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INDEKS STOSOWANYCH SKROTOW

A adenina

add addycja

AML ostra bialaczka szpikowa, ang. Acute Myeloid Leukemia

ASXL1 gen nalezacy do rodziny genow ASXL, ang. Additional sex combs like 1

ATP adenozyno- 5'-fosforan

ATP trifosforan adeniny

biot znakowanie biotyna

BRAF gen nalezacy do rodziny kinaz RAF, ang. B-Raf protooncogene

C cytozyna

CBL protoonkogen kodujacy domeng E3 ligazy ubikwityny,

CCSS Kompleksowy System Punktacji Cytogenetycznej, ang. Comprehensive Cytogenetic
Scoring System

ccus klonalna cytopenia o nieokreslonym pochodzeniu, ang. clonal cytopenia of
undetermined significance

CFU-Baso komorki macierzyste prekursorow bazofili, ang. colony forming unit
- granulocyte/macrophage

CFU-Eos komorki macierzyste prekursorow eozynofilii, ang. colony forming unit
- granulocyte/macrophage

CFU-GEMM mielomonocytowa komorka wspdlna pnia

CFU-GM komorki macierzyste prekursorow granulocytow/makrofagow, ang. colony forming unit
- granulocyte/macrophage

CFU-GM) komorki macierzystej prekursorow monocytow i makrofagow, ang. colony forming unit
- granulocyte/macrophage

CFU-M komorki macierzyste prekursorow makrofagdéw, ang. colony - forming units
macrophages

CHIP klonalna hematopoeza o nicokre§lonym potencjale, ang. clonal hematopoiesis of
undetermined potential

cosmic Katalog Mutacji Somatycznych w Nowotworach, ang. Catalogue of Somatic Mutations
in Cancer

CSF-1 czynnik wzrostu pierwszy, ang. colony - stimulating factor - 1

CSF-G czynnik wzrostu komorek prekursorowych granulocytow, ang. colony - stimulating
factor - granulocyte

CSF-GM czynnik wzrostu granulocytow i makrofagéw, ang. colony - stimulating factor
- granulocyte/macrophage

CSNK1A1 gen kodujacy kinaze alfa, ang. Casein Kinase 1 Alpha 1

cTP trifosforan cytozyny

CcUx1 gen kodujacy biatko CUX, ang. Cut Like Homeobox 1

del delecja

der chromosom pochodny, ang. derivated

DNA kwas deoksyrybonukleinowy, ang. deoxyribonucleic acid

DNMT3A gen nalezacy do rodziny modyfikatorow epigenetycznych, ang. DNA Methyltransferase
3 Alpha

EGRI supresor nowotworowy, wptywajacy na podziaty komdrkowe i apoptoze, ang. Early
Growth Response 1

ETV6 gen z rodziny czynnikoéw transkrypeyjnych ETS, ang. ETS Variant Transcription Factor
6

EZH2 gen kodujacy metylotransferaze, ang. Enhancer Of Zeste 2 Polycomb Repressive
Complex 2 Subunit

F starter jednej z nici DNA, ang. forward

FATHMM model predykcyjny, ang. Functional Analysis through Hidden Markov Models

G guanina

GATA2 gen z rodziny czynnikow transkrypcyjnych, ang. GATA-BINDING PROTEIN 2

G-CSF czynnik wzrostu granulocytow, ang. granulocyte colony stimulating factor




GM-CSF czynnik wzrostu komorek prekursorowych granulocytow i monocytow

GTG metoda barwienia preparatow z wykorzystaniem barwnika Giemzy

GTP trifosforan guaniny

HGVS Miegdzynarodowy System Nomenklatury Wariantow Genetycznych, ang. Human
Genome Variation Society

HSC hematopoetyczne komorki macierzyste, ang. hematopoietic stem cell

ICUS idiopatyczna cytopenia o nieokreslonym pochodzeniu, ang. idiopathic cytopenia of
undetermined significance

IDH1/2 geny kodujace dehydrogenazg izocytyrynianowa, ang. Isocitrate dehydrogenase 1 and 2

IDUS idiopatyczna dysplazja o nieokreslonym znaczeniu, ang. Idiopathic dysplasia of
undetermined significance

iny inwersja

IPSS Miegdzynarodowy System Prognostyczny, ang. Internatonal Prognostic Scoring System

IPSS-R, Zrewidowany Miedzynarodowy System Prognostyczny, ang. Revised Internatonal
Prognostic Scoring System

ISCN Miegdzynarodowy System Nomenklatury Cytogenetycznej, ang. An International System
For Human Cytogenetic Nomenclature

JAK2 gen z rodziny kinaz tyrozynowych, ang. Janus kinase 2

KKC? Koncentrat krwinek czerwonych

MDS Zespol mielodysplastyczny, ang. myelodysplastic syndrome

MEP progenitorowe komorki linii erytroidalnej, ang. megakaryocyte-erythroid progenitor cell

MLL3 gen metylotransferazy histonowej H3K4, ang. lysine methyltransferase 2C

NGS, Sekwencjonowanie nastepnej generacji, ang. Next Genetarion Sequencing

NRAS gen z rodziny kodujacych GTPazy o niskiej masie czasteczkowej, ang. retrowirus
- associated DNA sequences

PALG Polska Grupa ds. Leczenia Biataczek u Dorostych, ang. Polish Adult Leukemia Group

PCR Reakcja tancuchowa polimerazy, ang. polymerase chain reaction

PTPNI11 gen kodujacy bialka fosfatazy tyrozynowej 11, ang. protein tyrosine phosphatase,
non receptor type 11

24 Par zasad

R Starter jednej z nici DNA, ang. reverse

RNA Kwas rybonukleinowy

RPS14 gen kodujacy rybosomalng podjednostke 40S, ang. Ribosomal Protein S14

RUNX1 RUNX, ang. runt - related transcription factor 1

S starter sekwencyjny

secAML Wtorna ostra biataczka szpikowa, ang. secondary acute myeloid leukemia

SF3B1 gen kodujacy podjednostke 1 kompleksu bialkowego czynnika splicingowego 3b,
ang. Splicing factor 3b subunit 1

SRSF2 gen kodujacy bialka splicingowe, ang. Serine And Arginine Rich Splicing Factor 2

t translokacja

T tymina

TET2 gen z rodziny katalizujacych modyfikacj¢ DNA, ang. Tet Methylcytosine Dioxygenase 2

TGFBI gen kodujacy cytoking TGFB, ang. Transforming Growth Factor Beta 1

TP53 gen supresorowy, ang. tumor protein 53

TP trifosforan tyminy

U2AF1 gen kodujacy biatko uczestniczace w spilicingu mRNA, ang. U2 Small Nuclear RNA
Auxiliary Factor 1

VAF czestos¢ wystepowania allelu, ang. variant allel frequency

WBC biate krwinki, ang. white blood cells




L. Wstep
1. Hematopoeza

Hematopoeza czyli krwiotworzenie to zlozony proces prowadzacy do powstania
wszystkich elementow morfotycznych krwi oraz do utrzymania homeostazy ustroju,
rozpoczynajacy si¢ w zyciu ptodowym w pecherzyku zottkowym [1]. Z czasem funkcje
krwiotworcze przejmuje watroba i $ledziona, a nastgpnie szpik kostny. W wieku
dziecigcym krwiotworzenie zachodzi we wszystkich kosciach, ktore zawierajg szpik
czerwony. W dorostym zyciu, gdy cze$¢ szpiku czerwonego zostaje zastgpiona
nieaktywnym szpikiem zottym, proces ten przebiega w kregach, Zzebrach, mostku,
kos$ciach ptaskich i dhugich [1,2].

Podstawg trwatosci krwiotworzenia sg hematopoetyczne komorki macierzyste
(HSC, hematopoietic stem cell), ktore maja zdolno$¢ do samoodnawiania, réznicowania
1 dojrzewania. Dzigki mozliwos$ci samoodnowy powstaja identyczne komorki potomne
dajace poczatek poszczegdlnym liniom: mieloidalnej oraz limfoidalnej. Natomiast fakt,
ze mogg one si¢ dzieli¢ w roznych mechanizmach pozwala na jednoczesne wytwarzanie
komorek potomnych zachowujacych cechy komorki macierzystej oraz komorek
progenitorowych podlegajacych dojrzewaniu i r6znicowaniu. Taki sposdéb powstawania
komorek sprawia, ze system pozostaje stabilny poprzez zachowanie statej liczby komorek
macierzystych i wystarczajacej ilosci dojrzatych komorek morfotycznych krwi [1,2].
Zjawisko hematopoezy pozwala réwniez na lepsze zrozumienie procesOw zachodzacych
w przypadku choréb zwigzanych z nieprawidlowos$ciami w réznicowaniu komorek
z poszczegblnych linii krwiotwodrczych, natomiast same hematopoetyczne komorki
macierzyste stanowig model pomagajacy w poznaniu poszczegdlnych funkcji komorek
1 ich roli w procesach starzenia organizmu oraz onkogenezy [2].

Proces powstawania dojrzalych komodrek morfotycznych krwi obwodowej odbywa si¢
w szpiku kostnym i mozna go podzieli¢ na dwa typy:

- mielopoeza, do ktorej =zaliczamy procesy erytropoezy, granulocytopoezy,
monocytopoezy 1 megakariopoezy,

- limfopoeza prowadzaca do wytworzenia limfocytoéw [1].



1.1 Erytropoeza

Proces erytropoezy inicjuje powstanie progenitorowych komorek tej linii okreslanych
jako MEP (megakaryocyte-erythroid progenitor cell). Stymulowany jest on poprzez
dziatanie okre$lonych czynnikdéw, do ktoérych zaliczy¢ mozemy: czynnik wzrostu
komorek prekursorowych granulocytow i monocytow (GM-CSF), erytropoetyng czy
interleukiny (IL): IL-3, 119, IL-11 [1,4]. Dzicki temu w kolejnych etapach

z progenitorow powstaja odpowiednio [1]:

I. proerytroblast

II. erytroblast zasadochtonny (posiada wtasciwosci proliferacyjne, retikulum
endoplazmatyczne oraz duza ilosci kwasu rybonukleinowego, zachodzi w nim
ekspresja genow zwigzanych z synteza tancuchow polipeptydowych globiny),

III. erytroblast polichromatofilny,

IV. erytroblast kwasochtonny (traci jadro komorkowe, ktore fagocytowane jest przez
komorki siateczki endoplazmatycznej, w momencie przedostawania si¢ komoérek
przez miazsz szpiku do zatok szpikowych),

V. retikulocyt (stanowiacy pule rezerwy szpikowe;),

VL erytrocyt.

W czasie trwania calego procesu erytropoezy zmianie ulega wielko$¢ komorek
iich struktura, zageszcza si¢ 1zmniejsza jadro komorkowe, przy jednoczesnie
zachowanych podziatach komérkowych. Stopniowy zanik jadra komoérkowego nastgpuje
w momencie  zgromadzenia  w komorkach  erytroblastow — wigcej  niz 20%

hemoglobiny [3,4].

1.2 Granulocytopoeza

Granulocytopoeza szpiku kostnego, ktora prowadzi do powstania granulocytow
zasadochtonnych (bazofili), kwasochtonnych (eozynofili) oraz obojetnochlonnych
(neutrofili) inicjowana jest poprzez powstanie mielomonocytowej komorki wspdlnej pnia
(CFU-GEMM), ktora w kolejnym etapie roznicowania tworzy odpowiednio komorki
macierzyste CFU-GM (colony forming unit - granulocyte/macrophage), a nast¢pnie

roznicuje si¢ do neutrofilow, eozynofilow (CFU-Eos) oraz bazofiléw (CFU-Baso) [2].



Stadiami posrednimi dla linii granulocytarnej sg [1,3,4]:

I. mieloblast,

II. promielocyt i mielocyt, ktore maja zdolnos¢ do podzialdéw mitotycznych oraz
réznicowania si¢ do form bardziej dojrzatych,

III. metamielocyt,

IV. granulocyt pateczkowaty,

V. granulocyt segmentowany (obojetnochtonny, zasadochtonny lub kwasochtonny
stanowigce jednoczes$nie pule komoérek dojrzewajacych irezerwowych szpiku

kostnego).

Dojrzate granulocyty wykazuja na swojej powierzchni ekspresje czasteczek
adhezji komorkowej, ktéra pozwala na przyleganie do $rodbtonka i zapobiega migracji
komorek do tkanek obwodowych. Procesy podzialéw i dojrzewania poszczegdlnych linii
granulocytarnych zalezne sg od obecno$ci substancji takich jak: czynnik wzrostu
komorek prekursorowych granulocytow (CSF-G, colony-stimulating
factor-granulocyte), czynnik wzrostu pierwszy (CSF-1, colony - stimulating factor-1),
czynnik  wzrostu  granulocytow i makrofagow (CSF-GM, colony-stimulating
factor-granulocyte/macrophage). Caly proces stymulowany jest poprzez oddziatywanie

interleukin (IL): IL-1, IL-3, IL-6 [3,4].
1.3 Monocytopoeza

Monocyty powstaja podobnie jak granulocyty ze wspdlnej komorki macierzystej
CFU-GM (colony forming unit — granulocyte/macrophage), ktora daje poczatek zar6wno
komoérkom prekursorowym monocytow jak i makrofagow CFU-M (colony-forming units
macrophages). Ich proliferacja prowadzaca przebiega poprzez nastepujace stadia

komorkowe [1]:

I. monoblast,
II. promonocyt,
III. monocyt,

IV. makrofag.

Stymulatorami tego procesu s3: czynnik wzrostu granulocytow i makrofagow
(CSF-GM, colony-stimulating factor-granulocyte/macrophage) dziatajacy wspolnie
z czynnikiem  wzrostu  pierwszym  (CSF-1,  colony-stimulating  factor-1)
oraz interleuking 6 (IL-6) [3,4]. Specyficzng wlasciwoscig monocytow jest mozliwosé
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przemieszczania si¢ do tkanek przy udziale adhezyjnych komorek naczyniowych
(VCAM-1) 1ikomorek adhezyjnych $rodbtonkowych leukocytarnych (ELAM-1).
Ich ekspresja zachodzi w momencie pojawienia si¢ ogniska zapalnego [4].
Przemieszczenie si¢ monocytow do tkanki aktywuje ich transformacje do makrofagow

petnigcych funkcje Zerne.

1.4 Megakariopoeza

Megakariopoeza czyli proces tworzenia trombocytow (ptytek krwi) inicjuje
pojawienie  si¢ komorki macierzystey CFU-GM  (colony forming  unit—
granulocyte/macrophage), ktora  dzielac si¢  tworzy  komorki MEP
(megakaryocyte-erythroid progenitor cell). Powstanie ptytek krwi poprzez ich odlaczenie
si¢ od cytoplazmy megakariocytow poprzedzone jest powstaniem nastepujacych

komorek [1,2]:

I. megakarioblast,
II. promegakariocyt,
III. megakariocyt,
IV. ptytka krwi.

Procesy megakariopoezy stymulowane sg gldwnie poprzez trombopoetyne (TPO) [1,2].

1.5 Limfocytopoeza

Limfocyty stanowia grup¢ komorek uktadu hematopoetycznego o wtasciwos$ciach
odpornosciowych. Roéznicujg si¢ wtrzy grupy limfocytow: B (szpikozalezne, bone
marrow dependent), T (grasiczozalezne, thymus dependent) oraz NK (natural killers
cells) [3]. Kazda znich powstaje z limfoidalnej komorki progenitorowej, ktora daje
poczatek komorkom progenitorowych odpowiednio zlinii B oraz T/NK. Proces
limfocytopoezy zachodzi w tkankach limfatycznych centralnych (gtownie szpik kostny),
a nastgpnie powstate komorki wtérnie zasiedlajg tkanki obwodowe o wiasciwosciach
limfopoetycznych takie jak: wezty chlonne, migdalki czy §ledziona [1,5].

W procesy proliferacji i roznicowania limfocytow B z multipotencjalnej komorki
pnia szpiku, poprzez komorke pnia ukierunkowang, komodrke limfoidalng
B progenitorowg do limfocytu B zaangazowane sg czgsteczki rdznicujace takie jak:
CD10, CD34, aniekiedy réwniez CD19, CD22, CD38, CD40 [3.,4] oraz interleukiny:
IL2, IL4, IL7 oraz IL15 [5].
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1.6 Badania laboratoryjne w hematologii

Podstawowym badaniem w hematologii jest morfologia krwi obwodowe;].
Analizowane w niej parametry takie jak liczba erytrocytéw, krwinek biatych, st¢zenie
hemoglobiny czy liczba ptytek krwi pozwala na wstgpng oceng¢ stanu pacjenta [6].
Odchylenia w poszczegolnych parametrach morfologii moga sktoni¢ do poszerzenia
diagnostyki o badania szpiku kostnego, takie jak:

e biopsja aspiracyjna umozliwiajagca pozyskanie materialu do badania
cytologicznego, dzigki ktéremu mozna oceni¢ komorkowos¢ szpiku, odsetek
komorek z poszczegdlnych linii oraz poszerzy¢ diagnostyke o barwienia
roéznicujace [4,6],

e trepanobiopsja dla potrzeb badania histologicznego, gdzie oprocz komérkowosci

szpiku mozna oceni¢ jego architekturg oraz struktury kostne [4, 6].

Ideg badan szpiku kostnego jest przede wszystkich ocena odsetka poszczegolnych
komorek szpiku i stworzenie mielogramu na postawie minimum 500 analizowanych
1 liczonych komorek [6]. W ponizszej Tabeli nr 1 przestawiono prawidtowy mielogram

szpiku kostnego [4,6].

Tab. 1. Prawidlowy mielogram szpiku kostnego [4,6].

Odsetek poszczegolnych linii

Linia komérkowa/rodzaj komoérki komérkowych/komérek (%)

linia erytropoetyczna 10-40%
proerytroblasty 0-1,5%
erytroblasty bazofilne 0,2-8%
erytroblasty polichromatofilne 5-15%
erytroblasty eozynofilne (ortochromatofilne) 5-15%
linia mielopoetyczna 40-70%
mieloblasty 0-3%
promielocyty 0-5%
mielocyty obojetnochtonne 5-20%
mielocyty eozynofilne 0,2-3%
mielocyty bazofilne 0-1,0%
metamielocyty oboj¢tnochtonne 8-20%
metamielocyty eozynofilne 0-2%
metamielocyty bazofilne 0-1%
pateczkowate 10-20%
granulocyty segmentowane obojetnochtonne (neutrofile) 10-30%
granulocyty segmentowane eozynofilne (eozynofile) 0,5-3%
granulocyty segmentowane bazofilne (bazofile) 0-0,5%
linia limfopoetyczna 8-20%
limfocyty 3-18%
plazmocyty 0,5-4%
komorki limfoidalne 0-3%
monocyty 0,5-3%
makrofagi 0,1-2%
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Odsetek poszczegolnych linii

Linia komérkowa/rodzaj komoérki komérkowych/komoérek (%)

linia megakariopoetyczna (megakariocyty) 0,1-0,5%

stosunek M:E 2,5-4:1

Ocena mielogramu, stanowi podstawe badania szpiku kostnego i w wigkszosci chorob

hematologicznych pozwala na postawienie wstepnej diagnozy.

2. Zespoty mielodysplastyczne
2.1 Definicja zespotu mielodysplastycznego

Zespoty mielodysplastyczne (MDS, ang. myelodysplastic syndrome) sa bardzo
heterogenng grupa nabytych chordb uktadu krwiotworczego o charakterze klonalnym
1 nowotworowym [7]. Klon komoérek nowotworowych wywodzi si¢ w wielopotencjalne;j
komorki macierzystej, ktora charakteryzuje si¢ nieprawidtowosciami w dojrzewaniu,
réznicowaniu oraz apoptozie [7]. Nieefektywna hematopoeza prowadzi do
nieprawidlowosci  w funkcjonowaniu komorek szpiku kostnego pod postacig
niedokrwisto$ci, neutropenii oraz trombocytopenii o ré6znym nasileniu [6, 7].
Wspomniane nieprawidlowosci dotyczace rdéznicowania poszczegdlnych komorek
zréoznych  linii  krwiotworczych — sprawiaja, ze  w przypadku  zespolow
mielodysplastycznych mamy do czynienia z bogatokomorkowym szpikiem kostnym
1 jednoczesng cytopenig krwi obwodowej wyrazong w bardzo zrdznicowanej formie [7].

U okoto 30% pacjentéw z rozpoznaniem zespotu mielodysplastycznego nastepuje
progresja do ostrej biataczki szpikowej (AML, acute myeloid leukemia; wtérna AML

secondary acute myeloid leukemia) [8].

2.2 Epidemiologia

Wedtug rejestru Polskiej Grupy ds. Leczenia Biataczek u Dorostych (PALG, ang.
Polish Adult Leukemia Group) zapadalno$¢, czyli liczba nowo rejestrowanych
przypadkéw, na zespoty mielodysplastyczne wynosi w Polsce 3.8 na 100 tysigcy
mieszkancow. Natomiast chorobowos$¢ czyli liczba 0séb chorych w danym momencie na
MDS (rozpoznanych 1juz chorujacych) zgodnie z danymi zbieranymi w latach
2009-2015 wynosi 11.5 na 100 tysigcy mieszkancow. Zardwno zapadalnos¢, jak
i chorobowos¢ zwigkszaja si¢ z wiekiem. Ponadto czgSciej na  zespoty
mielodysplastyczne zapadaja mezczyzni (2,35 versus 1,47 na 100 000 oso6b) natomiast
najczesciej diagnozowanym podtypem MDS jest oporna na leczenie cytopenig
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z wieloliniowa dysplazja (RCMD, refractory cytopeniqg with multilineage dysplasia),

ktora stanowi 30,3% wszystkich nowo zdiagnozowanych przypadkow [8].

