnych limfocytéw B, jest najczestsza biatacz-
ka wsrdd mieszkancow zachodniej potkuli. Chorobie tej czesto towarzyszg mutacje
somatyczne w regionach zmiennych gendéw kodujgcych immunoglobuliny (IgV)
(74,75). W wyniku przeprowadzonych badan mikromacierzowych dowiedziono, ze
w przypadku tej biataczki istotne zmiany w poziomie ekspresji dotycza niewielkiej
liczby gendw.

Na podstawie analizy poréwnawczej komoérek nowotworowych typowych dla
CLL i szpiczaka plazmocytowego (MM) na macierzach oligonukleotydowych Affyme-
trix wykazano, ze te dwie klasy nowotworowo zmienionych dojrzatych limfocytéw B
majg odrebne profile ekspresji genéw (76). Zidentyfikowano 25 gendéw rdznicu-
jacych CLL od MM, w tym m. in. geny zwigzane z apoptozg i geny kodujgce biatka
receptorowe. Informacja na temat poziomu ekspresji zaledwie dziesieciu genow
okazala sie wystarczajgca do odréznienia komoérek nowotworowych od zdrowych
limfocytow i innych komorek szpiku. Stwierdzono réwniez, ze obecnos¢ w bionie
komérkowej antygenu powierzchniowego CD38 wigze sie z gorszym rokowaniem,
zaréwno w przypadku CLL jak i szpiczaka.
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W dwoch niezaleznych badaniach mikromacierzowych prébowano odrézni¢ od
siebie dwie podgrupy CLL: M-CLL (z mutacjg) i UM-CLL (bez mutacji). Zadanie oka-
zalo sie trudne - poczatkowo mozliwe byto jedynie odréznienie komoérek CLL od
prawidtowe] populacji limfocytéw i innych nowotworowych komorek linii limfoidal-
nej (3). Dopiero drastyczne ograniczenie liczby potencjalnych gendéw réznicujacych
do trzech pozwolito na skuteczng w 100% separacje podgrup M-CLL i UM-CLL. Naj-
lepszym markerem okazat sie gen ZAP-70, ktdrego poziom ekspresji nie tylko po-
zwalat na odréznienie zmutowanych komoérek B od niezmutowanych, ale takze -
w sposob catkowicie niezalezny - na przewidywanie dalszego przebiegu choroby
(3,74). Wykazano ponadto, ze ekspresje genu ZAP-70 mozna z powodzeniem badac
bezposrednio we krwi obwodowej, bez potrzeby izolacji limfocytéw B. Identyfika-
cja idealnego, pojedynczego markera molekularnego pozwolita w tym przypadku
zastgpi¢ kosztowne i skomplikowane narzedzie, jakim sg mikromacierze, prostszy-
mi i tanszymi metodami, takimi jak ilosciowy PCR i cytometria przeptywowa (75).

4.3. Chtoniak rozlany z limfocytéw B

Chioniak rozlany z limfocytéw B (chtoniak rozlany olbrzymiokomérkowy, DLBCL,
ang. Dijfuse Large B-Cell Lymphoma,) to najpowszechniejsza odmiana chtoniaka nie-
ziarniczego (3). W wyniku analizy przebiegu klinicznego tej choroby u pacjentéw
zdiagnozowanych na podstawie klasyfikacji REAL (ang. Revised European-American
Lymphoma Classification) wykazano istnienie indywidualnych réznic warunkujgacych
odpowiedz na terapie. W czesci przypadkéw uzyskuje sie trwatg remisje hematolo-
giczna, w niektérych stwierdza sie opornos¢ na leczenie, ajeszcze w innych szybka
wznowe po zaprzestaniu terapii. W badaniach ekspresji genéw z zastosowaniem
Lymphochipa potwierdzono istnienie co najmniej trzech podgrup chioniaka, réz-
nigcych sie pochodzeniem komorek, stopniem ich zr6znicowania, a takze indeksem
proliferacyjnym (16). Zréznicowanej ekspresji w DLBCL ulegaly gtdbwnie geny na-
lezace do tzw. sygnatury proliferacji, sygnatury komoérek T i sygnatury r6znicowania
komodrek B (3,16). Wyrazny podziat DLBCL na dwie grupy - chioniak olbrzymioko-
morkowy komorek centréw rozmnazania (GC-DLBCL) i chtoniak olbrzymiokomaorko-
wy komorek aktywowanych (A-DLBCL) - uzyskano gdy do grupowania probek uzy-
to jedynie gendéw z sygnatury zarodkowych komorek B. Wsrod gendw wyréz-
niajgcych GC-DLBCL znalazty sie m.in. te kodujgce antygeny powierzchniowe, czyn-
niki transkrypcyjne, enzym naprawczy DNA oraz biatka z rodziny BCL (w tym BCL-6
- znany marker komérek zarodkowych). Niektore z nich czesto podlegajg translo-
kacjom w DLCBL i innych nowotworach linii limfoidalnej. Sygnatura A-DLCBL zawie-
rata inne geny ulegajace translokacjom w komdrkach nowotworowych oraz geny
kodujace biatka o aktywnosci antyapoptotycznej, takie jak FLIP i BCL-2.