2.3 Etiologia i patogeneza zespotu mielodysplastycznego.

Etiologia zespotow mielodysplastycznych w dalszym ciggu jest niejasna.
W literaturze opisano wiele czynnikow majacych wptyw na wystepowanie tej jednostki
chorobowej. Naleza do nich migdzy innymi narazenie na zawarte w dymie tytoniowym
policykliczne hydroksyweglany (uzaleznienie od papieroséw), naduzywanie alkoholu,
promieniowanie jonizujace, infekcje wirusowe czy narazenie na dziatanie $rodkow
chemicznych takich jak pestycydy [6].

U przewazajacej wigkszosci pacjentow (okoto 70-80%) MDS wystepuje de novo.
Okres$lany jest wigc mianem pierwotnego MDS (p-MDS, ang. primary MDS), a jego
rozw0j jest procesem wieloetapowym prowadzacym do powstania dysplazji
poszczegbdlnych linii komoérek krwiotworczych. Powstanie patologicznych komorek
najprawdopodobniej zwigzane jest z apoptoza komorek progenitorowych, co prowadzi
do wspomnianej wczesniej uposledzonej hematopoezy [6].

W przypadku pozostatej grupy okoto 20-30% chorych zespét mielodysplastyczny
ma charakter wtorny (t-MDS, ang. therapy related MDS) 1inajczg¢scie] zwigzany
z przebytym  juz leczeniem  przeciwnowotworowym. Ponadto zespoty
mielodysplastyczne moga ewoluowa¢ do ostrej biataczki szpikowej. Do transformacji

dochodzi w 20% przypadkéw p-MDS oraz u 70% chorych z t-MDS.

2.4 Objawy zespolu mielodysplastycznego, badania laboratoryjne krwi obwodowe;j

1 szpiku kostnego

Objawy zespotu mielodysplastycznego, ze wzgledu na patogenezg jego
powstania, zwigzane sg z nieprawidlowosciami w funkcjonowaniu uktadu wytwoérczego
szpiku kostnego. Pacjenci zatem najczeSciej zglaszaja ostabienie, blado$¢ skory,
meczliwos$¢, czestsze krwawienia, infekcje czy tatwo$é siniaczenia [6]. Wyzej
wymienione objawy sag skutkiem zaburzen parametrow krwi obwodowej i szpiku
kostnego, ktore stanowig kryterium klasyfikacji pacjenta do okreslonego podtypu zespotu
mielodysplastycznego. W$rdéd nieprawidtowosci  dotyczacych parametrow  krwi
obwodowej najczesciej wystepuja [6,9]:

- niedokrwistos¢é,

- cytopenia, duocytopenia lub pancytopenia,
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- brak komorek blastycznych lub ich obecno$¢ w odsetku nieprzekraczajacej 19%
(zaleznie od podtypu MDS ponizej 1%, 5% lub 19%),

- brak lub obecnos¢ Pateczek Auera,

- prawidtowa lub zwigkszona liczba trombocytow.

Natomiast nieprawidtowosci dotyczace morfologii szpiku kostnego to migdzy innymi:

- jedno lub wieloliniowa dysplazja komorek linii mieloidalne;,

- obecno$¢ komorek blastycznych w odsetku nieprzekraczajacym 19% (zaleznie od
podtypu MDS ponizej 5%, 9% lub 19%),

- brak lub obecnos$¢ Pateczek Auera,

- obecno$¢ pierscieniowych syderoblastow w odsetku réwnym badz mniejszym niz 15%,
- prawidlowa lub podwyzszona liczba megakariocytow z hipolobularnym jadrem.
Reasumujac rozpoznanie zespotu mielodysplastycznego moga sugerowac¢ badania
podstawowe tj. morfologia krwi obwodowej, natomiast biopsja oraz trepanobiopsja
szpiku kostnego sa badaniami niezb¢dnymi do postawienia rozpoznania zespotu

mielodysplastycznego [6,9].
2.5 Klasyfikacja zespotéw mielodysplastycznych

Pierwsze wzmianki dotyczace zespotu mielodysplastycznego pojawity si¢ w 1907
roku 1 dotyczyty przypadku pacjenta z przewlekla anemig i nieprawidtowosciami w linii
erytroidalnej [10]. W roku 1938 w czasopiSmie JAMA ukazala si¢ analiza 100
przypadkéw pacjentdOw z anemia, wtedy pierwszy raz wprowadzono okreslenie oporne;j
anemii (Refractory Anemia) [11]. Dopiero w 1976 roku stworzono pierwszg klasyfikacje
zespotow mielodysplastycznych, ktéra swodj ostateczny ksztatt otrzymata w roku 1982.
Stanowita ona wypracowany przez grup¢ badaczy z Francji, Stanow Zjednoczonych
Ameryki Poélnocnej 1 Wielkiej Brytanii model, ktéry uwzglednit morfologie¢ komorek
krwi obwodowej 1 szpiku kostnego, odsetek komorek blastycznych z linii mieloidalne;j,
odsetek pierscieniowych syderoblastow, obecnos¢ pateczek Auera oraz monocytoze krwi

obwodowe;j. Na tej podstawie wyodrebniono pie¢ typow MDS [12]:

e RA (niedokrwisto$¢ oporna na leczenie);

e RARS (niedokrwistos¢ oporna na leczenie z obecno$cig pierScieniowych

syderoblastow);
e RAEB (niedokrwisto$¢ oporna na leczenie z nadmiarem blastow).

e CMML (przewleklta biataczka mielomonocytowa).
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e RAEB-t (niedokrwisto$¢ oporna na leczenie znadmiarem blastow w fazie

transformacji).

Podtypy zespoldw mielodysplastycznych oraz kryteria diagnostyczne wg. FAB

przedstawiono w Tabeli nr 2 i nr 3 ponize;j.

Tab. 2. Podtypy zespotow mielodysplastycznych i kryteria diagnostyczne wg klasyfikacji FAB (krew
obwodowa) [12]

Podtyp MDS Odsetek blastéw (%) Liczba monocytow Obecnos$¢ cytopenii
RA <1% tak
RARS <1% tak
RAEB <5% tak
CMML <5% > 1x107" tak
RAEB-t <5% tak

Tab. 3. Podtypy zespotow mielodysplastycznych i kryteria diagnostyczne wg klasyfikacji FAB (szpik kostny)
[12]

Podtyp Odsetek Obecno$é QOdsetek pierscieniowych Obecnosé paleczek
MDS blastéw dysplazji syderoblastow Auera
RA <5% tak <15% brak
RARS <5% tak >15% brak
RAEB 15-20% tak brak brak
CMML 0-20% tak brak brak
RAEB-t 21-30% tak brak obecne

W 2001 roku prace nad stworzeniem klasyfikacji zespotow mielodysplastycznych
rozpoczeta Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO, World Health Organization).
Istotnymi zmianami w stosunku do klasyfikacji FAB bylo zmniejszenie wymaganego
odsetka blastow z 30% do 20% przy rozpoznaniu ostrej biataczki szpikowej, wykreslenie
podtypu RAEB-t (niedokrwisto$¢ oporna na leczenie z nadmiarem blastow w fazie
transformacji), dodanie podtypu zespdt 5q-, wprowadzenie pojecia wieloliniowe;j
dysplaz;ji oraz sklasyfikowanie typu CMML jako zespotu
mielodysplastycznego/mieloproliferacyjnego (MDS/MNP) [13]. Kolejne zmiany
wprowadzono  wroku 2008  wyraznie  zaznaczajac  podtypy  zespotu

mielodysplastycznego bez nadmiaru blastow tj. [14]:

e RCUD (oporna na leczenie cytopenia z jednoliniowa dysplazjg).
> RA (niedokrwisto$¢ oporna na leczenie)

> RN (oporna na leczenie neutropenia)
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> RT (oporna na leczenie trombocytopenia)

RARS (niedokrwisto$¢ oporna na leczenie z obecno$cia pierScieniowych

syderoblastow).
RCMD (oporna na leczenie cytopenia z wieloliniowa dysplazjg).
MDS-U (zesp6l mielodysplastyczny niesklasyfikowany).

MDS z izolowang delecja 59-

oraz z nadmiarem blastow:

RAEB-1 (niedokrwisto§¢ oporna na leczenie znadmiarem blastow typu

pierwszego).

RAEB-2 (niedokrwisto§¢ oporna na leczenie znadmiarem blastow typu

drugiego).

Ostatecznie w 2016 roku stworzono zestawienie, ktore obowigzuje do tej pory 1 wyrdznia

nastgpujace podtypy zespotow mielodysplastycznych [15,16]:

MDS z jednoliniowa dysplazja (MDS — SLD),
MDS z wieloliniowa dysplazja (MDS -MLD),
MDS z obecnoscia pierScieniowych syderoblastow (MDS — RS), w tym:
MDS —RS z jednoliniowa dysplazjg (MDS — RS — SLD),
MDS —RS z wieloliniowg dysplazjg (MDS — RS — MLD),
MDS z izolowang delecja 5q,
MDS z nadmiarem blastoéw (MDS — EB) — dwa podtypy: MDS — EB -1 oraz MDS
—EB-2,
MDS niesklasyfikowany (MDS — U) — trzy podtypy: z 1% komorek blastycznych,
z jednoliniowg  dysplazja (SLD) oraz pancytopenia, z aberracjami
cytogenetycznymi;
opona na leczenie cytopenia u dzieci (ang. Refractory Cytopenia of Childhood,

RC.

Podtypy zespoldw mielodysplastycznych oraz kryteria diagnostyczne wg WHO

przedstawiono ponizej w Tabeli nr 4.
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Tab. 4. Podtypy zespotow mielodysplastycznych i kryteria diagnostyczne wg klasyfikacji WHO 2016 [16]

Obecnosé Obecnosé odsetek blastow odsetek blastow (krew Odsetek pierscieniowych
Podtyp MDS Aberracje cytogenetyczne
dysplazji * cytopenii (szpik kostny) obwodowa) syderoblastow
MDS-SLD 1 1lub2 <5% <1% <15%/<5%** kazde mozliwe****
MDS- MLD 21ub3 1do3 <5% <1% <15%/<5%** kazde mozliwe****
MDS-RS-SLD 1 1do2 <5% <1% >15%/>5%** kazde mozliwe****
MDS-RS-MLD 21lub3 1do3 <5% <1% >15%/>5%** kazde mozliwe****
Delecja 5q izolowana lub z inn
MDS z del(5q) 1do3 1do2 <5% <1% brak U SO e B 2
jedna aberracjg*****
MDSEB 1 0do3 1do3 5-9% 2-4% brak kazde mozliwe
MDS EB 2 0do3 1do3 10-19% 5-19% brak kazde mozliwe
MDS u z 1% komérek blastycznych 1do3 1do3 <5% 19 *** brak kazde mozliwe
MDS jednolini dysplazj
A LS R R 1 3 <5% <1% brak kazde mozliwe
(SLD) oraz pancytopenia
MDS b jami
1 x aberraciami 0 1do3 <5%<1% <1% <15% obecne
cytogenetycznymi
RCC -0 1 i
[ e 1do3 1do3 <5% <2% brak kazde mozliwe

cytopenia u dzieci
* liczba dysplastycznych linii od 1-3; ** gdy stwierdzona jest mutacja w genie SF3B1; *** 1% komdrek musi zostac stwierdzony w co najmniej dwoch badaniach; **** chyba ze spelniajq

kryterium MDS 7 del5q; ***** wylgczajgc monosomie 7 lub delecje 7q;
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2.6 Kryteria rozpoznania zespotu mielodysplastycznego oraz stratyfikacja ryzyka

Diagnostyka zespotow mielodysplastycznych jest bardzo trudna i poczatkowo
w duzej mierze opiera si¢ na podstawowych badania laboratoryjnych. Morfologia krwi
obwodowej moze wskaza¢ dalszg droge diagnostyczng, ale roéwniez okazaé si¢
niewystarczajaca w przypadku pacjentéw we wczesnym stadium choroby. Szacuje sie,
ze u okoto 20% pacjentdw dochodzi do rozbiezno$ci w diagnozie na wczesnym etapie
choroby, co przektada si¢ na podejmowane decyzje terapeutyczne [17,18]. W zwiazku
z tym u pacjentéw bez cech dysplazji szpiku kostnego nalezy poszukiwac¢ innego podioza
anemii, trombocytopenii czy toczacego si¢ stanu zapalnego. Po ich wykluczeniu
rekomendowane jest wdrozenie dodatkowych narzedzi diagnostycznych w postaci badan
cytometrii przeptywowej, cytogenetyki czy sekwencjonowania DNA w celu
roznicowania MDS z innymi idiopatycznymi lub klonalnymi cytopeniami takimi jak
[17,18]:
- idiopatyczna cytopenia o nieokreslonym pochodzeniu (ICUS, idiopathic cytopenia
of undetermined significance),
- klonalna cytopenia o nieokreslonym pochodzeniu (CCUS, clonal cytopenia
of undetermined significance),
- klonalna hematopoeza o nieokres§lonym potencjale (CHIP, clonal hematopoiesis
of undetermined potential),
- idiopatyczna dysplazja o nieokreslonym znaczeniu (IDUS, Idiopathic dysplasia
of undetermined significance).
Kryteria réznicowania zespotow mielodysplastycznych z

innymi cytopeniami

przedstawiono w Tabeli nr 5.

Tab. 5. Kryteria roznicowania zespotow mielodysplastycznych z idiopatycznymi lub klonalnymi

cytopeniami. [18]

Cecha MDS ICUS CCUS CHIP IDUS
Tak Tak Tak
cytopenia (w 1 lub wigcej (w 1 lub wigcej (w1 lub wigcej Nie Nie
liniach) liniach) liniach)
Nie lub Nie lub
Tak (>10% komorek minimalna minimalna Tak
dysplazja szpiku w co najmniej  niepozwalajaca  niepozwalajaca Nie (<10% komorek
1 linii komorkowej) na kwalifikacj¢ ~ na kwalifikacje szpiku)
jako MDS jako MDS
ryzyko . 10% pacjentow  80% pacjentow Niskie .
progresji Wiy w ciaggu 5 lat w ciggu 5 lat (<1%) fueznane
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Stosujgc przedstawione kryteria rozpoznania zespolu mielodysplastycznego
w korelacji z innymi badaniami mozliwe jest postawienie wtasciwego rozpoznania, a co
za tym idzie stratyfikacja pacjentdéw do okreslonej grupy ryzyka, ktora jest bardzo
waznym elementem w procesie wyboru odpowiedniej §ciezki terapeutyczne;.

W przypadku MDS pierwszy system stratyfikacji pacjentow do okreslonej grupy
ryzyka wprowadzono w 1997 roku i byt to Migedzynarodowy System Prognostyczny
(IPSS, International Prognostic Scoring System). Uwzglednial on liczbe cytopenii,
odsetek komorek blastycznych oraz wynik badania cytogenetycznego [19, 20, 21]. Jego
zaleta byla tatwos$¢ stosowania ale deprecjonowal on warto$¢ badania cytogenetycznego
1 nie byl precyzyjny w przypadku pacjentéw klasyfikowanych do grupy niskiego ryzyka.
W zwiazku z pewnymi ograniczeniami trwaty prace nad jego modyfikacja. W 2012 roku
opracowano 1 opublikowano nowszy model stratyfikacji Zrewidowany Miedzynarodowy
System Prognostyczny (IPSS-R, Revised International Prognostic Scoring System) [22].
Niezaleznie od nich powstat réwniez opracowany przez Swiatowa Organizacje Zdrowia
system oparty o IPSS, klasyfikacj¢ zespoldow mielodysplastycznych wg WHO
oraz stezenie hemoglobiny [23]. W ponizszej Tabeli nr 6 przedstawiono kryteria kazdego

Z systemow.
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Tab. 6. Porownanie systemow stratyfikacji pacjentow z rozpoznaniem MDS na postawie www.lls.org [24]

Rodzaj klasyfikacji

Analizowany parametr IPSS

Klasyfikacja MDS wg WHO =
Odsetek komorek blastycznych ~59
w szpiku kostnym (%) °

5-10%

11-20%

21-30%

Prawidtowy kariotyp,

cytogenetyka del(5q), del(20q)

> 3 aberracje lub aberracje
dotyczace chromosomu pary

pkt

1,0
pkt

1,5
pkt

2,0
pkt

pkt

1,0
pkt

IPSS-R

<2%
2-5%
5-10%

>10%

-Y, del(11q)

Prawidtowy kariotyp, del(5q), del(12p), del(20q), dwie
aberracje cytogenetyczne, w ktorych jedna to del(5q)

20

pkt

1,0
pkt

2,0
pkt

3,0
pkt

pkt

1,0
pkt

WPSS

MDS-SLD, MDS-RS, MDS z izolowang
del(5q)

MDS-MLD

MDS-EB-1

MDS-EB-2

Prawidtowy kariotyp, izolowana del(5q),
izolowana del(20q), izolowana utrata
chromosomu ptci Y

Inne aberracje

0 pkt

1,0 pkt

1,5 pkt

2,0 pkt

0 pkt

1,0 pkt



Rodzaj klasyfikacji
Analizowany parametr

Liczba cytopenii (anemia,
trombocytopenia, neutropenia)

Stezenie hemoglobiny (g/dL)

Liczba plytek krwi (x10°/L)

Liczba neutrofili ([ANC]x10°/L

IPSS

Inne wyzej nie wymienione
aberracje

0-1

2-3

IPSS-R

0,5 pkt

-7, inv(3)/t(3q)/del(3q), dwie aberracje
cytogenetyczne, w ktorych jedna to — 7/del(7q),
Kariotyp ztozony = 3 aberracje

Kariotyp ztozony > 3 aberracje

0 -

pkt

0,5

pkt
>10 g/dL
8-10 g/dL
<8 g/dL

>100 x10%L

50-100 x10%L
<50 x10°/L
>0,8 x10%L

<0,8 x10°/L
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3,0
pkt

4.0
pkt

pkt

1,0
pkt

1,5
pkt

pkt

0,5
pkt

1,0
pkt

pkt

0,5
pkt

WPSS

del(7q), +8, +19, i(17q),
kazda inna aberracja (jeden lub dwa niezalezne klony)

Obecne
<9 g/dL u me¢zczyzn 1,0pkt
<8 g/dL u kobiet nieobecne
0 pkt



Na podstawie powyzszych kryteridow, ktérym przyporzadkowano odpowiednia
ilo$¢ punktow, mozliwe stato si¢ zakwalifikowanie pacjenta do okre§lonej grupy ryzyka

(Tabela nr 7) i wybor najlepszej dla niego terapii.

Tab. 7. Sposob obliczania ryzyka dla pacjentow wg trzech systemow stratyfikacji na postawie .www.lls.org

[24]

IPSS IPSS-R WPSS
Niskie 0 pkt Bardzo niskie <1,5 pkt Bardzo niskie 0 pkt
posrednie 1 0,5 -1,0 pkt niskie 2,0 — 3,0 pkt niskie 1,0 pkt
posrednie 2 1,5-2,0 pkt posrednie 3,5-4,5 pkt posrednie 2,0 pkt
wysokie >2,5 pkt wysokie 5,0 — 6,0 pkt wysokie 3,0-4,0 pkt
Bardzo wysokie >6,5 pkt Bardzo wysokie 5,0-6,0 pkt

Obecnie jednym z podstawowych systemow rokowniczych jest IPSS-R,
w ktoérym analizie poddawane sg nastepujace parametry: stezenie hemoglobiny, liczba
trombocytéw, liczba neutrofili oraz zaburzenia cytogenetyczne obserwowane
u pacjentow z zespotem mielodysplastycznym [18]. Jego integralng czgscig pozwalajaca
na okreslenie ryzyka cytogenetycznego jest Kompleksowy System Punktacji
Cytogenetycznej (CCSS, ang. Comprehensive Cytogenetic Scoring System), w ktorym

wyroznia si¢ pig¢ grup przedstawionych w Tabeli nr 8, znajdujacej si¢ ponize;j.
Tab. 8. Grupy ryzyka cytogenetycznego wg CCSS [18]

Ryzyko cytogenetyczne Aberracje cytogenetyczne

BARDZO DOBRE -Y, del(11q)

Prawidtowy kariotyp, del(5q), del(12p), del(20q), dwie

DOBRE aberracje cytogenetyczne, w ktorych jedna to del(5q)
: del(7q), +8, +19, i(17q),
HOSRED kazda inna aberracja (jeden lub dwa niezalezne klony)
-7, inv(3)/t(3q)/del(3q),
ZLE dwie aberracje cytogenetyczne, w ktorych jedna to —
7/del(7q),
Kariotyp ztozony = 3 aberracje
BARDZO ZLE Kariotyp ztozony > 3 aberracje

Nalezy jednak pamigtaé, ze powyzsze modele najlepiej sprawdzaja si¢ dla
pacjentdw z pierwotnym zespotem mielodysplastycznym. Zdecydowanie trudniej
oszacowac to ryzyko dla chorych z wtérng postacia MDS. W zwiazku z tym caty czas

trwajg prace majace na celu modyfikacje powyzszych kryteriow [18].
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2.7 Leczenie zespotow mielodysplastycznych

Zespoty mielodysplastyczne stanowiag grupe chordb charakteryzujaca si¢ duzym

spektrum objawéw. Dotycza one cech morfologicznych, klinicznych oraz genetycznych.

W zwiazku z tym ze wzgledu na r6ézny przebieg choroby, stosowanych jest wiele opcji

terapeutycznych, poczawszy od obserwacji pacjenta, az do allogenicznej transplantacji

komorek krwiotworczych [18, 25]. Sposob leczenia 1 wybdr optymalnej terapii zalezy od

grupy ryzyka, do ktorej chory zostat zakwalifikowany na podstawie IPSS, IPSS-R lub

WPSS. Pacjenci, u ktérych stwierdza si¢ tagodng cytopeni¢ najczesciej nie wymagaja

leczenia pod warunkiem okresowej kontroli podstawowych parametrow morfologii krwi.

U pacjentow z grupy niskiego ryzyka dostepne sg nastepujace opcje terapeutyczne [25]:

leki/substancje stymulujace erytropoezg, ktore korzystnie wptywaja na przezycie
i poprawiaja jego jako$¢ poprzez uniezaleznienie chorych od przetoczen
koncentratow krwinek czerwonych (KKCz); stosowane w przypadku chorych
z niedokrwisto$cig gdzie priorytetem jest leczenie anemii;

agonisci receptora trombopoetyny u chorych z trombopenig; niestety ze wzgledu
na wigksze ryzyko transformacji MDS do ostrej biataczki szpikowej tego typu
leczenie wymaga dluzszej mediany obserwacji;

substancje immunomodulujace takie jak lenalidomid (zwtaszcza dla pacjentow
zizolowang delecja 5q) czy talidomid, ktorych glownym zadaniem jest
uniezaleznienie pacjentdow od przetoczen oraz doprowadzenie do uzyskania
dhuzszej remisji cytogenetycznej;

leki hypometylujace tj. azacytydyna czy decytabina;

transplantacja allogenicznych komoérek krwiotworczych (dla pacjentow
z zespotem mielodysplastycznym niskiego ryzyka wg IPSS iopornoscig na

powyzsze leczenie).

W przypadku pacjentow z grupy wysokiego ryzyka dostepne sg nastepujace opcje

terapeutyczne [25]:

transplantacja allogenicznych komorek krwiotworczych, ktora nadal pozostaje
najskuteczniejsza metoda leczenia MDS wysokiego ryzyka. Powinna by¢
rozwazana u chorych, uktéorych ryzyko transformacji do ostrej biataczki

szpikowej jest wysokie. Nalezy jednak pamigtaé, ze zastosowanie tej metody
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terapeutycznej ijej powodzenie zalezy od wielu czynnikdw m.in. sposobu
przygotowania chorego do procedury (rodzaj zastosowanego kondycjonowania);
e leki hypometylujace, podobnie jak w MDS niskiego ryzyka, czyli azacytydyna
1 decytabina;
e intensywna chemioterapia oparta na protokotach stosowanych w przypadku

leczenia ostrej biataczki szpikowej;

e leczenie wspomagajace takie jak przetaczanie koncentratow krwinek czerwonych

1 objawowe leczenie zakazen bakteryjnych i grzybiczych.

3. Genetyka zespotéw mielodysplastycznych
3.1 Cytogenetyka zespotow mielodysplastycznych

Pierwsze badania dotyczace genetyki zespotow mielodysplastycznych dotyczyty
zmian cytogenetycznych wykrywanych metodami cytogenetyki klasycznej. Na ich
podstawie do dzi$ stratyfikuje pacjentow do okreslonej grupy ryzyka oraz determinuje
opcje terapeutyczne. Wiadomo, ze aberracje cytogenetyczne wystepuja u okoto
40-50% chorych ze zdiagnozowanym pierwotnym zespotem mielodysplastycznym oraz
u 80% pacjentéw z wtdrng postacia MDS [26]. Charakteryzuja si¢ duza réoznorodnoscia,
a wiec nie ma jednej zmiany bedacej swoistym markerem w przypadku MDS [27].
Wiele badan na duzych grupach pacjentow przede wszystkim dowiodto, ze w przypadku
zespotow mielodysplastycznych w przewazajacej wigkszosci dominujg zmiany
niezrownowazone, duze delecje fragmentow lub catych chromosomoéw, natomiast
niewielki odsetek stanowig translokacje zroéwnowazone, zdecydowanie czgsciej
obserwowane w AML [27].

Aberracje chromosomowe niezrdwnowazone oraz zrdwnowazone wystepujace
w zespolach  mielodysplastycznych ~ wraz  zczgstoscia  ich  wystepowania
(od najczestszych do najrzadszych) przedstawiono ponizej, w Tabeli nr 9 oraz Tabeli nr
10.

Tab. 9. Najczesciej obserwowane aberracje niezrownowazone w MDS [26, 29, 30, 35]

Aberracja MDS (ogolnie)
del(5q) 10-20% (wtorny MDS 40%)
-7/del(7q) 10% (wtoérny MDS 50%)
+8 10% (wtoérny MDS 40%)
del(20q) 2-8%
-Y 5%
del(17p) 3-5% (wtorny MDS 25-30%)
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Aberracja MDS (ogolnie)

del(13q) 3%
del(12p) 3%
del (11q) 3%
del (9q) 1-2%
idic(X)(q13) 1-2%

Tab. 10. Najczesciej obserwowane aberracje zrownowazone w MDS [29, 30, 35]

Aberracja MDS (ogoélnie)
t(1;3)(p36.3;921.2) 1%
t(2;11)(p21;923.3) 1%

inv(3)/t(3;3) 1%

t(6;9)(p23;q34.1) 1%
t(11;16)(q23.3;p13.3) - / wtorny MDS 3%
t(3;21)(q26.2;922.1) - / wtorny MDS 2%

Aberracje chromosomowe wystepujace znajwyzsza czestoscia  w zespolach

mielodysplastycznych to:
e Delecja fragmentu dlugiego ramienia chromosomu pary 5

Po raz pierwszy opisana zostala przez Van der Berghe’a w 1974 roku [31] i ma
charakter interstycjalny (rzadziej dystalny). Wystepuje w okoto 10-20% przypadkow,
czesciej u kobiet z rozpoznang niedokrwisto$cig oporng na leczenie, zmniejszong iloscia
prekursoréw erytroidalnych w szpiku, prawidtowg liczbg ptytek lub nadptytkowoscia,
obecnoscig megakariocytow z nieposegmentowanym jadrem [26, 31]. Obejmuje region
chromosomu pary 5 od prazka q31 do q35 gdzie zlokalizowane s geny supresji np. EGRI
(Early Growth Response 1, supresor nowotworowy, wpltywajacy na podzialy komorkowe
1 apoptoze, kontrolujacy ekspresje gendw TGFBI oraz TP53) oraz gen RPS14 (kodujacy
rybosomalng podjednostke 40S) czy CSNK1A41 (kodujacy kinaz¢ serynowo-treoninow3a)
(Ryc. 1) [26, 31, 35]. Aberracja ta moze wystgpowac formie izolowanej, wtedy okreslana
jest mianem ,,zespotu 5g-" lub wspotwystepowac z innymi aberracjami. Nalezy jednak
pamigta¢, ze wystgpowanie tej delecji wraz jedng inng aberracja cytogenetyczna,
niedotyczgcg chromosomu pary 7, rowniez umozliwia postawienie rozpoznania ,,zespotu

5g-". Pacjenci z w/w zmiang leczeni s3 lenalidomidem i jezeli nie wystepuje u nich
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mutacja' (inaczej wariant sekwencji DNA o charakterze patogennym) w genie supresji
nowotworowej (7P53) odpowiedz na leczenie jest bardzo dobra, a ryzyko transformacji
do ostrej bialaczki szpikowej nie przekracza 10% [26, 31, 35]. U niewielkiego odsetka
pacjentow (okolo 7%) mozna zaobserwowa¢ monosomi¢ chromosomu pary 5, ktéra

wiagze si¢ z niekorzystnym rokowaniem i czgs$ciej wystgpuje we wtornej postaci MDS

[32].
&8 -Q—H- jl 3 3 ﬁ‘a—

5 5 5 5 5
del{5yq12q33)  del{5Hq13q33) del(5Hq15q33) del5Hq15q33) del5Hq22q35)

.11_”_ _;"_. _Q_ by 8 g &
wY ﬂ &R

5 5
del5{q13q34) del(5Hq15q34) (Iel{ﬁ}{(|21(|34]l

(IeI{S}{(|22q351 (Iel{5}((|31{|35l

Ryc. 1. Kariogram chromosomu pary 5 (kolorem czerwonym zaznaczono prqzki zazwyczaj ulegajgce

delecji) oraz przyklady delecji diugiego ramienia chromosomu pary 5; http://atlasgeneticsoncology.org
[33]

e Delecja fragmentu dlugiego ramienia chromosomu pary 7

Aberracje w obrgbie chromosomu pary 7 sg drugg, co do czestosci wystgpowania,
nieprawidlowos$cig charakteryzujaca zespdt mielodysplastyczny. Wystepuja one u okoto
10% pacjentdw z pierwotnym zespotem mielodysplastycznym oraz u okoto 50% chorych
we wtornej postaci MDS. Defekt ten czgsto obserwowany jest rowniez w przypadku
opornej na leczenie cytopenii u dzieci (RCC) [26, 29, 30].

Podobnie jak w przypadku aberracji dotyczacych chromosomu pary 5, takze tutaj
wystepuja minimum dwa regiony chromosomu pary 7 podlegajace delecji. Ich
identyfikacji dokonano juz z poczatkiem lat 2000 i sg to prazki: q22, q31-32 oraz q36
(Ryc. 2)[34]. Dowiedziono ponadto, ze fragmenty chromosomu pary 7 moga ulegac
delecji réwniez wskutek translokacji o charakterze niezréwnowazonym, co moze

swiadczy¢ o wysokiej niestabilno§ci materialu genetycznego budujacego rami¢ q

! Zgodnie z wytycznymi HGVS z 2016 zaleca si¢ uzywaé sformutowania patogenny wariant sekwencji.
W pracy zamiennie uzywano nazewnictwa mutacja lub patogenny wariant sekwencji [den Dunnen J.T.
iwsp., 2016].
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chromosomu pary 7 [34, 35]. Nierzadko dochodzi tez do utraty calej kopii chromosomu
pary 7 [35].

Badania molekularne dotyczace regionéw dlugiego ramienia chromosomu pary 7 caty
czas trwajg. Do tej pory udato si¢ okresli¢ zalezno$¢ pomiedzy delecjg ramienia
q chromosomu pary 7 amutacjami w genach EZH2, MLL3 czy CUXI na nim
zlokalizowanych [35].

Bez wzgledu na wielkos¢ delecji (brak fragmentu lub calego chromosomu pary 7)

aberracja ta zawsze koresponduje ze ztym rokowaniem dla pacjenta [35].

: A

do;:

v

21 -

del(7)(q22q34)

7

Ryc. 2. Kariogram chromosomu pary 7 (kolorem czerwonym zaznaczono prqzki najczesciej ulegajgce
delecji) oraz przykitad delecji diugiego ramienia chromosomu pary 7, http://atlasgeneticsoncology.org [33]
oraz  https://www.leukemia-cell.org/atlas/index.php?pg=images--myelodysplastic-syndromes--mds-eb--
excess-blasts-2 [37]

e Inne aberracje

Oprocz opisanych powyzej delecji fragmentu dlugiego ramienia chromosomu pary
5 czy 7 nalezy réwniez wymieni¢ inne rzadziej wystepujace aberracje (Tabela nr 9
1 Tabela nr 10). Nalezg do nich miedzy innymi obecnos¢ dodatkowej kopii chromosomu
pary 8, delecja fragmentu krétkiego ramienia chromosomu pary 20 czy delecja fragmentu
krotkiego ramienia chromosomu pary 17 (locus genu 7P53). Nie bez znaczenia rowniez
jest wystepowanie kariotypu ztozonego definiowanego jako wystepowanie trzech lub
wiecej aberracji w jednym klonie komorkowym oraz kariotypu monosomalnego, ktory
charakteryzuje si¢ wystepowaniem dwoch monosomii chromosoméw autosomalnych lub
jednej monosomii  autosomoéw  skojarzonej zminimum jedng  aberracja
strukturalng [35, 36]. Obecno$¢ kariotypu zlozonego raportowana jest w okoto
20% przypadkow, natomiast obecnos¢ kariotypu monosomalnego u 16% pacjentow [36].
Nalezy jednak pamigta¢, ze kariotyp monosomalny moze réwniez spetnia¢ kryteria

27



kariotypu zlozonego iodwrotnie [36], a oba sa zawsze niekorzystnym czynnikiem
rokowniczym [36]. Trzeba roéwniez podkresli¢, ze wystepowanie kariotypu zlozonego
u pacjentow czesto koreluje z delecja genu TP53 [35].

Coraz lepsza znajomos$¢ cytogenetyki zespoldéw mielodysplastycznych 1 badania
prowadzone na duzych grupach chorych pozwalaja na korelacje aberracji
chromosomowych z podtypem MDS wg WHO. Szczegély przedstawiono ponizej,

w Tabelinr 11.

Tab. 11. Korelacja aberracji cytogenetycznych i podtypu MDS wg WHO 2016 [29]

Aberracja podtyp MDS wg WHO 2016

MDS z jednoliniowa dysplazja (MDS — SLD)
MDS z wieloliniowg dysplazja (MDS —MLD)
MDS z nadmiarem blastow (MDS — EB)

aberracje chromosomu pary 5, 7, dodatkowa 8§,

del(20q)

aberracje czesciej z grupy niekorzystnego rokowania

zwlaszcza dotyczace chromosomu pary 7

izolowana delecja dlugiego ramienia chromosomu
pary 5 oraz del(5q) + inna wspotistniejaca aberracja

niedotyczaca chromosomu pary 7)
Aberracja

izolowana delecja dlugiego ramienia chromosomu

pary 5 oraz del(5q) + inna wspotistniejaca aberracja

MDS z obecnoscia pierscieniowych syderoblastow (MDS

—RS), czgsto obecnos¢ mutacji w genie SF3B1

zespot ,,.5q-"

podtyp MDS wg WHO 2016

zespot ,,5q-"

niedotyczaca chromosomu pary 7)

) MDS dziecigcy: manifestacja jako RCC (dziecigca
monosomia 7 ) )
cytopenia oporna na leczenie)

Wszystkie aberracje niesklasyfikowane wyzej MDS niesklasyfikowany (MDS — U)

3.2 Zmiany molekularne w zespotach mielodysplastycznych
Badania dotyczace wystepowania wariantow sekwencji DNA o charakterze
patogennym pojawily si¢ w przypadku zespotéw mielodysplastycznych z poczatkiem lat
2000, czyli stosunkowo p6zno w porownaniu do badan molekularnych prowadzonych
w ostrej biataczce szpikowej. Prawdziwym przetomem okazata si¢ technika SNP (single-

nucleotide polymorphism), metody klasycznej porownawczej hybrydyzacji genomowe;j
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lub z wykorzystaniem mikromacierzy (CGH, comparative genomic hybridization, aCGH,
array comparative genomic hybridization) oraz sekwencjonowanie [22]. Pozwolity one
na wykrycie zmian genetycznych dodatkowo u okoto 30% chorych z prawidtowym
kariotypem [22, 27]. Dzi¢gki nim wytypowano réwniez po raz pierwszy geny, w ktorych
z najwiekszg czestoscig dochodzito do patogennych zmian sekwencji (mutacji), takie jak:
NRAS, TP53, ATRX oraz RUNXI [27, 28]. Dalszy rozw¢j metod biologii molekularnej,
zwlaszcza sekwencjonowania nastepnej generacji (NGS, Next Genetarion Sequencing),
umozliwit poszerzenie obszaru badan. W ten sposob do bazy genow zaangazowanych
w rozwoj MDS dotaczyly rowniez NPM1, TET2, EZH2, FLT3, KRAS, MPL, ASXLI,
PTPNI11, KIT czy CBL [38, 39, 40, 41]. Dowiedziono ponadto, ze u 65% pacjentow
zmiany patogenne dotyczg genow splicingu RNA takich jak SF3B1, SRSF2, U2AF1,
ZRSR2, 47% chorych jest nosicielami zmian w sekwencji DNA gendéw metylacji, takich
jak DNMT3A, IDH1/2, TET2, a w 28% przypadkdéw zmiany zaobserwowano w genach
modyfikujacych histony, m. in. ASXLI, BCOR, EZH2 [42]. Natomiast warianty
patogenne gendw DDX41, RUNXI, GATA2, czy TP53 moga mie¢ charakter germinalny
(dziedziczny) i predysponowac¢ do wystapienia zespotu mielodysplastycznego czy ostrej
biataczki szpikowej u ich nosicieli. Obecnie szacuje si¢, ze patogenne warianty sekwencji
DNA wystepuja az u 80% pacjentow z MDS [38, 40, 42]. Geny ulegajace mutacjom w

zespotach mielodysplastycznych przedstawiono w Tabeli nr 12.

Tab. 12. Geny ulegajqce mutacjom w MDS [18]

Nazwa genu Lokalizacja Czestos¢ w[?'ste;powania Korelacja
chromosomowa [%]
Geny spicilingowe
SF3B1 2q33 20-30 najczesciej w typie MDS-RARS
SRSF2 17925 10-15 czesciej w CMML
U2A4F1 21g22 5-12 Wspotistniejaca z del(20q)
Modyfikatory epigenetyczne
czesciej w CMML, wspottowarzyszy
TET2 4q24 20-30 mutacji IDH2
DNMT3A 2p23 8-13
ASXL1 20q11 10-20 czesciej w CMML
czesciej w CMML, wspotistniejaca
EZH2 7936 <5 z del(7q)
IDH1/2 2q33/15q26 rzadkie Czgsciej w AML
Czynniki transkrypcyjne
RUNX1 21q22 10-15 Somatyczna lub germinalna
TP53 17p13 10-12 Czgsciej gdy kariotyp ztozony
ETVe6 12p13 <5 Somatyczna lub germinalna
GATA2 3q21 rzadko Czg$ciej germinalna
Kinazy i receptory
NRAS 1p13 5-10 Czgsciej w progresji do AML
JAK2 9p24 <5 najczesciej w typie MDS-RARS-T
CBL 11q23 <5 Czgsciej w IMML (mlodzienczej

biataczce mielomonocytowej)
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Lokalizacja Czestos$¢ wystepowania

Nazwa genu chromosomowa (%] Korelacja
PTPNI1 12q24 <5 ngsmej w JMML (mlodmencgej
biataczce mielomonocytowej)
BRAF 7934 rzadko

Nalezy jednak pamigtac, ze do tej pory nie udato si¢ wytypowac genow, ktorych
patogenne warianty sekwencji $ci§le korelowatyby z zespotem mielodysplastycznym.
W wielu przypadkach ich wystepowanie zwigzane jest z rozpoznaniem innych zespotow
mieloproliferacyjnych czy idiopatycznej cytopenii o nieokreslonym pochodzeniu
(ICUS), klonalnej cytopenii o nieokreslonym pochodzeniu (CCUS), klonalnej
hematopoezie o nieokreslonym potencjale (CHIP) Iub idiopatycznej dysplazji
o nieokreslonym znaczeniu (IDUS) [18].