Klasyfikacje DLBCL na dwie wymienione podgrupy mozna bylo skorelowac ze
zréznicowang odpowiedzig na terapie. Podtyp GC-DLCBL odznaczat sie korzystniej-
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szym rokowaniem (16,77). Na podstawie analizy czasu przezycia chorych z DLBCL
przeprowadzonej z udzialem wiekszej grupy pacjentéw (240 os6b) mozna byto
stworzy¢ klasyfikator dzielgcy pacjentéw na trzy podgrupy (74). Analiza ekspresji
genéw pozwolita takze na identyfikacje profilu ekspresji specyficznego dla PMBL
(ang. Primary Mediastinal B-Cell Lymphoma), odmiany DLBCL, ktérej nie udawato sie
wyréozni¢ na tle innych typow tego chioniaka za pomoca rutynowych testéw mole-
kularnych. W przeprowadzonych badaniach mikromacierzowych wykazano jedno-
czesnie wiele cech wspolnych PMBL z chioniakiem Hodgkina.

4.4. Chioniak z komorek plaszcza

Chioniak z komorek plaszcza (MCL, ang. Mantle Cell Lymphoma) to nowotwor
o niskiej ztosliwosci ,histologicznej”, progresywnym przebiegu choroby i malej
wrazliwosci na dotychczas stosowane metody leczenia. Sredni czas zycia chorych
nie przekracza 3 lat (3). jedng z gtéwnych przyczyn rozwoju choroby jest transloka-
cja t(ll;14), prowadzaca do nadmiernej ekspresji genu cykliny DI i w konsekwencji
zaburzenn cyklu komoérkowego. Zastosowanie mikromacierzy do badania MCL
oprécz podwyzszonej ekspresji genu cykliny DI wykazato zaburzenia w ekspres;ji
gendéw zwigzanych z apoptozg, migracja limfocytéw, réznicowaniem i wzrostem ko-
morek (78-80). Okreslono rézne sygnatury genowe 0 znaczeniu rokowniczym (81,82),
przy czym jedna z nich skiladata sie w duzej mierze z genéw zwigzanych z procesem
proliferacji (81). Wytoniono takze grupe pacjentow z MCL rozpoznanym na podsta-
wie wyniku badania histologicznego i badarn cytometrycznych, ale nie wykazujgcych
podwyzszonej ekspresji cykliny DI. U jednej trzeciej tych pacjentéw wykryto dele-
cje w genie ATM (ang. Ataxia Telangiectasia Mutated Gene), kodujagcym kinaze regu-
lujaca cykl komorkowy, wzrost i podziat komérek oraz proces naprawy DNA. W ba-
daniach DNA genomowego na mikromacierzach SNP wykazano, ze w grupie 120
chorych na chloniaki czesto$¢ wystepowania mutacji w obrebie sekwencji genu ATM
jest najwyzsza wlasnie w chtoniaku z komorek ptaszcza (83).

4.5. Szpiczak mnogi (plazmocytowy)

Szpiczak mnogi (MM, ang. Multiple Myeloma) cechuje sie ekspansjg nowotworo-
wych komoérek plazmatycznych, wydzielajgcych w wigkszosci przypadkéw monoklo-
nalne immunoglobuliny, utrudniajac rozwéj prawidtowych przeciwciat i funkcjono-
wanie uktadu immunologicznego. Sredni czas zycia chorych wynosi 3 lata (3).
W pierwszej pracy opartej na wynikach badan mikromacierzowch szpiczaka mno-
giego wykazano, ze na podstawie profilu ekspresji genéw mozna nie tylko rozréz-
ni¢ komoérki MM od prawidtowych komérek plazmatycznych, ale takze wyréznié
cztery podgrupy tej choroby (84). Zaobserwowano korelacje pomiedzy profilem eks-

38 PRACE PRZEGLADOWE



Choroby rozrostowe krwi - analiza transkryptomu z zastosowaniem mikromaderzy DNA

presji gendw a obecnoscig w komorkach szpiczaka okreslonych translokacji (w tym
w genach immunoglobulin) oraz pochodzeniem transformowanych komoérek pla-
zmatycznych (komérki B migdatka, komorki plazmatyczne migdatka, komérki pla-
zmatyczne szpiku kostnego) (84-86).