W zwigzku z powyzszym wystepowanie tylko mutacji w badanych genach nie

moze stanowi¢ podstawy do rozpoznania zespotu mielodysplastycznego [18].
3.2.1 Gen ASXLI

Gen ASXLI (Additional sex combs like 1) podobnie jak ASXL2 oraz ASXL3

nalezy do rodziny genéw ASXL homologicznych do genu ASXu Drosophila. U cztowieka
zlokalizowany jest na chromosomie pary 20 (20q11) 1 zbudowany jest z 12 eksondéw.
Biatko begdace produktem ekspresji ASXL1 nalezy do grupy biatek Polycomb, ktérych
funkcja jest migdzy innymi zdolno$¢ do remodelowania struktury chromatyny oraz udziat
w epigenetycznej regulacji ekspresji genow [43, 44]. Mutacje w genie ASXLI wystgpuja
z czgstoscig od 10-29% wszystkich zespotdéw mielodysplastycznych, w 40% przypadkow
przewlektej biataczki mielomonocytowej (CMML, ang. Chronic myelomonocytic
leukemia) oraz 17% przypadkoéw ostrej bialaczki szpikowej i stanowig niekorzystny
czynnik rokowniczy [35, 43].
Mechanizmy prowadzace do wystgpienia mutacji genu ASXLI w MDS nie s3 jasne.
Dowiedziono jednak, ze dotycza one C-terminalnego konca biatka bgdacego produktem
jego ekspresji. W wyniku mutacji, prowadzacej do zmiany ramki odczytu badz
przedwczesnego pojawienia si¢ kodonu STOP, zmodyfikowana struktura bialtka
prowadzi do nieregulowanej aktywacji transkrypcji [45]. Zauwazono réwniez, ze mutacje
genu ASXLI czeSciej wspotistnieja z mutacjami w genach RUNXI oraz TET2,
a z mniejszg czestotliwoscig z genami DNMT3A czy JAK?2 [35, 43, 44]. Budowe genu
ASXLI przedstawiono na Rycinie nr 3.
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Ryc. 3. Budowa genu ASXLI
[zrodio:http://atlasgeneticsoncology.org/Genes/ASXL11D44553ch20q1 1.html z modyfikacjami]

3.2.2 Gen RUNXI

Gen RUNXI (Runx Family Transcription Factor 1) nalezy do rodziny czynnikow
transkrypcyjnych, tworzacych  kompleks z kofaktorem CBFB. U cztowieka
zlokalizowany jest na chromosomie pary 21 (21q22) i zbudowany jest z 12 eksonow.
Kompleks ten zapewnia stabilnos¢ biatku RUNXI, ktore bierze udzial w wytwarzaniu
krwiotworczych komorek macierzystych 1iich réznicowaniu w linie mieloidalne
i limfoidalne [35]. Gen RUNXI pierwotnie zostat zidentyfikowany jako partner bioracy
udziat w translokacji t(8;21), charakterystycznej dla ostrej biataczki szpikowej oraz
w translokacji t(12;21) u chorych z ostrg biataczka limfoblastyczng [35]. Dopiero pdzniej
zauwazono, ze jego mutacje réwniez zaangazowane sg w rozwoj] MDS. Do tej pory
dowiedziono, ze u pacjentow z zespotem mielodysplastycznym mutacje w genie RUNX1
najczesciej dotycza przesunigeia ramki odezytu, co skutkuje zmiang w budowie biatka
bedacego jego produktem i utratg jego funkcji lub zmiang budowy C-terminalnego konca
domeny biatkowej [35]. Niezaleznie od rodzaju mutacji jej obecnos¢ jest niekorzystnym
czynnikiem prognostycznym w MDS [35]. Budowe genu RUNXI przedstawiono na

Rycinie nr 4.
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Ryc. 4. Budowa genu RUNXI [http://atlasgeneticsoncology.org, https.//iscn.karger.com/ISCN/ISCN2020/

chapter2#fig05]

3.2.3 Gen SF3BI
Gen SF3BI1 (Splicing factor 3b subunit 1) to gen kodujacy podjednostke 1 kompleksu
biatkowego czynnika splicingowego 3b. Nalezy do rodziny genéw U2 dnRNP
i zlokalizowany jest na dlugim ramieniu chromosomu pary 2 (2qll). Czynnik
splicingowy 3b, wraz z czynnikiem splicingowym 3a 1ijednostka 12S RNA, tworza
kompleks matych rybonukleoprotein jadrowych U2 (U2 snRNP). Mutacje SF3BI
opisano w kilku jednostkach chorobowych. W zespotach mielodysplastycznych
wystepuja one z czestoscia okoto 20-30% oraz silnie koreluja z podtypem MDS
charakteryzujacym si¢ obecnos$cig pierscieniowych syderoblastow. Obecno$¢ mutacji
w genie SF3B1 stanowi dobry czynnik rokowniczy i pozwala na postawienie diagnozy
zespolu mielodysplastycznego u pacjentoéw z niskim odsetkiem blastow (<5%) 1 stabo
wyrazonymi innymi objawami [42]. Budowe genu SF3B1 przedstawiono na Rycinie nr

5.
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Ryc. 5. Budowa genu SF3B1
[https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/gdv/browser/genome/?id=GCF_000001405.39,
https:/fiscn.karger.com/ISCN/ISCN2020/chapter2#fig05 |
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II. Cel pracy

Glownym celem niniejszej pracy Dbyta charakterystyka aberracji
chromosomowych u chorych z rozpoznaniem zespotu mielodysplastycznego, jak rowniez
ocena czgstoSci wystgpowania dwoch wybranych wariantow  sekwencji DNA
genow: ASXLI 1 RUNXI (nieopisanych wczesniej w zespotach mielodysplastycznych,
a wykrytych z wykorzystaniem metody NGS) oraz znanego wariantu sekwencji genu

SF3B1 (raportowanego wczesniej w literaturze).
Cel gléwny zrealizowano poprzez cele szczegdtowe takie jak:

1. charakterystyka aberracji chromosomowych W przebiegu zespotu
mielodysplastycznego,

2. analiza czesto$ci wystepowania wariantu sekwencji DNA ¢.1945G>T genu ASXLI,
c.1874G>T genu SF3B1 oraz ¢.502-2A>C genu RUNXI z zastosowaniem metody
pirosekwencjonowania,

3. porownanie wystgpowania badanych wariantow sekwencji w grupie pacjentéw
z kariotypem prawidlowym i w grupie pacjentéw z aberracjami chromosomowymi
w kariotypie w przebiegu zespotu mielodysplastycznego,

4. ocena przydatnosci metody pirosekwencjonowania w diagnostyce genetycznej

zespotéw mielodysplastycznych.
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III.  Materialy i metody

1. Charakterystyka grupy badane;j

Grupe badang stanowili pacjenci z rozpoznaniem zespotu mielodysplastycznego
skierowani na badanie cytogenetyczne do Pracowni Cytogenetyki Laboratorium
Diagnostyki Hematologiczne;.

W czasie prowadzenia badania w latach 2008 — 2020 do Pracowni Cytogenetyki

skierowano na badanie 452 pacjentéw z rozpoznaniem zespotu mielodysplastycznego.
Kryterium wigczenia pacjenta do badania byto:

e potwierdzenie rozpoznania zespotu mielodysplastycznego,

e uzyskanie wyniku badania cytogenetycznego w dwoch punktach czasowych, przy
czym czas pomiedzy kolejnymi badaniami nie mogt by¢ krétszy niz 180 dni (czas
na weryfikacje wstepnego rozpoznania, wykonanie dodatkowych badan
potwierdzajacych rozpoznanie, wykluczenie pacjentow transformujacych do

AML),

e dostepnos¢ materiatu genetycznego do badan metodami biologii molekularne;.

Zgodnie z zalozonymi kryteriami z 452 pacjentow z podejrzeniem zespotu
mielodysplastycznego 95 skierowano na badanie metodami cytogenetyki klasycznej
w dwoch punktach czasowych (potwierdzono wstepne rozpoznanie MDS). U dwoch
pacjentow nie uzyskano metafaz w jednym z punktow czasowych. Kariotyp uzyskano
u 93 pacjentow, przy czym u 80 z nich zachowane zostalo kryterium co najmniej 180 dni
pomigdzy pierwszym i drugim badaniem cytogenetycznym. Zabezpieczony po hodowli
materiat biologiczny pozwolil na uzyskanie catogenomowego DNA u 59 z 80 pacjentow.
Reasumujac analiz¢ cytogenetyczng wykonano u 80 pacjentéw, natomiast analize
wariantow sekwencji wybranych genow u 59 pacjentow.

W zwiagzku ze zmniejszeniem si¢ grupy badanej z 80 do 59 chorych poddanych analizie
metodami biologii molekularnej w toku prowadzonych badan podjeto decyzje
o powigkszeniu  badanej grupy o041 chorych  zrozpoznaniem  zespotu
mielodysplastycznego, u ktorych takie same analizy wykonano w jednym punkcie

czasowym.
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Pozwolito to na dokladniejsze okreslenie czestosci wystgpowania wytypowanych

wariantow w sekwencji DNA u pacjentow z zespolem mielodysplastycznym.

2. Material do badan

Materiatem do badan byt szpik kostny pobierany od pacjentéw z rozpoznanym
zespotem mielodysplastycznym w dwoch punktach czasowych. W miar¢ mozliwosci
dokonywano pobrania w momencie rozpoznania i w toku leczenia/obserwacji pacjenta
w zwigzku z rozpoznaniem zespotu mielodysplastycznego - wykonanie drugiego badania
cytogenetycznego u pacjenta zalezatlo od jego stanu klinicznego idecyzji lekarza

prowadzacego.

Badania wykonano po uzyskaniu zgody Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie
Medycznym im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu (Nr Uchwaty 194/19 z dnia
7. lutego 2019 roku).

3. Pobieranie materiatu

Materiat pobierany byt przez wykwalifikowany personel lekarski 1 pielegniarski
Katedry i1Kliniki Hematologii i Transplantacji Szpiku Uniwersytetu Medycznego
w Poznaniu, Oddzialu Hematologii Szpitala MSWiA w Poznaniu, Poradni
Hematologicznej] ARS MEDICAL w Pile, Warminsko-Mazurskiego Centrum Onkologii
w Olsztynie, Pleszewskiego Centrum Onkologii w Pleszewie oraz Kliniki Onkologii
1 Hematologii Pediatrycznej Szpitala Klinicznego im. K. Jonshera w Poznaniu. Pobranie
materialu do badania cytogenetycznego odbywalo si¢ metoda aspiracji cienkoigtowe;j
szpiku kostnego z talerza kosci biodrowej lub mostka. Materiat kolekcjonowany byt do
sterylnych probowek zawierajacych antykoagulant w postaci litowej heparyny. Objetos¢

pobranego szpiku kostnego wynosita minimum 4 ml.
4. Zaktadanie i hodowla pobranego materialu

Pobrany materiat byt dostarczany do Pracowni Cytogenetyki, Laboratorium
Diagnostyki Hematologicznej Szpitala Klinicznego Przemienienia Panskiego
w Poznaniu w dniu pobrania w przypadku jednostek kierujacych z wojewodztwa
wielkopolskiego (Poznan, Pita, Pleszew) lub wciggu 24 h od pobrania materialu

w przypadku pacjentow diagnozowanych 1leczonych w jednostce w Olsztynie.
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Transport materiatu odbywat si¢ zgodnie z zaleceniami, w odpowiedniej temperaturze
1 z zachowaniem warunkoéw transportu materiatu biologicznego. Procedura analizy
cytogenetycznej rozpoczynata si¢ w momencie zatozenia hodowli komoérkowych. W ich
sktad wchodzito odpowiednie medium do hodowli, w postaci podtoza hodowlanego
RPMI 1640 (stanowigcego 75% catej zawiesiny tj. okoto 7,5 ml), surowicy ptodowe;j
bydlecej (FBS) (stanowiacego 15% catej zawiesiny tj. okolo 1,5 ml) oraz zawiesiny
komorek szpiku kostnego pobranej od pacjentow (10% czyli okoto 1 ml). Zatozenie
hodowli komorkowej poprzedzone bylo wykonaniem badania parametréw morfologii
z wykorzystaniem analizatora hematologicznego (Yumizen H500, 5 diff, Horriba).
Na podstawie otrzymanego wyniku wartos§ci WBC (biale krwinki ang. white blood cells)
dokonywano obliczenia objetosci szpiku, ktory nalezato wykorzysta¢ w kazdej hodowli
komorkowej. W celu uzyskania najwyzszego indeksu mitotycznego, przygotowywano
zawiesiny hodowli komorkowej, w ktorych obecny byt milion komorek jadrzastych na
1 ml hodowli komorkowe;j. Jezeli objetos¢ zuzytego do zalozenia hodowli komorkowej
szpiku kostnego byla mniejsza niz 1 ml, odpowiednio modyfikowano ilo§¢ medium
wedlug zasady 75%-15%-10%. Hodowl¢ prowadzono w naczyniach hodowlanych typu
t-flask o pojemnosci 25 cm? (uzywane byly rutynowo do 2016 roku) lub probéwkach
Bioreaktor o pojemnosci 15 ml (wprowadzono do uzytku w 2017 roku), wyposazonych
w korek z filtrem, opisanych danymi pacjenta, nadanym numerem oraz czasem hodowli.
Dla kazdego pacjenta przeprowadzano dwie lub cztery hodowle 24-godzinne
148-godzinne. Dwie hodowle (jedna krotsza ijedna diluzsza) wzbogacone zostaty
stymulatorem wzrostu linii mieloidalnej. W przypadku zespoldw mielodysplastycznych
standardowo stosowano G-CSF (granulocyte colony stimulating factor), preparat
leczniczy, zawierajacy w swoim sktadzie substancje czynng filgrastym (rekombinowany
ludzki czynnik pobudzajacy wzrost kolonii granulocytow) w ilosci 7,5 pg na 10 ml catej
hodowli. Procedur¢ zatozenia hodowli komoérkowej przeprowadzano si¢ w warunkach
sterylnych, ktore zapewniata komora o przeptywie laminarnym. Nastgpnie butelki
hodowlane umieszczano w inkubatorze i prowadzono hodowle w systemie otwartym,

w temperaturze 37°C, w atmosferze 5% dwutlenku wegla (CO»).
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5. Konczenie hodowli komorkowej

Celem tej procedury byto uzyskanie metafaz do poézniejszej analizy GTG.

Standardowe etapy procedury zostaty przedstawione ponize;j.
5.1 Przygotowanie roztworu chlorku potasu i utrwalacza Carnoy’a

Wykorzystywany podczas procedury konczenia hodowli roztwor chlorku potasu
o stezeniu 0,075 M otrzymywano poprzez rozpuszczenie 2,8 g chlorku potasu cz.d.a.
w 500 ml wody destylowanej. Objetos¢ podana do kazdej hodowli komoérkowej to okoto
10 ml.

Utrwalacz Carnoy’a czyli roztwor metanolu i st¢zonego kwasu octowego
w stosunku 3:1 przygotowywany byt przed rozpoczeciem procedury konczenia hodowli
1 schtodzony do temperatury -20°C. Objetos¢ podawana do kazdej hodowli komorkowe;

to okoto 7 ml. Czynno$¢ powtarzana byta minimum 3 razy.
5.2 Przebieg procedury

Procedura konczenia hodowli rozpoczynata na pét godziny przed planowanym
czasem zakonczenia hodowli. W pierwszym etapie do hodowli komdrkowej podana byta
N-diacetylo-N-metylokolchicyna, pochodna kolchicyny o st¢zeniu 0,010 mg/l ml,
wilosci 10 pul na 1 ml zawiesiny hodowlanej, w postaci preparatu handlowego
Colcemid® (KaryoMax®, Gibco). Jego zadaniem bylo =zatrzymanie podzialow
komoérkowych w stadium metafazy podzialu mitotycznego poprzez wykorzystanie
wlasciwos$ci depolimeryzujacych mikrotubule w dzielacych si¢ komadrkach. Pozwalalo to
na uwidocznienie struktury chromosoméw w momencie gdy chromatyna wraz z DNA
jadrowym jest najsilniej skondensowana.

Etap ten zakonczony byl przeniesieniem zawiesiny komoérek znaczyn
hodowlanych do odpowiednio opisanych probowek stozkowych o pojemnosci 15 ml
(jesli hodowla prowadzona byta w probowkach typu bioreaktor etap przeniesienia
znaczynia hodowlanego byt pomijany). W ten sposoéb przygotowane hodowle
umieszczane byly w wiréwce, w celu usunigcia medium hodowlanego poprzez
wirowanie zawiesiny przez 10 minut przy predkosci obrotowej 600 g w temperaturze 4°C
lub przez 10 minut w temperaturze pokojowej przy predkosci obrotowej 450 g. Drugim

etapem bylo usunigcie supernatantu przy uzyciu pompki cisnieniowej lub jatowej pipety

38



pasterowskiej, tak aby nie naruszy¢ uzyskanego osadu. W celu wywotania szoku
osmotycznego dodano 0,075 M roztworu KCl. Ilosci dodawanego roztworu byta zalezna
od objetosci pierwotnej hodowli oraz wielkosci uzyskanego osadu jednak byto to nie
mniej niz 10 ml do kazdej odwirowane] zawiesiny komorek. Aby uzyska¢ mozliwie
najlepszy efekt roztwor podawano kroplami jednoczes$nie mieszajac zawiesing komorek
z wykorzystaniem wytrzasarki typu vortex. Przygotowane w ten sposob osady
komoérkowe zawieszone w KCI poddawano inkubacji przez 20 minut w inkubatorze
w temperaturze 37°C, w ktorym wczesniej prowadzono hodowle komérkowa. Etap ten
rowniez konczyl si¢ wirowaniem zawiesiny przez 10 minut w temperaturze pokojowe;j
przy predkosci obrotowej 450 g. Ostatnim etapem procedury konczenia hodowli
komoérkowej bylo zlanie supernatantu ipodanie roztworu Carnoy’a. Pelnigcy role
utrwalacza dla hodowanych komoérek szpiku kostnego roztwoér utrwalacza dodawato si¢
wilo$ci co najmniej 7 ml, kroplami jednocze$nie mieszajac zawiesing komorek
z wykorzystaniem wytrzasarki typu vortex. Czynno$¢ ta powtarzana byla minimum
trzykrotnie. Po kazdym podaniu roztworu Carnoy’a zawiesing komoérek wirowano
w temperaturze 4°C 1 przy predkosci obrotowej 600 g. Utrwalona w ten sposob zawiesina

komorek przechowywana byta w zamrazarce w temperaturze -20° C.

6. Metody badan

6.1 Cytogenetyka klasyczna

Klasyczne badanie cytogenetyczne polega na analizie chromosomow,
znajdujacych si¢ w stadium metafazy podzialu mitotycznego. W diagnostyce stosuje si¢
technik¢ barwienia roznicujacego okreslang jako barwienie prazkowe lub techniki
prazkowe. Najczesciej stosowane sg metody barwienia, pozwalajace na zidentyfikowanie

chromosoméw homologicznych poprzez otrzymanie wzoru prazkow G [45].
6.1.1 Przygotowanie preparatow

Preparaty do analizy cytogenetycznej przygotowywane byly wedtug procedury
rutynowo stosowanej w Pracowni Cytogenetyki.

Szkietka podstawowe moczono przez 24 godziny w kwasie solnym, a nast¢pnie
przemywano woda destylowana i 96% alkoholem etylowym. Po tym czasie odpowiednio

opisane numerem pacjenta i rodzajem hodowli komdrkowej umieszczane byly nad taznig
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wodng nagrzang do okoto 90°C. Wczesniej zakonczone hodowle komodrkowe
przygotowywano poprzez rozcienczanie lub zageszczanie za pomoca utrwalacza
Carnoy’a wcelu wuzyskania zawiesiny o odpowiedniej gestosci (dobieranej
do$wiadczalnie). Na rozgrzane szkietka podstawowe nakrapiano przygotowany materiat
za pomoca jatowej pipetki pasterowskiej, rozprowadzajac jednoczes$nie zawiesing na
catej powierzchni szkietka. Przygotowane szkietka pozostawano nad faznig wodna przez
okoto 4 minuty. Zastosowanie wysokiej temperatury i odpowiedniej wilgotnosci
umozliwiato otrzymanie preparatow mikroskopowych o parametrach pozwalajacych na
analize ptytek metafazowych o wysokiej jakosci.

Natomiast umieszczenie preparatdow w piecu nagrzanym do temperatury 80°C na
60 minut pozwalato na przyspieszenie procedury utrwalenia materialu na szkietkach oraz

odpowiedniego przygotowania do barwienia barwnikiem Giemzy.

6.1.2 Przygotowanie buforéow, przeprowadzenie trawienia ibarwienia

preparatow cytogenetycznych.

Procedura barwienia preparatow iuzyskania prazkow G przeprowadzana byla
wedlug nastepujacego schematu:

e Trawienie preparatow w temperaturze 37°C w tazni wodnej w roztworze trypsyny
e Ptukanie preparatdéw w szeregu buforow
e Barwienie w 4% roztworze Giemzy

Przeprowadzenie procedury wymagato przygotowania poszczegolnych buforow.
Bufor do ,trypsynowania” wykorzystywany byl wcelu rozpuszczenia enzymu
proteolitycznego — trypsyny. W sktad buforu wchodzilty bufory fosforanowe Soerensena
tj. KH2PO4 o stezeniu 0,07 mol (roztwor A) otrzymywany w wyniku rozpuszczenia
9,07 g KH,PO4 w 1 litrze wody destylowanej oraz NaHPO4 x 12 H>O o stezeniu
0,07 mol (roztwor B) otrzymywany w wyniku rozpuszczenia 23,87 g Na;HPO4 w 1 litrze
wody destylowane;.

Wyzej wymienione bufory fosforanowe mieszane byty stosunku 1:1. W zwiagzku
z tym w celu przygotowania 100 ml roztworu roboczego stosowano 50 ml roztworu
A 150 ml roztworu B, ktéry w kominku typu Coplin lub Hellendahl, umieszczany byt
w tazni wodnej ogrzanej do temperatury 37°C. Do tak przygotowanego i ogrzanego

roztworu roboczego dodawano enzymu trypsyny o stezeniu 0,023% na 10 ml buforu
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A+B. Czas trypsynowania dobierany byl indywidualnie dla kazdego pacjenta.
Najczesciej jednak wynosit 10 sekund. Czas ten pozwalat na uzyskanie odpowiedniej
jakosci wzoru prazkowego.

W celu zatrzymania reakcji trawienia preparatu trypsyng dokonywano
przeptukania preparatow w szeregu trzech buforow w nastgpujacej kolejnosci:
bufor A iB (stosunek 1:1), ptyn Hanks’a, bufor A iB (stosunek 1:1). W trakcie
prowadzenia badan procedura barwienia preparatow ulegta modyfikacji - dla pacjentow
wlaczonych do badania po 2018 roku stosowano gotowy bufor A i B w postaci tabletek
do rozpuszczenia w wodzie destylowanej. Sktad i stezenie buforu pozostato bez zmian,
natomiast procedura przygotowania w/w buforow ulegta uproszczeniu. Ostatnim etapem
bylo barwienie szkielek w roztworze Giemzy, ktory otrzymywano poprzez zmieszanie
w stosunku 1:1 buforow fosforanowych Séerensena A i B 1 barwnika Giemzy. Do analizy
GTG wykorzystywano 76 ml w/w buforu (38 ml roztworu A i38 ml roztworu B)
oraz 4 ml barwnika Giemzy. Zastosowanie powyzej opisanej procedury prowadzilo do
otrzymania preparatow barwionych metodg okreslang jako GTG (G - prazki G, T -
trypsyna, G - barwnik Giemza).

W celu pozbycia si¢ ewentualnych zanieczyszczen, mogacych niekorzystnie
wplynaé na jako§¢ wybarwianych preparatoéw otrzymany roztwor Giemzy filtrowano
trzykrotnie przy uzyciu bibuly Watmana 3MM. Po zmianie procedury irozpoczeciu

stosowania gotowego buforu A i B odstgpiono od procedury filtracji.

6.1.3 Analiza preparatoéw barwionych metoda GTG

Opisana wyzej procedura miata na celu uwidocznienie prazkow G. Zastosowana
technika trawienia preparatow roztworem zawierajacym w swoim skladzie enzym
proteolityczny - trypsyne, pozwalata na wuzyskanie charakterystycznego wzoru
prazkowego poprzez naruszenie struktury biatek histonowych. Efektem tego byto
uposledzenie zdolno$ci wigzania si¢ roztworu Giemzy do specyficznych regionéw kwasu
deoksyrybonukleinowego chromosomoéw (brak powinowactwa do barwnika
kationowego, jakim jest bigkit metylenowy obecny w roztworze Giemzy), czego
wynikiem byta mozliwos¢ obserwacji charakterystycznego wzoru - jasnych i ciemnych
prazkoéw. Regiony chromosomowe, ktore ulegly zabarwieniu okre$lane byly mianem

prazkéw pozytywnych (bogatszych w zasady azotowe adening ityming, ubozszych
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w sekwencje kodujace), natomiast te nie ulegajace barwieniu to prazki negatywne
(bogatsze w zasady azotowe cytozyne i guanine) [45, 46].

Po zakonczeniu procesu barwienia szkietek z materialem pacjentéw dokonywano
wyszukania obrazéw  plytek metafazowych z zastosowaniem systemu do
automatycznego wyszukiwania metafaz w przygotowanych preparatach
mikroskopowych. W tym celu wykorzystano mikroskop AXIO Imager Z.2 firmy Zeiss
wyposazony w stolik do automatycznego wyszukiwania ptytek metafazowych
1 oprogramowanie Metafer firmy Metasystems®. System ten pozwalat na wykonanie
zdje¢ zkazdego zanalizowanych preparatow iskatalogowanie ich wraz
z automatycznym zapisanie wspotrzednych kazdego zdjecia, a nastgpnie transfer zdjec
wybranych ptytek metafazowych do kompatybilnego programu Ikaros i zapisanie ich
w folderze odpowiadajagcemu numerowi pacjenta nadanym na poczatku catej procedury.
Dzigki zastosowanemu oprogramowaniu mozna bylo podda¢ analizie minimum
20 metafaz. Natomiast w przypadku pacjentow, u ktoérych obserwowano mniejszg liczbg
metafaz, ze wzgledu na niski indeks mitotyczny, przeprowadzano analiz¢ minimum
10 metafaz. Ostateczny wynik badania cytogenetycznego zapisywany byl zgodnie
z wprowadzonym po raz pierwszy w 1963 roku i zaktualizowanym w roku 2020,
uniwersalnym systemem nomenklatury cytogenetycznej ISCN (An International System
For Human Cytogenetic Nomenclature) rekomendowanym przez International Standing

Committee on Human Cytogenetic Nomenclature [47].
6.2 Biologia molekularna

Z badanej grupy pacjentéw, u ktorych materiat do badania metodg cytogenetyki
klasycznej pobrany byt dwukrotnie w réznych punktach czasowych, po wykonaniu
analizy GTG iokresleniu kariotypu, wytypowano 80 pacjentow, u ktérych
z zabezpieczonego peletu komoérkowego wyizolowano DNA wg opisanego w pracy
protokotu izolacji na aparacie MagCore.

Po izolacji oceniono stezenie i jako$¢ uzyskanego DNA z wykorzystaniem
metody spektrofotometrycznej i wybrano ostateczna grupe 59 pacjentow, u ktérych
wykonano analiz¢ wariantow sekwencji trzech wybranych gendéw: ASXLI, SF3BI,

RUNXI metodg pirosekwencjonowania.
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Nastepnie powyzsza grupa zostata powigkszona o 42 pacjentéw z rozpoznaniem
zespotu mielodysplastycznego oraz 11 pacjentow z wtorng ostra biataczka szpikowa,

u ktorych wykonano analiz¢ w jednym punkcie czasowym.
6.2.1 Izolacja genomowego DNA

Z zabezpieczonych hodowli komoérkowych, pobierano do nowej probowki typu
Eppendorf opisanej numerem pacjenta catos¢ zawiesiny komorkowej. Przygotowanie
komorek do izolacji za pomocg systemu MagCore® odbywato si¢ w nastepujacych

etapach:

1. Pobrana zawiesina wirowana byta w wir6wce MiniSpin przez 5 minut przy predkosci
obrotowej 1200 g, w temperaturze 4°C.

2. Usuwano supernatant przy uzyciu pipety automatycznej izawieszano komorki
w 500 pl schtodzonego 70% alkoholu etylowego, catos¢ mieszano poprzez delikatne
pipetowanie zawiesiny. Etap ten powtarzano dwukrotnie kazdorazowo wirujac
zawiesing w wirowce MiniSpin przez 5 minut przy predkosci obrotowej 1200 g,
w temperaturze 4°C.

3. Przygotowany wten sposob pelet komorkowy zawieszany byt w200 pl
buforowanego roztworu soli fizjologicznej bez jondw magnezu i sodu i umieszczany

w aparacie do automatycznej izolacji kwasow nukleinowych.

Izolacj¢ wykonywano z wykorzystaniem procedury dedykowanej dla
stosowanego kitu nr 101 - MagCore® Genomic DNA Whole Blood Kit (Speedy
Installation) zawierajacego kartridz oraz probowki do elucji i kompatybilne sterylne tipsy
do przeprowadzenia izolacji w systemie zamknietym. W sktad kartridza wchodzity
odczynniki oraz puste dolki, przedstawione graficznie na Rycinie nr 6, zapewniajace
odpowiednie warunki izolacji i oczyszczenia koncowego produktu jakim bylo DNA
pacjenta.

Kazda izolacja zakonczona byta okresleniem stezenia oraz sprawdzenia jakos$ci

wyizolowanego DNA za pomocg spektrofotometru Nanodrop ND-1000.

43



Ryc. 6. Schemat kartridza z buforami do izolacji DNA metodg automatyczng MagCore® Genomic DNA
Whole Blood Kit (Speedy Installation) firmy RBC; I — pusty dolek; 2 — 3 blok do podgrzania izolowanego
materiatu biologicznego poddawanego izolacji, 4 — 5 puste dotki, 6 — bufor elucyjny, 7—ddH20 (podwojnie
dejonizowana woda), 8 — 9 bufory myjqce, 10 — mieszanina kulek magnetycznych , 11 — bufor wigzgcy,
12 — bufor lizujgcy, 13 — proteinaza K, 14 — miejsce separacji produktow izolacji z uzyciem kulek

magnetycznych [48]

6.2.2. Zmiany molekularne analizowane w niniejszej w pracy

Zastosowanie metody pirosekwencjonowania oraz wybdr okreslonych zmian
w sekwencji DNA, ktore zostaly poddane analizie w niniejszej pracy nie byl
przypadkowy. Wczesniej prowadzone badania zespolu naukowcow z Katedry i Kliniki
Hematologii i1 Transplantacji Szpiku oraz Zaktadu Genetyki Nowotworow Instytutu
Genetyki Cztowieka PAN w Poznaniu pozwolito na wytypowanie mutacji wystepujacych
z wigkszg czestoscia (hot-spot) u pacjentow z rozpoznaniem MDS.

Wyzej wymienione badania opieraty si¢ o sekwencjonowanie nastgpnej generacji
(NGS) z wykorzystaniem platformy MiSeq firmy Illumina dla 9 genéw (67 eksonow,
91 amplikondéw) (Tabela nr 13) ul5 pacjentdow zrozpoznaniem zespotu
mielodysplastycznego. Materiatem do badan byt szpik kostny. Wybdr gendéw oparty
zostal natomiast o opublikowane w miedzynarodowych czasopismach aktualne
doniesienia zespoléw badawczych zajmujacych si¢ tematykag MDS [49, 50, 51]. Wyniki
badan NGS zostaly poddane analizie bioinformatycznej oraz potwierdzone dwoma

metodami: sekwencjonowaniem Sangera oraz pirosekwencjonowaniem.
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Tab. 13. Zmiany molekularne analizowane w przy pomocy NGS

Nazwa genu Analizowane eksony
ASXL1 12
RUNX1 3-8
SF3B1 12-16
U2A4F 1 2 oraz 6
SRSF 2 1
ZRSR 2 Caty region kodujacy
TET2 3-11
DNMT3A 2-23
P53 2-11

Na tej podstawie potwierdzono przydatno$¢ metody pirosekwencjonowania
w przypadku poszukiwania wariantow sekwencji DNA poszczegdlnych genow
o udowodnionym zwigzku z wystepowaniem zespotow mielodysplastycznych oraz
wytypowano warianty sekwencji DNA, sposrod ktorych trzy dotyczace gendow ASXLI,
SF3B1 oraz RUNXI analizowane sg w niniejszej pracy (Tabela nr 14) (pelne wyniki
sekwencjonowania NGS, na postawie ktorych wytypowano mutacje do analizy w tej

pracy znajduja si¢ w Zakladzie Genetyki Nowotwordéw, IGCz PAN).

Tab. 14. Zmiany molekularne analizowane w pracy

Nazwa Analizowana T . Lokalizacja (zgodnie Predyktor
genu zmiana yp zmiany z GRCh37/hg19) FATHMM
ASXL1 c.1945G>T Nonsens (kodon stop) chr20:31022460 0,92
RUNX1 ¢.509-2A>C Wariant splicingowy chr21:36231877 0,94
Missens (zamiana
SF3B1 c.1874G>T aminokwasu argininy chr2:198267483 0,99
na leucyng)

Wszystkie trzy zmiany analizowane w pracy miaty charakter patogenny
(z wynikiem na poziomie 0,92-0,99 wyznaczonym z uzyciem narzedzia predykcyjnego
FATHMM, Functional Analysis through Hidden Markov Models) 1 byty zaraportowane
w bazie COSMIC (Catalogue of Somatic Mutations in Cancer). Dwa z nich: wariant
c.1945G>T genu ASXLI oraz c.509-2A>C genu RUNXI byly zmianami wcze$niej
nieopisanymi w zespotach mielodysplastycznych.

Wariant ¢.1945G>T genu ASXLI to substytucja nukleotydu guaniny na tymine
w pozycji 1945 sekwencji kodujacej. Zmiana indukowana tg substytucjg ma charakter
nonsens, a wiec skutkuje pojawieniem si¢ w sekwencji aminokwasowej kodowanego

przez ten gen biatka aminokwasu glicyny i powstaniem kodonu stop. Utworzone w ten
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sposob biatko ma skrocong sekwencje aminokwasow a tym samym uposledzone funkcje.
Zmiana ta do tej pory raportowana byla u pacjentow z ostra biataczka szpikowa.

Wariant ¢.509-2A>C genu RUNXI to substytucja nukleotydu adenozyny na
cytozyne w pozycji 509-2, czyli przed poczatkiem eksonu (miejsce tgczenia sekwencji
intron/ekson), co okreslane jest mianem wariantu splicingowego. Zmiana ta ma wptyw
na przebieg procesu splicingu czyli przygotowania matrycy RNA do translacji (procesu
powstania biatka kodowanego przez ten gen). Sposéb przebiegu splicingu wynikajacy
z pierwotnej sekwencji DNA na matrycy, ktorego powstalo RNA ma wptyw na strukture
1 funkcje powstalego biatka. Zmiana ta rowniez do tej pory raportowana byta u pacjentow
z ostrg biataczka szpikowa.

Natomiast wariant ¢.1874G>T w genie SF3B1 to substytucja nukleotydu guaniny
na tymine w pozycji 1874 sekwencji kodujacej, ktéra ma charakter missens 1 powoduje
zmian¢ aminokwasu argininy na leucyne, co skutkuje zmieniong strukturg biatka. Zmiana
ta byla juz raportowana u pacjentow z zespotem mielodysplastycznym.

Ponadto w toku prowadzonych badan na podstawie powyzszego badania NGS
poszerzono grupe badang w niniejszej pracy o 41 chorych zrozpoznanym zespolem
mielodysplastycznym (badanie wykonano tylko wjednym punkcie czasowym),
u ktorych rowniez wykonano analiz¢ patogennego wariantu sekwencji DNA ¢.1945G>T

genu ASXL1, c.1874G>T genu SF3B1 oraz c.502-2A>C genu RUNX].
6.2.3 Projektowanie starterow

Startery uzyte do reakcji PCR zaprojektowano za pomocg programu Primer3Plus
(https://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi). Natomiast startery
wykorzystane w reakcji pirosekwencjonowania zostaty zaprojektowane w programie
Pyro Mark Assay Design 2.0. Specyficzno$¢ starteréw sprawdzono za pomoca

darmowego narzedzia internetowego Primer-BLAST.
6.2.4 Pirosekwencjonowanie

Pirosekwencjonowanie to metoda sekwencjonowania DNA  w czasie
rzeczywistym [48], w ktorej wykorzystuje si¢ jednoniciowe fragmenty DNA
amplifikowane w reakcji PCR ze starterami, z ktorych jeden znakowany byt biotyna.
Uzyskanie wyznakowanej jednoniciowej sekwencji jest mozliwe dzigki zwigzaniu

produktow reakcji PCR ze zlozem optaszczonym streptawidyna, a nastgpnie
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przeprowadzenie denaturacji iodptukanie sekwencji niewyznakowanej [52]. Do
przygotowanej w ten sposoéb matrycy dodawany byt starter sekwencyjny, ktory
umieszczano W sekwenatorze wraz zenzymami biorgcymi udzial w reakcji
tj.: polimerazg DNA, sulfurylaza, lucyferaza oraz apyraza 1 ich substratami: adenozyno-
5’-fosfosiarczanem 1 lucyferyng w odpowiednich proporcjach. Do tej mieszaniny
w trakcie sekwencjonowania podawane byty trifosforany deoksyrybonukleotydéw, ktére
na zasadzie komplementarno$ci taczyly si¢ =z matryca. Potaczenie trifosforanu
deoksyrybonukleotydu mozliwe byto dzigki obecnosci polimerazy DNA, ktéra podczas
reakcji uwalnia pirofosforan. Obecna w mieszaninie surfurylaza przeksztatca
pirofosforan do ATP z wykorzystaniem adenozyno-5’-fosfosiarczanu. Natomiast ATP
pozwalato na przeksztatcenie lucyferyny w oksylucyferyne z wykorzystaniem enzymu
lucyferazy. Kaskada tych reakcji enzymatycznych prowadzita do emisji sygnatu
swietlnego. Jego intensywno$¢ byta wprost proporcjonalna do ilosci nukleotydoéw
wbudowanych do matrycy DNA [52]. Sygnal $wietlny rejestrowany byt przez
fotodetektor 1 zapisywany przez oprogramowanie sekwenatora [52]. Zasade metody

pirosekwencjonowania przedstawiono graficznie na Rycinie nr 7.
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Ryc. 7. Zasada metody pirosekwencjonowania (https.//www.ire.pw.edu.pl/~trubel/inge/files/INGE4.pdf)
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6.2.4.1 Przygotowanie produktéw do pirosekwencjonowania

Pierwszym etapem poprzedzajacym pirosekwencjonowanie byta reakcja PCR
majaca na celu amplifikacje fragmentow DNA, ktére zostang poddane dalszej analizie.
Reakcje prowadzono w standardowej objetosci 25 ul. Jeden ze starteréw wyznakowano
biotyng na koncu 5°. W Tabeli nr 15 przedstawiono sktad mieszaniny reakcyjnej

natomiast w Tabeli nr 16 warunki reakcji.

Tab. 15. Skiad mieszaniny reakcyjnej

Skladniki Objetos¢ Stezenie wyjsciowe Ios¢é
PyroMarkBuffer 12,5 pl 2x 1x
Starter Forward 0,5 ul 20 uM 0,4 uM
Starter Reverse 0,5 ul 20 uM 0,4 uM

Woda 8,0 ul - -

CoralLoad 2,5 ul 10x 1x

DNA 1,0 pl 50 ng/ul* 50 ng*
Objetos¢ reakeji 25 ul

* w przypadku pacjentow, u ktorych nie udato si¢ uzyska¢ DNA o st¢zeniu 50 ng/ul wykorzystywano DNA o nizszym

stezeniu (minimum 10 ng/ pl).

Tab. 16. Warunki reakcji PCR

Denaturacja wst¢epna 95°C, 15 minut
Denaturacja 94° C, 30 sekund
Przylaczanie starteréw 61°C, 30 sekund
Elongacja 72°C, 30 sekund
Elongacja koncowa 72°C, 10 minut

Reakcja PCR prowadzona byla przez 45 cykli. Wszystkie uzyte w reakc;ji
odczynniki pochodzity z firmy Qiagen.

Produkty reakcji PCR sprawdzono podczas rozdziatu elektroforetycznego
w 1% zelu agarozowym z barwnikiem fluorescencyjnym emitujagcym zielone $wiatlo
o dlugosci fali 515 nm, widoczne w transiluminatorze (SimpySafe, EurX). Jako marker
wielkosci wykorzystano GeneRuler 100bp DNA Lader (ThermoFisher Scientific).
Rozdziat prowadzono przy napigciu 130V, wbuforze 1XxTBE przez 60 minut.
Wykorzystanie w reakcji PCR barwnika CoralLoad, pozwolilo na bezposrednie

sprawdzenie produktéw reakcji PCR w Zelu agarowym.
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6.2.4.2 Przygotowanie programu do pirosekwencjonowania

Przeprowadzenie pirosekwencjonowania z zastosowaniem aparatu PyroMark
Q48 Autoprep mozliwe bylo dzigki zaprojektowaniu testu do genotypowania — AQ-Assay

w programie PyroMark dedykowanym do uzywanego sekwenatora.
6.2.4.3 Optymalizacja metody pirosekwencjonowania

W celu optymalizacji zastosowanej metody pirosekwencjonowania badanie
przeprowadzono réwniez dla pigciu probek DNA wyizolowanego z krwi obwodowe;j
zdrowych osob. Zatozono, ze analizowane w pracy zmiany ¢.1945G>T w genie ASXLI,
¢.509-2A>C w genie RUNXI oraz c.1874G>T w genie SF3B1 nie wyst¢puja w badanych
probkach i1 na tej podstawie okreslono prog detekcji. Przyjeto, ze aby dana zmiana zostata
uznana za mutacj¢, a nie btagd metody procentowa zawarto$¢ allelu nieprawidtowego

powinna by¢ co najmniej dwukrotnie wyzsza niz ta wynikajaca z btedu metody.
6.2.4.4 Przeprowadzenie pirosekwencjonowania

Pirosekwencjonowanie przeprowadzono z zastosowaniem platformy PyroMark
Q48 Advance firmy Qiagen idedykowanych mu odczynnikéw. Jednoczasowo
w aparacie mozliwe bylo przeprowadzenie sekwencjonowanie 48 probek pacjentow dla
jednej analizowanej zmiany.

Platforma posiadata trzy kartridze, w ktorych umieszczano kolejno trifosforany
deoksyrybonukleotydow (ATP, GTP, CTP, TTP - kazdy do osobnej oznaczonej
kolumny), startery dla reakcji oraz enzymy (PyroMark Enzyme Mixture, Qiagen)
1 substraty reakcji (PyroMark Substrate Mixture, Qiagen). Objetos¢ dodawanych
odczynnikow zalezna byta od dlugosci sekwencji poddawanej analizie, zawartosci par
GC oraz liczby analizowanych probek. Natomiast na jednorazowy dysk umieszczany
w aparacie naktadano bufor zawierajacy w swoim sktadzie streptawidyng¢ (PyroMark
Magnetic Beads) w objetosci 5 pul oraz produkty reakcji PCR w objetosci Sul.

Przed rozpoczeciem pierwszego sekwencjonowania w serii aparat nalezalo przemyc¢
postepujac  wg instrukcji producenta. Analiza sekwencji wykonywana byta
z wykorzystaniem dedykowanego do aparatu programu PyroMark Q24, Qiagen. Aparat
do pirosekwencjonowania przedstawiono na Rycinie nr 8, natomiast przyktadowa ptytke

1 program do pirosekwencjonowania na Rycinie nr 9.
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Ryc. 8. Aparat do pirosekwencjonowania, kartridz oraz dysk, na ktory naktadano probki pacjentow do
pirosekwencjonowania, www.qiagen.com)
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Ryc. 9. Przyktadowa plytka i program do pirosekwencjonowania genu ASXLI pacjentow z MDS
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IV. Wyniki

1. Analiza cytogenetyczna

Analizie metodami cytogenetyki klasycznej poddano 80 pacjentéw
z rozpoznaniem zespotu mielodysplastycznego (37 kobiet oraz 43 mezczyzn).
U wszystkich pacjentdow wykonano badanie GTG zgodnie w opisang w pracy metodyka
1 analizowano co najmniej 20 metafaz. W przypadku pacjentow z niskim indeksem
mitotycznym lub gdy aberracje chromosomowe wystepowaty we wszystkich metafazach
analizie poddano minimum 10 metafaz. Wynik zapisano zgodnie z uniwersalnym
systemem nomenklatury cytogenetycznej (ISCN) rekomendowanym przez International
Standing Committee on Human Cytogenetic Nomenclature [47]. Wynik badania dla
ztozonych kariotypow przedstawiono w formie opisowe;.

Pierwsze badanie wykonano w momencie rozpoznania, natomiast kolejne
podczas kontroli pacjenta w jednostce prowadzacej leczenie. Mediana wieku pacjentow
W momencie rozpoznania wynosita 59 lat, przy czym najmtodszy pacjent mial § lat
anajstarszy 85 lat. Sredni czas pomiedzy kolejnymi badaniami cytogenetycznymi

wynosit 498 dni (najkrotszy odstep czasowy to 182 a najdtuzszy to 1868 dni).
Po wykonaniu analizy GTG wyodrebniono cztery grupy pacjentow:

e GRUPA 1 (n=22 pacjentéw) z nieprawidlowym kariotypem w dwoch
kolejnych;

e GRUPA 2 (n=10 pacjentéw) z nieprawidtowym kariotypem w pierwszym
badaniu i prawidlowym w kolejnym, grupe t¢ okreslono na potrzeby pracy
jako remisj¢ choroby;

e GRUPA 3 (n=6 pacjentow) z prawidlowym kariotypem w pierwszym
badaniu i nieprawidtowym w kolejnym, grupe te okreslono na potrzeby
pracy jako progresja choroby;

e GRUPA 4 (n=42 pacjentéw) z prawidtlowym kariotypem zarowno

w pierwszym jak i kolejnym badaniu.