Stwierdzono, ze dwa geny kodujgce biatka enzymatyczne, ABL (ang. Abelson Mu-
rine Leukemia) i p-syntaze cystationiny (CBS), zidentyfikowane za pomocg mikroma-
cierzy jako ulegajace podwyzszonej ekspresji w komorkach szpiczaka, moga stac sie
potencjalnymi celami terapeutycznymi (87). Znaczgco podwyzszony poziom ekspre-
sji genu DKKI, kodujgcego biatko sekrecyjne, zaobserwowano u chorych na MM ze
zmianami patologicznymi w osteoblastach (88). Poréwnanie szpiczaka plazmocyto-
wego z CLL wykazato, ze unikatowag cechg komérek MM jest rowniez wysoka eks-
presja genu CD38 (76). Natomiast wysoki poziom P-2-mikroglobuliny w szpiczaku
mnogim jest niekorzystnym czynnikiem rokowniczym (76).

5. Podsumowanie

Z opracowania tego wynika, ze mikromacierze znajdujg coraz szersze zastoso-
wanie w badaniach choréb rozrostowych krwi. Decyduje o tym z jednej strony po-
wszechnos$¢ zachorowan na ten rodzaj nowotworéw, z drugiej - tatwa dostepnosé
materialu do badan (czesto wystarczy probka krwi). Wyniki badan genomicznych
umozliwity wglad w patogeneze choréb uktadu krwiotwdrczego, reklasyfikacje ty-
pow cytogenetycznych, odkrycie nowych podklas molekularnych, precyzyjne prze-
widywanie rokowania i Sledzenie postepow leczenia. Wbrew powszechnej euforii
trzeba zda¢ sobie sprawe, ze nie zawsze korzysci wynikajace z przeprowadzenia
eksperymentu mikromacierzowego sg wieksze niz przy stosowaniu klasycznych me-
tod diagnostycznych. Zazwyczaj skutecznos¢ opracowanych klasyfikatorow jest wy-
soka w odniesieniu do podgrup o okreslonej aberracji cytogenetycznej, ktérg tatwo
mozna wykry¢ prostszymi metodami.

Nalezy réwniez pamietaé, ze badania mikromacierzowe niosg z soba pewne
ograniczenia. Najwiekszym z nich jest liczebnos¢ prébek - z punktu widzenia sta-
tystyki idealng sytuacja bytoby posiadanie zbioru tak licznego jak liczba genéw, kto-
rych ekspresje bada sie z uzyciem mikromacierzy, a jest to zadanie praktycznie nie-
osiggalne (32). Nie zawsze tez wyniki publikacji opracowanych przez rézne labora-
toria, nawet na stosunkowo duzych grupach chorych, pokrywajg sie ze sobg. Wy-
chodzac naprzeciw temu problemowi powotano miedzynarodowy program standa-
ryzacji badan profilu ekspresji genéw w diagnostyce biataczek, tzw. MILE (ang.
Microorray Innovations in Leukemia) (89). Pierwsze, obiecujgce, wyniki fazy wstepnej
opublikowano w czerwcu 2008 r. W programie wzieto udziat 11 réznych laborato-
riow, ktére wyposazono w identyczny sprzet, odczynniki i materiat biologiczny
(dwie linie komdrkowe i trzy preparaty pochodzace od pacjentéw; CML, CLL i AML
M2). Nad przebiegiem eksperymentéw mikromacierzowych w kazdym laboratorium
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czuwat specjalnie przeszkolony technik. Stosujgc te same metody analizy statystycz-
nej uzyskano bardzo powtarzalne rezultaty. Wydaje sie zatem, ze mikromacierze
DNA bedg nadal szeroko wykorzystywane w badaniach choréb rozrostowych krwi,
a by¢ moze juz niedlugo znajdg takze zastosowanie w praktyce kliniczne;.

Opracowanie powstato w ramach realizacji projektu badawczego finansowanego przez Minister-
stwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego: numer PBZ-MNil-2/1/2005.
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