Wyniki badan metodami cytogenetyki klasycznej (GTG) przedstawiono w Tabeli
nr 17, 18, 19 oraz 20, natomiast podziat pacjentéw z uwzglednieniem przynaleznosci do
jednej z powyzszych grup w Tabeli nr 21 i zamieszczono je ponize;.
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Tab. 17. Wyniki badan cytogenetycznych pacjentow w dwoch punktach czasowych z grupy pierwszej (GRUPA 1)

Wiek Czas
Lp. Ple¢ pacjenta Numer Nr Wynik badania cytogenetycznego Numer Nr Wynik badania cytogenetycznego pomiedzy 1
w w momencie pacjenta MDS (rozpoznanie — I badanie) pacjenta MDS (II badanie) i II badaniem
rozpoznania (w dniach)
MDS MDS 46,XY.del(12)(p13)[6],
1 m 67 16414 11 47,XY,+8[3]/46,XY[21] 13218 12 1(15;18)(q?12:p211.2)[ 14][cp14] 1416
40~46,XY,?add(2)(q37)[6],-5[4],-8[3],
42~45,XY,-5[14],-6[14],del(7)(q22)[ 14], -9[4],2del(12)(p13)[4],-13[3],-14[3],-15[5],
MDS -9[8],-9[7],-15[14],-18[4],-19[14], MDS -17[3],-18[4],del(20)(q12)[3],
2 m 66 88316 2.1 +marl[14],+mar2[8],+mar3[10], 43017 2.2 +marl [3],+mar2[3],+mar3[2],+mar4(2], 231
+mar4[9],+mar5[4][cp14]/46,XY[1] +mar5[2],+mar6[2][cp11]/
46,XY,add(1)(p36)[2]/46,XY[4]
44~47, XX, +X,[2],del(5)(q13q33)[17], 46,XX,del(5)(q13q33)[13],
MDS der(6)t(6;9)(p23;q22)[17],+8[10], MDS der(6)t(6;9)(p23;922)[13],
3 k 42 29114 31 der(9)(1(6;9)(p23;922)[13],-9[31,-17[6], 93214 32 der(9)t(6;9)(p23;q22)[10],-17[4],-18[3], 183
’ -19[4],-20[16],-21[4],-22[7],+mar1[15], ’ -19[5],-20[10],-21[2],-22[10],+mar1[11],
+mar2[13][cp17]/46,XX[3] +mar2[4][cpl3]/46,XX[6]
W 10 metafazach zaobserwowano utraty
chromosomoéw pary 3, 5,7, 13 17;
obecnosci 2 dodatkowych kopii
chromosomu pary 8 oraz chromosomu
pochodnego pary 12 powstatego
45 X Vi S (5L 01 e i o)
MDS -7[31,+8[51,+8[3],+10[2],12[4],add(12)(p?)[3], MDS . .
4 m 73 34713 41 S15[4],-17[3].-21[3],-22[5],+mar[2][cp17])/ 65514 49 pary 12 a dlugim ramieniem chromosomu 435

pary 17, obecnosci chromosoméw
markerowych - marl (wielkosci
chromosomow z grupy B), mar2 (wielkosci
chromosomoéw z grupy B), mar3 (wielkosci
1/3 chromosomoéw z grupy G), mar4
(wielkosci chromosomoéw z grupy E)

46,XY[13]
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Wiek
. pacjenta Numer Nr
L.p. Plec w momencie pacjenta MDS
rozpoznania
5 m 64 11514 MDS
5.1
6 k 68 18007 MDS
6.1
7 m 70 72914 N;DIS
8 k 63 35811 NéDlS

Wynik badania cytogenetycznego
(rozpoznanie — I badanie)

46,XY,t(4;7;12)(p16:922;q24.1)[8]/
45, XY,1(4;7;12)(p16:q22;q24.1),-17[ 1]/

46,XY,4(2;13)(q23;q14)[2]/
45 XY,-17[2)/
46,XY[10]

44~45X,-Y[19],-21[3][cp21]

46,XX,del(5)(q22q35)[18]/46,XX[3]

47 XX +8[19]/46,XX +8,-21[3]/47,XX,+9[3]

53

Numer Nr
pacjenta MDS

MDS
11715 59

MDS

32110 6.2
MDS

73215 72
MDS

45814 82

Wynik badania cytogenetycznego
(IT badanie)

W 16 analizowanych metafazach
wystepowala najprawdopodobniej
zrownowazona translokacji pomigdzy
chromosomami pary 4, 71 12 -
t(4;7;12)(p16;922;q24.1);
najprawdopodobniej translokacji t(1;11)

z jednoczesna delecja materiatu
genetycznego z ramienia p chromosomu
pary 1; najprawdopodobniej translokacji
t(12;17); delecja ramienia q chromosomu

pary 7 i/lub translokacji chromosomu pary
7 z innym chromosomem [t(7;?)]; addycja
materiatu genetycznego nieznanego
pochodzenia na ramieniu p chromosomu
pary 17; obecno$¢ chromosomow
markerowych: marl - wielkos$cig zblizony
do chromosomoéw z grupy C; mar2
wielkoscia zblizony do chromosoméw
z grupy B, mar3 — ksztatt akrocentryczny
wielkoscig zblizony do grupy E, mar4 —
ksztalt akrocentryczny, wielkoscig zblizony
do grupy G, mar5 - ksztalt akrocentryczny,
wielkoscia zblizony do 2 grupy G, mar6 —
wielkoscia zblizony do grupy F; utraty
chromosomow pary 15, pary 14 oraz
dodatkowej kopii chromosomu pary 8 i 20.
46,XX,del(5)(q22q35)[13])/
47,XX,del(5)(q22q35),+8[4]/
45,XX,del(5)(q22q35),-19[2)/
46,XX,+8,-19[1]/
46,XX[3]
45,X,-Y[14]/45,X,-Y,add(16)(q24)[3]/
46,XY[5]
47,XX,+8[8]/44~45,XX,+8[3],-18[3],
-21[3]cp5]

Czas
pomiedzy 1
i II badaniem
(w dniach)

647

753

320

1020



L.p.

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

Pleé

Wiek
pacjenta
W momencie
rozpoznania

42
56

61

52

76
69

71

85

74

62

75
63

78

Numer
pacjenta

100618
78617

113815

18314

8113
5012

3416

130016

6414

127817

1719
4714

90815

Nr
MDS

MDS
19.1

MDS
31.1

MDS
32.1

MDS
33.1

MDS
34.1
MDS
35.1
MDS
36.1

MDS
37.1

MDS
38.1

MDS
39.1

MDS
40.1
MDS
41.1
MDS
42.1

Wynik badania cytogenetycznego

(rozpoznanie — I badanie)

47,XY +19[8]/48,XY,+8,+19[ 11/47,XY +8[1]/46,XY[2]

47, XX, +8[10]
46,XX,add(11)(q?23)[13]/

46,XX[7].ish add(11)(q23)(MLL-)

46,XX,del(2)(q?31),

der(12)(12q?14—12p13::2q?31—2q?37::12q?—12qter)[5]/

46,XX[16]
46,XX,del(5)(q13q33),+mar[3]/

46,XX,del(5)(q13q33)[22]/46,XX[1]
47,XX,del(3)(q21),+8[12]/47,XX,+8[2]

46,XY,1(12;12)(q13;924.1)[11]

42~46,XY,add(4)(p16)[12],

-4[12],del(5)(q15q33)[11],-7[11],
der(8)(8pter —8q12::12q13—12qter)[12],
der(8)(?::cen—?::8q13—8qter)[11],

-12[8],add(13)(p13)[9],
der(16)add(16)(q24)[10],+18[9],
-20[8],+marl[2],+mar2[2][cp12]

46,XY del(5)(q22935)[20]

44~45 X -X[4],del(5)(q13933)[10],
add(7)(p22)[10],del(12)(p11.2)[3],
-12[3],del(13)(2q12q21)[4].,-17[3],

-18[3][cp101/46,XX[12]

46,XX,del(5)(q13q33)[4]/47,XX,+8[2]/

46,XX[15]

46,XY del(5)(q21933),del(20)(q12)[15]/
46,XY del(5)(q13q33)[4]/46,XY[11]

46,XX.,del(5)(q12q33)[10]/46,XX[8]
54

Numer
pacjenta

35420

72718

48717

151317

23716

57813

76516

129017

65317

60518

55220

72815

119019

Nr
MDS

MDS
19.2
MDS
31.2
MDS
322

MDS
332

MDS
342
MDS
352
MDS
36.2

MDS
37.2

MDS
38.2

MDS
39.2

MDS
40.2
MDS
41.2
MDS
422

Wynik badania cytogenetycznego
(IT badanie)

48,XY,+19,+21[9]
47,XX,+8[3]/46,XX[3]

46,XXder(11)add(11)(q23)[14]/46,XX[5]

46,XX,del(2)(q?31),
der(12)(12q?14—12p13::2q?31—-2q?37::12
q?—12qter)[5]/46,XX[17]

46,XX,del(5)(q13933)[20]

46~47,XX,del(3)(q21)[20],+8[19],-13[3],
21[4][cp20]

46,XY,1(12;12)(q14;q24.1)[15]

42~46,XY,add(4)(pl6)[13],
-4[13],del(5)(q15933)[13],-7[10],
der(8)(8pter—8q12::12q13—12qter)[13],
der(8)(?::cen—?::8q13—8qter)[13],
-12[13],add(13)(p13)[8],-13[4],
der(16)add(16)(q24)[5],
inv(16)(p11.1q11.2)[3],+18[6],
-20[9],-20[4],4+mar1[3],+mar2[5][cp13]

46,XY del(5)(q22935)[15]

44~45XX,del(5)(q13933)[7],
add(7)(p22)[7],del(13)(12q21)[2].-18[6],
20[4][cp7]/46,XX[8]

46,XX,del(5)(q13933)[9]/46,XX[5]

46,XY del(5)(q21¢33),del(20)(q12)[ 10]/
46,XY[10]

46,XX,del(5)(q12q33)[2]/46,XX[18]

Czas
pomiedzy 1
i II badaniem
(w dniach)

599
372

526

1332

1120
620

182

976

1211

307

540
552

1555



Wiek

. pacjenta Numer Nr
L.p. Plec w momencie pacjenta MDS
rozpoznania
MDS
22 k 66 94018 431

Wynik badania cytogenetycznego
(rozpoznanie — I badanie)

44~45 XX, del(5)(q13933)[10],-19[4],-21[4],
-22[3][cp10]

Numer Nr
pacjenta MDS
MDS

60919 439

Tab. 18. Wyniki badan cytogenetycznych pacjentow w dwoch punktach czasowych z grupy drugiej (GRUPA 2)

Wiek
. . Nr
L.p. Ple¢ w momencie R
. pacjenta
rozpoznania

1 m 54 114216
2 k 66 117616
3 m 74 121418
4 k 74 41210
5 k 71 9015
6 m 71 41814

Nr
MDS

MDS
18.1

MDS
20.1

MDS
21.1

MDS
22.1
MDS
23.1

MDS
25.1

Wynik badania cytogenetycznego
(rozpoznanie —I badanie)

46,XY del(5)(q12933)[11]

45~46,XX,-19[4],-20[7],+mar1[6],+mar1[2],

+mar2[3][cp7]/46,XY[11]

Nr pacjenta

12918

108517

W 8 z 15 analizowanych metafaz stwierdzono addycje
materiatu genetycznego nieznanego pochodzenia na dlugim

ramieniu chromosomu pary 12; aberracje w obrebie
krotkiego ramienia chromosomu pary 17; obecno$é

acentrycznych form chromosomow - dmin (od 1 do 4);
obecnosci 5 chromosoméw markerowych - marl wielkosci

chromosomoéw z grupy E (chromosomy pary 16-18), mar2

83219

2/3 wielkosci chromosomow z grupy C (chromosomy pary 6-

12 1 X), mar3 wielkosci chromosoméw z grupy G
(chromosomy pary 21-22 1Y), mar4 wielkoS$ci

chromosomoéw z grupy C, mar5 wielko$ci chromosoméw

z grupy a (chromosomy pary 1-3). w pozostatych 7
metafazach stwierdzono kariotyp prawidtowy.

47 XX, +8[3]/46,XY[25]

46,XX,del(5)(q13q33)[20]/46,XX[2]

46,XY del(11)(q23)[2]/46,XY[17]

55

60812

6116

16015

Wynik badania cytogenetycznego

(IT badanie)

46,XX,del(5)(q13933)[7]

Wynik badania
Nr MDS cytogenetycznego
(IT badanie)

MDS

18.2 46,XY[13]
MDS

202 46,XX[20]
MDS

212 46,XY[16]
MDS

229 46,XX[25]
MDS

232 46,XX[20]
MDS

259 46,XY[20]

Czas
pomiedzy 1
i II badaniem
(w dniach)

307

Czas pomie¢dzy
IiII badaniem
(w dniach)

462

299

316

771

358

258



L.p.

10

Pleé

Wiek
W momencie
rozpoznania

60
77

62

Nr
pacjenta

79414
53714
55012

103815

Nr
MDS

MDS
26.1
MDS
27.1
MDS
28.1
MDS
29.1

Wynik badania cytogenetycznego
(rozpoznanie —I badanie)

46,XY,inv(11)(p14p15)[2]/46,XY[17]

46,XY del(22)(q12)[2]/46,XY[22]

45, XX,del(5)(q12933),-21[3)/
46,XX,del(5)(q12q33)[14]/46,XX[1]

46,XY del(7)(q31)[3]/46,XY[18]

Nr pacjenta

138916
132616
49613

55016

Tab. 19. Wyniki badan cytogenetycznych pacjentow w dwoch punktach czasowych z grupy trzeciej (GRUPA 3)

L.p.

10

11

12

14

15

Ple¢

Wiek

W momencie
rozpoznania

62

61

61

67

77

83

Nr
pacjenta

74216
41616
20512
15512
121518

12715

Nr
MDS

MDS
9.1
MDS
11.1
MDS
12.1
MDS
14.1
MDS
16.1
MDS
17.1

Wynik badania cytogenetycznego

(rozpoznanie — I badanie)

45, XY ,-21[3]/46,XY[17]

46,XX[29]

43~45 X,-Y[4].-15[3],-17[3][cp6]/46,XY[20]

45, XY[25]
46,XY[12]

46,XY[19]

56

Nr

pacjenta

137918

125616

11213

21313

76819

127215

Nr
MDS

MDS
9.2
MDS
11.2
MDS
12.2
MDS
14.2
MDS
16.2
MDS
17.2

Wynik badania
Nr MDS cytogenetycznego
(IT badanie)
MDS
262 46,XY[20]
MDS
272 46,XY[19]
MDS
282 46,XX[21]
MDS
292 46,XY[17]

Wynik badania cytogenetycznego
(IT badanie)

47, XY, +8[6],add(9)(q?34)[ 1],
del(20)(q12)[1][cp6]/46,XY[9]
47~50,XX,+8[5],+10[6],+14[7],
+21[6][cp7]/46,XX[11]
45X,-Y[6].-15[3],16[4],17[3],-18[3],
-19[9],-20[3],-22[6][cp171/46,XY[17]
47, XY, +8[14]/48,XY +8,+mar[ 1]/
45, XY ,-7[3)/47,XY,+mar[1]/46,XY[17]

47,XY,+8[3]/46,XY[5]

46,XY del(11)(q23)[41/46,XY[17]

Czas pomiedzy
Ii II badaniem
(w dniach)

811
1607
302

222

Czas
pomiedzy I i
II badaniem

(w dniach)

875
210
322
384
294

304



Tab. 20. Wyniki badan cytogenetycznych pacjentow w dwoch punktach czasowych z grupy czwartej (GRUPA 4)

L.p.

10

11

12

13

14

15

Ple¢

Wiek
W momencie
rozpoznania

71

63

19
65
34
57
71
63

76

61

29
68
37
54

71

Nr
pacjenta

92215

132515

33010
93217
31910
61513
61818
115116

20817

125215

43814
18417
8217
7010

76517

Nr MDS

MDS
15.1

MDS
44.1

MDS
45.1
MDS
46.1
MDS
47.1
MDS
49.1
MDS
50.1
MDS
51.1
MDS
53.1

MDS
54.1

MDS
55.1
MDS
56.1
MDS
57.1
MDS
58.1
MDS
59.1

Wynik badania cytogenetycznego

(rozpoznanie — I badanie)

45,XY,-21[3]/46,XY[19]

46,XX,inv(9)(p11q12)[20]

46,XY[23]
46,XY[20]
46,XX[20]
45,XY,-20[3]/46,XY[19]
46,XY[18]
46,XX[16]

46,XY[18]

46,XX[17]

45 XX,-20[3]/46,XX[21]
46,XY[20]
47 XX, +mar[2]/46,XX[19]
46,XY[20]

46,XY[19]

57

Nr
pacjenta

86516

129817

70113
71018
54113
59215
43620
24619

55918

94918

49516

79018

73818
7711

55818

Nr MDS

MDS 15.2

MDS 44.2

MDS 45.2

MDS 46.2

MDS 47.2

MDS 49.2

MDS 50.2

MDS 51.2

MDS 53.2

MDS 54.2

MDS 55.2

MDS 56.2

MDS 57.2

MDS 58.2

MDS 59.2

Wynik badania
cytogenetycznego
(IT badanie)
46,XY[18]

45~46,XX,
-2[31inv(9)(p12q13)[8],
21[4][cp7)/
46,XX,inv(9)(p12q13)[11]

46,XY[20]
46,XY[12]
46,XX[24]
46,XY[20]
46,XY[12]

46,XX[9]

43~45,XY,-14[3].-15[3],
20[3][cp5]/46,XY[12]
42~45,X,-X[41,-2[3].-13[3],
-14[3].-18[4],-19[4],
-22[3][cp12]/46,XX[10]

45 XX,-22[3]/46,XX[17]
46,XY[20]
45XX,-21[5]/46,XX[9]

46,XY[21]

44~45 XY -6[3],
20[3][cp5]/46,XY[8]

Czas
pomiedzy Ii
IT badaniem

(w dniach)

330

646

1182
336
1122
609
343
869

455

990

701
511
525
365

338



L.p.

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

Wiek
Ple¢ w momencie
rozpoznania
k 64
m 58
m 37
k 40
k 49
k 64
m 62
k 67
m 37
m 58
m 11
m 28
k 64
m 54
k 36
k 72
k 74

Nr

pacjenta

121615

49313

29212

13115

43919

32913

87215

152417

45519

10008

74315

15113

32417

92419

42609

77218

45211

Nr MDS

MDS
61.1
MDS
65.1
MDS
66.1
MDS
67.1
MDS
68.1
MDS
69.1
MDS
70.1
MDS
71.1
MDS
72.1
MDS
73.1
MDS
74.1
MDS
75.1
MDS
77.1
MDS
78.1
MDS
80.1
MDS
81.1
MDS
82.1

Wynik badania cytogenetycznego
(rozpoznanie — I badanie)

45,XX,-21[3]/46,XX[17]
46,XY[21]
45,X,-Y[3]/45,XY,-18[3]/46,XY[22]
46,XX[22]
46,XX[20]
46,XX[25]
46,XY[19]

47 XX, +mar[2]/46,XX[20]
45,XY,-21[3]/46,XY[13]
46,XY[25]
46,XY[19]

46,XY[30]

44~45,XX,-11[4],-21[4],
-22[3][cp8]/46,XX[14]
42N459X7_Y[3]a'6[3]7_8[3] Dn 1 4[3] >
-22[3][cp6]/46.XY[4]

46,XX[20]
45 XX,-2[3]/46,XX[6]

46,XX[22]

58

Nr

pacjenta

76818

2615

86317

52416

106919

66914

99116

73418

79320

9910

63516

71913

21718

109620

29512

72019

45915

Nr MDS

MDS 61.2

MDS 65.2

MDS 66.2

MDS 67.2

MDS 68.2

MDS 69.2

MDS 70.2

MDS 71.2

MDS 72.2

MDS 73.2

MDS 74.2

MDS 75.2

MDS 77.2

MDS 78.2

MDS 80.2

MDS 81.2

MDS 82.2

Wynik badania
cytogenetycznego

(IT badanie)
46,XX[20]
46,XY[22]
46,XY[13]

46,XX[23]

45, XX,-22[4]/46,XX[19]

46,XX[20]
46,XY[25]
46,XX[21]

46,XY[20]

45 XY,-21[4]/46,XY[20]

45 XY,-22[4]/46,XY[15]

46,XY[20]
46,XX[20]
46,XY[12]
46,XX[25]
46,XX[14]

46,XX[18]

Czas
pomiedzy Ii
II badaniem

(w dniach)

947
510
1857
462
187
447
374
226
483
709
379
265
336
441
924
756

1296



L.p.

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

Wiek
Ple¢ w momencie
rozpoznania
k 69
k 28
k 31
k 52
m 60
m 61
k 73
m 68
k 76
m 63

Nr

pacjenta

5114

7811

39415

5515

26215

18713

97416

14016

26914

13211

Nr MDS

MDS
83.1
MDS
84.1
MDS
85.1
MDS
86.1
MDS
87.1

MDS
88.1

MDS
89.1
MDS
90.1
MDS
91.1
MDS
93.1

Wynik badania cytogenetycznego
(rozpoznanie — I badanie)

46,XX[23]
46,XX[23]

45 XX ,-13[3]/46,XX[24]
46,XX[20]

45, X,-Y[5]/45,XY,-19[3]/46,XY[13]

41~45,XY,-2[3].-5[3],-6[5].-8[31,-9[3],-10[6],
-11[3],-15[4],-20[4],-21[6],-22[3][cp19]/
46,XY[9]
46,XX[19]

46,XY[20]

46,XX[21]

45, XY,-22[3]/46,XY[18]
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Nr
pacjenta

42515
33816
127616
54616

93515

13414

43417
78417
25515

24914

Nr MDS

MDS 83.2

MDS 84.2

MDS 85.2

MDS 86.2

MDS 87.2

MDS 88.2

MDS 89.2

MDS 90.2

MDS 91.2

MDS 93.2

Wynik badania
cytogenetycznego
(IT badanie)
46,XX[19]
45,XX,-21[3]/46,XX[18]
45,XX,-19[3]/46,XX[20]

45, XX,-18[3]/46,XX[20]

44~45X.-Y[2],
-16[3][cp4]/46,X Y[ 18]

46,XY[10]

46,XX[19]
46,XY[20]
46,XX[17]

46,XY[22]

Czas
pomiedzy Ii
II badaniem

(w dniach)

460
1868
580
489

183

341

205
497
320

1118



Tab. 21. Podziat pacjentow na 4 grupy na podstawie wyniku badania cytogenetycznego.

Sredni czas

Liczba s .
Numer Charakterystyka grupy pacjentow Odsete!{ pacj ?“tf,’w pomledzy.dW(.)ma
grupy [n=80] w danej grupie [%] badaniami
w danej grupie
GRUPA Kariotyp meprawgﬂowy w dwoch 2 27% 436 dni
1 badaniach
Badanie i — kariotyp nieprawidtowy;
GR;JPA Badanie II — Kariotyp prawidlowy 10 12% 540 dni
(Remisja cytogenetyczna)
Badanie i — Kariotyp prawidlowy
GREPA Badanie II - kariotyp nieprawidlowy; 6 8% 398 dni
(progresja choroby)
GRUPA Kariotyp praw1d%owy w dwoch 42 539 618 dni
4 badaniach
suma 80 100%

1.1 Czestos¢ wystepowania aberracji cytogenetycznych w grupach pacjentow
z nieprawidtowym kariotypem (korelacja wieku, ptci i ryzyka

cytogenetycznego)

W niniejszej pracy podjeto probe oceny czestosci wystepowania poszczegdlnych
aberracji cytogenetycznych oraz ich korelacji z wiekiem i plcig pacjentow. Na podstawie
badania GTG, stosujac system CCSS, bedacy czgscig zrewidowanego systemu
prognostycznego IPSS-R dokonano rowniez stratyfikacji pacjentow do okreslonej grupy

ryzyka cytogenetycznego.
1.1.1 Pacjenci z nieprawidlowym kariotypem w dwdch badaniach (GRUPA 1)

W przypadku pierwszej grupy pacjentow z nieprawidtowym kariotypem w dwoéch
kolejnych badaniach cytogenetycznym nalezy zaznaczy¢, ze aberracje wystepujace w tej
grupie chorych nie zawsze byly takie same. U pieciu sposrdéd 22 pacjentow (23%)
obserwowano ewolucj¢ kariotypu, to znaczy zmiany cytogenetyczne wykryte w drugim
badaniu byty inne niz w pierwszym badaniu u tych pacjentow.

W grupie chorych z zawsze takimi samymi zmianami najcz¢sciej obserwowany
byt kariotyp zlozony (definiowany jako wystgpowanie trzech lub wigcej aberracji
cytogenetycznych w jednym klonie komérkowym). Z taka samg czgsto$cig obserwowano
delecje fragmentu dlugiego ramienia chromosomu pary 5. Dodatkowa kopi¢ chromosomu
pary 8 zaobserwowano u trzech chorych natomiast aberracje dotyczace chromosomow
pary 11 lub 12 dotyczyty pojedynczych pacjentéw i wystepowaly z najnizsza cz¢stoscia

w tej grupie chorych.
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Aberracje cytogenetyczne z podzialem na dwie podgrupy pacjentdw przedstawiono
w Tabeli nr 22 natomiast przyktadowe kariogramy na Rycinie nr 101 11.
Tab. 22. Aberracje cytogenetyczne obserwowane w GRUPIE 1 — pacjenci z zawsze takimi samymi

aberracjami (n=17) lub z roznymi aberracjami w pierwszym i drugim badaniu (ewolucja kariotypu)

(n=3)

Aberracja cytogenetyczna Liczba pacjentow Czestos$¢ wystepowania zaobserwowanej
[n=17] zmiany w badanej grupie[ %]
kariotyp zlozony 5 29
del(5q) 5 29
+8 3 18
del(5q) + del(20q) 1 6
add(11q) 1 6
der(12) 1 6
t(12;12) 1 6
. Liczba pacjentéw Czestos$¢ wystepowania zaobserwowanej
Aberracja cytogenetyczna [n=5] zmiany w badanej grupie[ %]
kariotyp zloZony versus kariotyp 1
zlozony
del(5q) versus del(5q) i +8 1 20
+8,+19 versus +19,+21 1 20
+8,19 versus +8 1 20
-Y versus -Y, dell6q 1 20
%) i ‘ (7 m o 5 U & os
g- = Z}I g a g‘i & @a Re
1 2 3 4 5 mar

;- & 7 O v P

~ & Fa et a% Ag g Y-
6 7 8 9 10 11 12

&k ol &d 82 & &a
13 14 15 16 17 18
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bR = [ € &(‘;

19 20 21 22 X ¥

Ryc.10. Przyktadowy kariogram pacjenta MDS 3.1 wraz z zapisem kariotypu (badanie pierwsze, chory z GRUPY 1):
44~47,XX,+X,[2],del(5)(q13q33)[17],der(6)t(6;9)(p23;q22)[17],+8[10],der(9)(t(6;9)(p23;q22)[13],-9[3].-17[6],
-19[4],-20[16],-21[4],-22[7],+mar1[15],+mar2[13][cp17]/46,XX[3]
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Ryc. 11. Przyktadowy kariogram pacjenta MDS 3.2 wraz z zapisem kariotypu (badanie drugie, chory z GRUPY 1):
46,XX,del(5)(q13q33)[13],der(6)t(6;9)(p23;q22)[13],der(9)t(6;9)(p23;q22)[10],-17[4],-18[3],-19[5],-20[10],
-21[2],-22[10],+mar1[11],+mar2[4][cp13]/46,XX[6]

1.1.2 Pacjenci z nieprawidlowym kariotypem tylko w pierwszym badaniu

(GRUPA 2)

W  przypadku drugiej grupy pacjentdow z nieprawidlowym kariotypem
w pierwszym badaniu, a prawidtlowym w drugim najczg$ciej obserwowang byta delecja
fragmentu dlugiego ramienia chromosomu pary 5, natomiast kariotyp zlozony
(definiowany jako wystepowanie trzech lub wigcej aberracji cytogenetycznych w jednym
klonie komoérkowym) byl drugg co do czestoSci wystepujacg zmiang w tej grupie
chorych. Aberracje dotyczace delecji fragmentu dhugiego ramienia chromosomu pary 7,
obecnosci dodatkowej kopii chromosomu pary 8 czy aberracje chromosoméw pary 11
lub 22 dotyczyly pojedynczych pacjentéw i wystepowaly z najnizszg czestoscig w tej
grupie chorych.

Aberracje cytogenetyczne obserwowane w tej grupie chorych przedstawiono

w Tabeli nr 23 natomiast przyktadowe kariogramy na Rycinie nr 12 oraz 13.
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Tab. 23. Aberracje cytogenetyczne obserwowane w GRUPIE 2

Aberracja cytogenetyczna Liczba pacjentow Czestos¢ wystepowania zaobserwowanej
[n=10] zmiany w badanej grupie[ %]
del(5q) 3 30
kariotyp zloZzony 2 20
del(7q) 1 10
+8 1 10
del(11q) 1 10
inv(11) 1 10
del(22q) 1 10

1 I | I L

1 2 3 4 5

(T T S T a6 58 ai

6 7 8 9 10 11 12
i #é 44 B8 ia B4

13 14 15 16 1.7 18
AR 23 -e s% 35

19 20 21 22 X Y

Ryc. 12. Przyktadowy kariogram pacjenta MDS 23.1 wraz z zapisem kariotypu (badanie pierwsze, chora z GRUPY
2):46,XX,del5)(q13q33)[20]/46,XX[2]
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Ryc. 13. Przyktadowy kariogram pacjenta MDS 23.2 wraz z zapisem kariotypu (badanie pierwsze, chora z GRUPY
2):46,XX[20]
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1.1.3 Pacjenci z nieprawidlowym kariotypem tylko w drugim badaniu

(GRUPA 3)

Pacjenci z grupy trzeciej, uktorych nieprawidlowy kariotyp obserwowano
w drugim badaniu najcze¢sciej prezentowali obecnos¢ kariotypu ztozonego (definiowany
jako wystepowanie trzech lub wigcej aberracji cytogenetycznych w jednym klonie
komoérkowym). Kolejnymi, co do czestos$ci, wystepujacymi zmianami w tej grupie
chorych byta obecnos¢ dodatkowej kopii chromosomu pary 8, aberracje chromosomow
pary 11 oraz zmiany liczbowe, ktore dotyczyly pojedynczych pacjentow.

Aberracje cytogenetyczne obserwowane w tej grupie chorych przedstawiono

w Tabeli nr 24, natomiast przyktadowe kariogramy na Rycinie nr 14 oraz 15.

Tab. 24. Aberracje cytogenetyczne obserwowane w GRUPIE 3

Aberracja cytogenetyczna Liczba pacjentow Czestos¢ wystepowania zaobserwowanej
[n=6] zmiany w badanej grupie[ %]
kariotyp zlozony 3 51
+8 1 16
del(11q) 1 16
zmiany liczbowe 1 16
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Ryc. 14. Przyktadowy kariogram pacjenta MDS 11.1 wraz z zapisem kariotypu (badanie pierwsze, chora z GRUPY
3):46,XX[29]

64



(S R | TR

B BB 668 a9 838 KR B8

12

BHh fGed ob ¥ Bs &5

16 ik ¢ 18

TR YR Y Y

19 20 21 22 X )

Ryc. 15. Przyktadowy kariogram pacjenta MDS 11.2 wraz z zapisem kariotypu (badanie drugie, chora z GRUPY
3):47~50,XX,+8[5],+10[6],+14[7],+21[6][cp7]/46,XX[11]

1.1.4 Pacjenci z prawidlowym kariotypem w dwoch badaniach (GRUPA 4)

U pacjentéw z czwarte] grupy zard6wno w pierwszym jaki i1 drugim badaniu
stwierdzono prawidtowy kariotyp ijednoczes$nie stanowili oni najliczniejsza grupeg
analizowang w niniejszej pracy (n=42). Tutaj réwniez zostali sklasyfikowani chorzy
z utratg pojedynczych chromosomow, ktore wystepowaty w maksymalnie pieciu sposrod
20 analizowanych metafaz oraz pacjent z obecno$cig zmiany bedacej polimorfizmem.

Przyktadowe kariogramy przedstawiono na Rycinie nr 16 oraz 17.
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Ryc. 16. Przyktadowy kariogram pacjenta MDS 90.1 wraz z zapisem kariotypu (badanie pierwsze, chory z GRUPY
4):46,XY[20]
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Ryc. 17. Przyktadowy kariogram pacjenta MDS 90.2 wraz z zapisem kariotypu (badanie drugie, chory z GRUPY
4):46,XY[20]
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1.1.5 Ogolna czgsto§¢ wystepowania aberracji cytogenetycznych w grupach

pacjentow z nieprawidtowym kariotypem

Podsumowujac ta cze$¢ niniejszej pracy nalezy zwrdci¢ uwage , iz:

1. Prawidlowy kariotyp zaobserwowano u 42 chorych, co stanowi 53% (n=80);

2. Aberracje cytogenetyczne (Tabela nr 25) wystepujace w przynajmniej jednym
badaniu zaobserwowano u 38 chorych, co stanowi 48% (n=80) przy czym w tej
grupie:

e 22 chorych miato nieprawidtowy kariotyp zarowno w pierwszym jak i drugim

badaniu (22/38 tj. 58%),
e 10 chorych (10/38 tj. 26%) kariotyp nieprawidtowy zawsze tylko w pierwszym

badaniu,

e 6 chorych (6/38 tj. 16%) kariotyp nieprawidtowy zawsze tylko drugim badaniu.

Tab. 25. Aberracje cytogenetyczne obserwowane w trzech grupach z kariotypem nieprawidtowym

Liczba pacjentéw Czestos¢ wystepowania zaobserwowanej
[n=38] zmiany w badanej grupie[ %]
kariotyp zlozony 12 32%
del(5q) (izolowana lub z dodatkowa 28%
. 0
aberracja)
del(7q) 5%
+8 16%
del(11q) 5%
inv(11) 2%
del(22q) 2%
Zmiany liczbowe 2%
der(12) 2%
t(12;12) 2%
addllq 2%
-Y 2%

Aberracja cytogenetyczna

—_
S

— = = = = = N O

1.2 Ryzyko cytogenetyczne w poszczegolnych grupach pacjentow wg CCSS a wiek

1 pte¢ pacjentow

Na podstawie powyzszych danych pacjenci z zespotem mielodysplastycznym
zakwalifikowani  zostali do odpowiednich grup ryzyka cytogenetycznego
wg Kompleksowego Systemu Punktacji Cytogenetycznej (CCSS).

W grupie pierwszej (pacjenci z nieprawidlowym kariotypem w dwoch badaniach,
n=22) mediana wieku pacjentow wynosita 65 lat, a stosunek plci mezczyzni versus
kobiety wynosit 10:12. Ryzyko cytogenetyczne dla poszczegdlnych pacjentow
przedstawiono w Tabeli nr 26. Zarowno w pierwszym jak i w drugim badaniu najliczniej

reprezentowane byly grupa bardzo wysokiego ryzyka cytogenetycznego, posredniego
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i dobrego. W tej grupie chorych w pierwszym badaniu ryzyko cytogenetyczne byto
bardzo dobre lub dobre odpowiednio u jednego i siedmiu pacjentéw. Natomiast ryzyko
cytogenetyczne bardzo zte, zte lub posrednie odpowiednio u szesciu, jednego lub siedmiu
pacjentow. Nalezy podkresli¢, ze u dwoch pacjentow doszto do zmiany analizowanego
parametru z posredniego na zle oraz z bardzo dobrego na posrednie (9%). Pozostali

pacjenci pozostali w tych samych grupach ryzyka bez wzgledu na rodzaj aberracji.

Tab. 26. Ryzyko cytogenetyczne obserwowane w grupie pierwszej

Ryzyko cytogenetyczne wg CCSS Ryzyko cytogenetyczne Ryzyko cytogenetyczne
wg CCSS (BADANIE I) wg CCSS (BADANIE I)
(n=22) (n=22)

Bardzo dobre 1 0

Dobre 7 7

Posrednie 7 7

Zte 1 2

Bardzo zle 6 6

W grupie drugiej pacjentéw (kariotyp nieprawidlowy tylko w pierwszym
badaniu) mediana wieku wynosita 60 lat i nie zaobserwowano réznic w rozktadzie ptci
(stosunek mezczyzn w tej grupie do kobiet to 6:4). W pierwszym badaniu u pacjentow
z tej grupy najwiecej chorych znalazlo si¢ kolejno w grupie posredniego i dobrego ryzyka
cytogenetycznego.

W tej grupie chorych w pierwszym badaniu ryzyko cytogenetyczne byto
posrednie lub dobre odpowiednio u czterech itrzech pacjentow. Natomiast ryzyko
cytogenetyczne bardzo zte lub zite odpowiednio u dwoéch i1 jednego pacjenta. Ze wzgledu
na fakt, ze w drugim badaniu wszyscy pacjenci mieli prawidtowy kariotyp ryzyko
cytogenetyczne dla wszystkich bylo dobre. Nalezy podkresli¢, w zwigzku z tym, ze u 7
na 10 pacjentow doszto do zmiany ryzyka cytogenetycznego z posredniego, zlego lub
bardzo ztego na dobre (70%). Pozostali pacjenci pozostali w tej samej grupie ryzyka
cytogenetycznego, ktore nadal pozostalo dobre. Ryzyko cytogenetyczne dla

poszczegolnych pacjentdow z grupy drugiej przedstawiono w Tabeli nr 27.

Tab. 27. Ryzyko cytogenetyczne obserwowane w grupie drugiej

Ryzyko cytogenetyczne Ryzyko cytogenetyczne
Ryzyko cytogenetyczne wg CCSS  wg CCSS (BADANIE I) wg CCSS (BADANIE I)
(n=10) (n=10)
Bardzo dobre 0 0
Dobre 3 10
Posrednie 4 0
Zke 1 0
Bardzo zte 2 0
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W grupie trzeciej chorych (kariotyp nieprawidlowy tylko w drugim badaniu)
mediana wieku wynosita 70 lat ibyta najwyzsza sposréd wszystkich grup.
Zaobserwowano rowniez roznice w ptci pacjentow stosunek mezczyzn do kobiet wynosit
5:1 1ibyl najwyzszy. Ponadto wupigciu pacjentéw doszlo do zmiany ryzyka
cytogenetycznego z dobrego na posrednie (dwdch chorych), zle (jeden chory) i bardzo
zte (dwoch chorych). U jednego pacjenta zmiana byta korzysta, z grupy dobrego na
bardzo dobre ryzyko cytogenetycznego. Ryzyko cytogenetyczne dla poszczegdlnych

pacjentéw z grupy trzeciej przedstawiono w Tabeli nr 28.

Tab. 28. Ryzyko cytogenetyczne obserwowane w grupie trzeciej

Ryzyko cytogenetyczne Ryzyko cytogenetyczne
Ryzyko cytogenetyczne wg CCSS wg CCSS (BADANIE I) wg CCSS (BADANIE I)
(n=6) (n=6)
Bardzo dobre 0 1
Dobre 6 0
Posrednie 0 2
Z1e 0 1
Bardzo zle 0 2

W czwartej grupie pacjentow (kariotyp prawidtowy w dwoch kolejnych
badaniach) mediana wieku wynosita 58 lat i byta najnizszg sposrod wszystkich grup.
W tej grupie chorych liczba mezczyzn i kobiet byta réwna (mgzczyzni versus kobiety
21:21). Poniewaz kariotyp byt prawidlowy u wszystkich pacjentow w tej grupie ryzyko
cytogenetyczne wg CCSS byto dobre.

Natomiast w catej badanej grupie 80 pacjentow bez wzgledu na rodzaj
wystepujacych aberracji chromosomowych szacowane ryzyko cytogenetyczne nie
réznito si¢ znaczaco pomigdzy pierwszym idrugim badaniem, najliczniej
reprezentowana byta grupa pacjentéw, u ktérych ryzyko cytogenetyczne bylto niskie

(Tabela nr 29).

Tab. 29. Ryzyko cytogenetyczne obserwowane we wszystkich czterech grupach chorych

Ryzyko cytogenetyczne wg CCSS Ryzyko cytogenetyczne wg  Ryzyko cytogenetyczne wg CCSS

CCSS (BADANIE I) (n=80) (BADANIE II) (n=80)
Bardzo dobre 1 1
Dobre 58 59
Posrednie 11 9
Z1e 2 3
Bardzo zle 8 8

Ponadto zaobserwowano, ze mediana wieku byla najnizsza w grupie chorych

z prawidlowym kariotypem i ryzykiem cytogenetycznym dobrym, natomiast najwyzsza
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w grupie chorych z nieprawidtowym kariotypem w drugim badaniu i wynosita 70 lat.
Rowniez wtej grupie chorych zaobserwowano réznice w plci chorych — stosunek
mezczyzn do kobiet wynosit 5:1 podczas gdy w pozostatych analizowanych grupach byt
podobny. Wigksze roznice obserwowano u pacjentdow w poszczegdlnych grupach

cytogenetycznych (Tabela nr 30).

Tab. 30. Ryzyko cytogenetyczne obserwowane we wszystkich grupach a wiek i pte¢

Rvzvko /erupa chorveh Pogorszenie rokowania Mediana wieku w danej Pleé¢
yzyko/grup y wg CCSS grupie MvsK)
Grupa 1 (n=22) 2 (9%) 65 lat 10:12
Grupa 2 (n=10) 0 (0%) 60 lat 6:4
Grupa 3 (n=6) 6 (100%) 70 lat 5:1
Grupa 4 (n=42) 0 (0%) 58 lat 2121
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2. Analiza molekularna

Sposrod 80  pacjentow, uktorych  z zabezpieczonego po  badaniu
cytogenetycznym peletu komoérkowego wyizolowano DNA wg opisanego w pracy
protokotu izolacji na aparacie MagCore. Po izolacji oceniono stezenie i jakos¢
uzyskanego DNA z wykorzystaniem metody spektrofotometrycznej 1 wybrano
ostateczng grupe 59 pacjentdw, u ktérej wykonano analize wariantow sekwencji trzech
wybranych genow: ASXLI, SF3BI, RUNXI zgodnie z zalozeniami niniejszej pracy
(stezenie DNA>10 ng/ul). Liczba pacjentéw wybrana do ostatecznej analizy metodami
pirosekwencjonowania wynikata z faktu, iz korzystano z materiatu archiwalnego,
wczesnie] wykorzystywanego do analizy GTG, w zwigzku z tym jego ilo$¢ nie zawsze
byla wystarczajaca do przeprowadzenia izolacji DNA, natomiast wykorzystanie
materiatu pacjenta z innego pobrania uniemozliwitoby rzeczywista korelacje kariotypu

pacjenta i profilu molekularnego w zakresie wybranych do analizy gendw.
2.1 Analiza ilosciowa i jako$ciowa wyizolowanego DNA

W celu okreslenia jakos$ci i st¢zenia wyizolowanego DNA wykonano pomiary
spektrofotometryczne na aparacie NanoDrop N-1000. Wartos$¢ parametru A260/A280 dla
wyizolowanych probek miescita si¢ w zakresie wartosci 1,8-1,9, co §wiadczyto o dobrym
oczyszczeniu wyizolowanego DNA.

Stezenie otrzymanego DNA w poszczegolnych probkach od pacjentow
z zespotami mielodysplastycznym r6znilo si¢ od siebie w zalezno$ci od objetosci
materiatu pozostatego po hodowli komoérkowej. W celu przeprowadzenia analizy
sekwencji DNA metoda pirosekwencjonowania konieczne bylo uzyskanie DNA
o stezeniu nie mniejszym niz 10 ng/ul. W zwigzku z tym dalszej analizie metodami
biologii molekularnej poddano 59 sposrod 80 pacjentéw.

Lista pacjentow wytypowana do analizy profilu molekularnego w zakresie wybranych

genow zostala przedstawiona w Tabeli nr 31.
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Tab. 31. Lista pacjentow wytypowana do analizy profilu molekularnego w zakresie wybranych genow [w tabeli zamieszczono wartosci stezenia wyizolowanego DNA]

Lp. nr MD.S nr pacjenta stezenie DNA nr MDS. nr pacjenta stezenie DNA
(I badanie) (ng/nl) (IT badanie) (ng/nl)
1 MDS 1.1 16414 4342 MDS 1.2 13218 159,7
2 MDS 3.1 29114 91,2 MDS 3.2 93214 62,6
3 MDS 6.1 18007 45,7 MDS 6.2 32110 20,9
4 MDS 7.1 72914 204,9 MDS 7.2 73215 170,8
5 MDS 9.1 74216 39,4 MDS 9.2 137918 168,8
6 MDS 11.1 41616 241,3 MDS 11.2 125616 72,6
7 MDS 12.1 20512 116,1 MDS 12.2 11213 92,9
8 MDS 14.1 15512 153,8 MDS 14.2 21313 285,9
9 MDS 15.1 92215 533 MDS 15.2 86516 348,3
10 MDS 16.1 121518 43,6 MDS 16.2 76819 44,00
11 MDS 17.1 12715 243,9 MDS 17.2 127215 100
12 MDS 20.1 117616 102,6 MDS 20.2 108517 45,6
13 MDS 23.1 9015 280,8 MDS 23.2 6116 58,1
14 MDS 25.1 41814 87,8 MDS 25.2 16015 167,3
15 MDS 27.1 53714 33,3 MDS 27.2 132616 527,71
16 MDS 28.1 55012 16,3 MDS 28.2 49613 130
17 MDS 31.1 78617 96 MDS 31.2 72718 35,3
18 MDS 36.1 3416 76,1 MDS 36.2 76516 184,4
19 MDS 37.1 130016 316,9 MDS 37.2 129017 70,9
20 MDS 39.1 127817 425 MDS 39.2 60518 170
21 MDS 40.1 1719 83 MDS 40.2 55220 108
22 MDS 41.1 4714 73 MDS 41.2 72815 125.8
23 MDS 42.1 90815 140,4 MDS 42.2 119019 100,9
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Lp.

24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48

nr MDS

(I badanie)

MDS 43.1
MDS 44.1
MDS 45.1
MDS 46.1
MDS 47.1
MDS 49.1
MDS 50.1
MDS 51.1
MDS 54.1
MDS 56.1
MDS 57.1
MDS 58.1
MDS 59.1
MDS 61.1
MDS 65.1
MDS 66.1
MDS 67.1
MDS 68.1
MDS 69.1
MDS 71.1
MDS 72.1
MDS 74.1
MDS 75.1
MDS 77.1
MDS 78.1

nr pacjenta

94018
132515
33010
93217
31910
61513
61818
115116
125215
18417
8217
7010
76517
121615
49313
29212
13115
43919
32913
152417
45519
74315
15113
32417
92419

stezenie DNA
(ng/pl)

147,5
30,7
36,7
232,2
248
200,9
1222
16,6
84,9
114,5
94,7
22,2
176,8
2228
670
157,2
297,5
109
67,7
86,9
380
50,5
102
108,5
130,2
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nr MDS

(IT badanie)

MDS 43.2
MDS 44.2
MDS 45.2
MDS 46.2
MDS 47.2
MDS 49.2
MDS 50.2
MDS 51.2
MDS 54.2
MDS 56.2
MDS 57.2
MDS 58.2
MDS 59.2
MDS 61.2
MDS 65.2
MDS 66.2
MDS 67.2
MDS 68.2
MDS 69.2
MDS 71.2
MDS 72.2
MDS 74.2
MDS 75.2

MDS 77.2
MDS 78.2

nr pacjenta

60919
129817
70113
71018
54113
59215
43620
24619
94918
79018
73818
7711
55818
76818
2615
86317
52416
106919
66914
73418
79320
63516
71913
21718
109620

stezenie DNA

(ng/pl)

214
167.8
66,4
206,3
40,3
141,9
23,9
218,5
109,8
116,4
84,8
119.8
131,1
26,1
160,7

3,5(26,9)
115,5
88,8
12,8
46,1
33,5
1452
53,8

205
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Lp.

49
50

51
52

53
54
55
56
57

58
59

nr MDS
(I badanie)

MDS 80.1
MDS 81.1

MDS 82.1
MDS 83.1

MDS 84.1
MDS 85.1
MDS 86.1
MDS 87.1
MDS 88.1

MDS 90.1
MDS 93.1

nr pacjenta

42609
77218

45211
5114

7811
39415

5515
26215
18713

14016
13211

stezenie DNA
(ng/pl)

194
36,4
102,3
52,7
20,3
275
258
222
180,4
367
553
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nr MDS

(IT badanie)

MDS 80.2
MDS 81.2

MDS 82.2
MDS 83.2

MDS 84.2
MDS 85.2
MDS 86.2
MDS 87.2
MDS 88.2

MDS 90.2
MDS 93.2

nr pacjenta

29512
72019

45915
42515

33816
127616
54616
93515
13414

78417
24914

stezenie DNA
(ng/pl)

87,9
76,5
135,2
19
39,5
166,5
90,7
488.7
22,6
37
17,5



2.2 Sekwencje starterow

Sekwencje starterow wykorzystanych w niniejszej pracy przedstawiono w Tabeli nr
32.

Tab. 32. Sekwencje starterow do reakcji PCR i pirosekwencjonowania (F- forward, R — reverse, S- starter
sekwencyjny, biot — starter biotynylowany)

. Temp. Dlugosé
Analizowana . . :
Gen . starter Sekwencja startera przylaczania  amplikonu
zmiana ©C) ®2)

GAGGTCACCACTGCCATAGAGAG
biot-CACAGGCCTCACCACCAT 55°C 135
GAGGTCACCACTGCCATAGAGAG
GAGGTCACCACTGCCATAGAGAG
biot-CACAGGCCTCACCACCAT 55°C 76
GGGGGGGGTGGCCCG
biot-
TTAAGAAGGGCAATAAAGAAGGAA
TTTACATTTTAGGCTGCTGGTCT
ATAGATAACATGGATGAGTA

ASXLI1 c.1945G>T

RUNX1 c.509-2A>C

SF3B1 c.1874G>T 61°C 151

v M LN R o

Wszystkie startery zsyntezowane zostaty przez firm¢ Genomed.

2.3 Rozdziat elektroforetyczny produktéw amplifikacji

2.3.1 Wariant c.1945G>T genu ASXL/

W wyniku rozdziatu elektroforetycznego produktow reakcji PCR potwierdzono
otrzymanie produktow o wielkosci 135 pz (Rycina nr 18).

Ryc. 18. Przykladowy wynik rozdziatu elektroforetycznego produktow PCR wykorzystanych do pirosekwencjonowania
dla genu ASXLI. Numery 1-46 oznaczajg probki, z ktorych wyizolowano DNA i wykonano reakcje PCR, M - marker
wielkosci, NTC — kontrola bez matrycy DNA (ang. No Template Control)
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2.3.2  Wariant ¢.509-2A>C genu RUNXI

W wyniku rozdziatu elektroforetycznego produktéw reakcji PCR potwierdzono
otrzymanie produktéw o wielkosci 76 pz (Rycina nr 19).

Ryc. 19. Przyktadowy wynik rozdzialu elektroforetycznego produktow PCR _wykorzystanych do
pirosekwencjonowania dla genu RUNXI. Numery 1-46 oznaczajg probki, z ktorych wyizolowano DNA
i wykonano reakcje PCR, M - marker wielkosci, NTC — kontrola bez matrycy DNA (ang. No Template
Control)

2.3.3 Wariant c.1874G>T genu SF3BI

W wyniku rozdzialu elektroforetycznego produktow reakcji PCR potwierdzono
otrzymanie produktéw o wielkosci 151 pz (Rycina nr 20).

Ryc. 20. PrzykladOWJ; wynik rozdziatu elektroforetycznego produktéw PCR wykorzystanych do
pirosekwencjonowania dla genu SF3B1. Numery 1-46 oznaczajg probki, z ktorych wyizolowano DNA
i wykonano reakcje PCR, M - marker wielkosci, NTC — kontrola bez matrycy DNA (ang. No Template
Control)
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2.4 Analiza wynikow pirosekwencjonowania

Analiza pirosekwencjonowania zostala przeprowadzona dla 59 pacjentow
z rozpoznaniem zespotu mielodysplastycznego. Dla kazdego pacjenta analizowano dwie
probki, ktore kolekcjonowane byly w dwoch punktach czasowych. W wyniku
przeprowadzonej analizy warianty sekwencji genow ASXLI, RUNXI oraz SF3BI
wykryto sumarycznie u siedmiu sposrod 59 pacjentow (7/59, tj. 12%). Byli to pacjenci
MDS 7, MDS 43, MDS 44, MDS 45, MDS 49, MDS 69 oraz MDS 77. U kazdego z w/w
siedmiu pacjentow wykryto tylko jedng analizowang zmiang w genie ASXLI (4/59) lub
SF3BI (3/59). Natomiast we wszystkich analizowanych prdobkach nie stwierdzono
obecno$ci wariantu probkach ¢.509-2A>C genu RUNX]I.

Aby otrzymac¢ wiarygodne wyniki badan przeprowadzono optymalizacj¢ metody
pirosekwencjonowania z wykorzystaniem probek DNA pochodzacych od o0s6b
zdrowych. W pierwszym etapie dokonano analizy wariantow sekwencji DNA genow
ASXLI, RUNXI oraz SF3BI. Dzigki temu mozliwe bylo doktadne okreslenie punktu
odcigcia (cutt-off) dla poszczegodlnych analizowanych wariantow. Itak dla wariantu
c.1945G>T genu ASXLI byto to 2, dla wariantu ¢.509-2A>C genu RUNXI to 5,
a wariantu ¢.1874G>T genu SF3B] to 4.

2.4.1 Wariant ¢.1945G>T genu ASXL!

Analiza wariantu sekwencji genu ASXLI metodg pirosekwencjonowania
u pacjentéw z zespotem mielodysplastycznym wykazala, wystgpowanie poszukiwanej
zmiany ¢.1945G>T u czterech pacjentow (4/59 tj. 7%): MDS 45, MDS 49, MDS 69 oraz
MDS 77. Co wigcej analizowana zmiana wystgpowala zawsze w probce pochodzacej
z kolejnego badania pacjenta. Natomiast stosunek allelu dzikiego do zmutowanego
wynosit dla pacjenta MDS 45 — 97:3, MDS 49 — 96:4, MDS 69 — 98:2 oraz MDS 77 —
93:7. Wyniki pirosekwencjonowania dla wszystkich pacjentow przedstawiono w Tabeli

nr 33, natomiast przyktadowe pirogramy na Rycinach nr 21, 22, 23 oraz 24.
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Tab. 33. Zestawienie wynikow pirosekwencjonowania fragmentu genu ASXLI dla calej grupy pacjentow
w dwoch punktach czasowych (kolorem czerwonym zaznaczono probki pacjentow z poszukiwang zmiang).

Numer pacjenta czestos¢ wystepowania zasady czestos¢ wystepowania zasady
azotowej G (%) azotowej T (%)

MDS 1.1 100 0
MDS 1.2 100 0
MDS 3.1 100 0
MDS 3.2 100 0
MDS 6.1 100 0

orazMDS 6.2 100 0
MDS 7.1 100 0
MDS 7.2 100 0
MDS 9.1 100 0
MDS 9.2 100 0
MDS 11.1 100 0
MDS 11.2 100 0
MDS 12.1 100 0
MDS 12.2 100 0
MDS 14.1 100 0
MDS 14.2 100 0
MDS 15.1 100 0
MDS 15.2 100 0
MDS 16.1 100 0
MDS 16.2 100 0
MDS 17.1 100 0
MDS 17.2 100 0
MDS 20.1 100 0
MDS 20.2 99,52 0,48
MDS 23.1 100 0
MDS 23.2 100 0
MDS 25.1 100 0
MDS 25.2 100 0
MDS 27.1 100 0
MDS 27.2 100 0
MDS 28.1 100 0
MDS 28.2 100 0
MDS 31.1 100 0
MDS 31.2 100 0
MDS 36.1 100 0
MDS 36.2 100 0
MDS 37.1 100 0
MDS 37.2 100 0
MDS 39.1 100 0
MDS 39.2 100 0
MDS 40.1 100 0
MDS 40.2 100 0
MDS 41.1 100 0
MDS 41.2 100 0
MDS 42.1 100 0
MDS 42.2 100 0
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Numer pacjenta czesto$¢ wystepowania zasady czesto$¢ wystepowania zasady

azotowej G (%) azotowej T (%)
MDS 43.1 98,35 1,65
MDS 43.2 100 0
MDS 44.1 100 0
MDS 44.2 100 0
MDS 45.1 100 0
MDS 45.2 97,05 2,95
MDS 46.1 100 0
MDS 46.2 99,18 0,82
MDS 47.1 98,59 1,41
MDS 47.2 100 0
MDS 49.1 100 0
MDS 49.2 96,02 3,98
MDS 50.1 100 0
MDS 50.2 100 0
MDS 51.1 100 0
MDS 51.2 100 0
MDS 54.1 100 0
MDS 54.2 98,85 1,15
MDS 56.1 100 0
MDS 56.2 100 0
MDS 57.1 100 0
MDS 57.2 100 0
MDS 58.1 100 0
MDS 58.2 100 0
MDS 59.1 100 0
MDS 59.2 100 0
MDS 61.1 100 0
MDS 61.2 100 0
MDS 65.1 100 0
MDS 65.2 100 0
MDS 66.1 100 0
MDS 66.2 100 0
MDS 67.1 100 0
MDS 67.2 100 0
MDS 68.1 100 0
MDS 68.2 100 0
MDS 69.1 100 0
MDS 69.2 97,76 2,24
MDS 71.1 100 0
MDS 71.2 99,79 0,21
MDS 72.1 100 0
MDS 72.2 98,54 1,46
MDS 74.1 100 0
MDS 74.2 98,15 1,85
MDS 75.1 99,09 0,91
MDS 75.2 99,19 0,81
MDS 77.1 99,93 0,07
MDS 77.2 92,63 7,37
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Numer pacjenta czesto$¢ wystepowania zasady czesto$¢ wystepowania zasady

azotowej G (%) azotowej T (%)
MDS 78.1 100 0
MDS 78.2 100 0
MDS 80.1 100 0
MDS 80.2 100 0
MDS 81.1 100 0
MDS 81.2 99,88 0,12
MDS 82.1 100 0
MDS 82.2 100 0
MDS 83.1 100 0
MDS 83.2 100 0
MDS 84.1 100 0
MDS 84.2 100 0
MDS 85.1 100 0
MDS 85.2 100 0
MDS 86.1 100 0
MDS 86.2 100 0
MDS 87.1 100 0
MDS 87.2 100 0
MDS 88.1 100 0
MDS 88.2 100 0
MDS 90.1 100 0
MDS 90.2 100 0
MDS 93.1 100 0
MDS 93.2 100 0

44 GGTKGAGGTGGCRGLE

: MDS 45.1 G: 100%
ool T: 0%

T ] oy G T
s

Ll MDS4s2 G:97% |
i T: 3% k |

Ryc. 21. Wynik pirosekwencjonowania pacjenta MDS45 (MDS 45.1 — badanie pierwsze, MDS 45.2 —
badanie drugie)
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10 GATKGAGGTGGCRGCS

ol MDS 491 T: 0%

A1 GGTKGAGGTGGCRGLG

IR l - — I I N -
G A G T G

Ryc. 22. Wynik pirosekwencjonowania pacjenta MDS49 (MbS 49.1 — badanie pierwsze, MDS 49.2 —
badanie drugie)

C12 GGTKGAGGTGGCRGLG

100t

G: 100%
T 0%

D1 GGTKGAGGTGGCRGCG

= - I G: 98%

MDS 69.1

MDsee2 T: 2%

g

Ryc. 23. Wynik pirosekwencjonowania pacjenta MDS69 (MDS 69.1 — badanie pierwsze, MDS 69.2 —

badanie drugie)
- G:100%
T: 0% l
D11 GGTHGAGGTGGLRGCG
MDS 77.2 G: 97%
T 20 ........
1 l I

E %

D10 GGTKGAGGTGGCRGLG

. MDS77.1

Ryc. 24. Wynik pirosekwencjonowania pacjenta MDS77 (MDS 77.1 — badanie pierwsze, MDS 77.2 —
badanie drugie)
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W przypadku tego wariantu w dodatkowo analizowanej grupie w jednym punkcie
czasowym poszukiwany patogenny wariant wykryto u dwoch na 41 chorych co stanowi
5%, ponadto Ci pacjenci transformowali do ostrej bialaczki szpikowej (uzyskano dane
kliniczne z o$rodka leczacego pacjentow, w ktorych potwierdzono fakt transformacji do
AML oraz uscislono, iz probka z patogennym wariantem pochodzita od pacjenta z okresu
kiedy nie doszto u niego jeszcze do rozwinig¢cia ostrej biataczki szpikowe;.

Reasumujgc patogenny wariant ¢.1945G>T wykryto u 6 na 100 chorych, co

stanowi 6%.

2.4.2 Wariant ¢.509-2A>C genu RUNX1

Analiza wariantu sekwencji genu RUNXI! metoda pirosekwencjonowania
u pacjentéw z zespotem mielodysplastycznym nie wykazata obecno$ci poszukiwanej
zmiany we wszystkich analizowanych prébkach. Wyniki pirosekwencjonowania dla
wszystkich pacjentéw przedstawiono w Tabeli nr 34.

Tab. 34. Zestawienie wynikow pirosekwencjonowania fragmentu genu RUNXI dla calej grupy pacjentow
w dwoch punktach czasowych.

Numer pacjenta czesto$¢ wystepowania zasady czesto$¢ wystepowania zasady
azotowej A (%) azotowej C (%)
MDS 1.1 100 0
MDS 1.2 100 0
MDS 3.1 100 0
MDS 3.2 100 0
MDS 6.1 99,89 0,11
MDS 6.2 99,1 0,9
MDS 7.1 100 0
MDS 7.2 100 0
MDS 9.1 100 0
MDS 9.2 100 0
MDS 11.1 100 0
MDS 11.2 99,45 0,55
MDS 12.1 100 0
MDS 12.2 100 0
MDS 14.1 100 0
MDS 14.2 100 0
MDS 15.1 100 0
MDS 15.2 100 0
MDS 16.1 100 0
MDS 16.2 100 0
MDS 17.1 100 0
MDS 17.2 100 0
MDS 20.1 100 0
MDS 20.2 100 0
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Numer pacjenta czesto$¢ wystepowania zasady czesto$¢ wystepowania zasady

azotowej A (%) azotowej C (%)
MDS 23.1 100 0
MDS 23.2 100 0
MDS 25.1 99,56 0,44
MDS 25.2 100 0
MDS 27.1 100 0
MDS 27.2 100 0
MDS 28.1 100 0
MDS 28.2 100 0
MDS 31.1 100 0
MDS 31.2 100 0
MDS 36.1 100 0
MDS 36.2 100 0
MDS 37.1 100 0
MDS 37.2 100 0
MDS 39.1 100 0
MDS 39.2 100 0
MDS 40.1 100 0
MDS 40.2 100 0
MDS 41.1 100 0
MDS 41.2 99,82 0,18
MDS 42.1 100 0
MDS 42.2 100 0
MDS 43.1 99,89 0,11
MDS 43.2 99,51 0,49
MDS 44.1 100 0
MDS 44.2 100 0
MDS 45.1 100 0
MDS 45.2 99,91 0,09
MDS 46.1 100 0
MDS 46.2 99,66 0,34
MDS 47.1 100 0
MDS 47.2 100 0
MDS 49.1 100 0
MDS 49.2 99,87 0,13
MDS 50.1 100 0
MDS 50.2 99,34 0,66
MDS 51.1 100 0
MDS 51.2 100 0
MDS 54.1 99,26 0,74
MDS 54.2 100 0
MDS 56.1 100 0
MDS 56.2 100 0
MDS 57.1 100 0
MDS 57.2 100 0
MDS 58.1 100 0
MDS 58.2 100 0
MDS 59.1 100 0
MDS 59.2 99,96 0,04
MDS 61.1 100 0
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Numer pacjenta czesto$¢ wystepowania zasady czesto$¢ wystepowania zasady

azotowej A (%) azotowej C (%)
MDS 61.2 100 0
MDS 65.1 100 0
MDS 65.2 100 0
MDS 66.1 100 0
MDS 66.2 100 0
MDS 67.1 100 0
MDS 67.2 99,94 0,06
MDS 68.1 100 0
MDS 68.2 100 0
MDS 69.1 100 0
MDS 69.2 98,64 1,36
MDS 71.1 98,97 1,03
MDS 71.2 100 0
MDS 72.1 100 0
MDS 72.2 100 0
MDS 74.1 100 0
MDS 74.2 99,17 0,83
MDS 75.1 99,9 0,1
MDS 75.2 100 0
MDS 77.1 100 0
MDS 77.2 100 0
MDS 78.1 100 0
MDS 78.2 100 0
MDS 80.1 100 0
MDS 80.2 100 0
MDS 81.1 100 0
MDS 81.2 100 0
MDS 82.1 100 0
MDS 82.2 100 0
MDS 83.1 99,56 0,44
MDS 83.2 100 0
MDS 84.1 100 0
MDS 84.2 100 0
MDS 85.1 100 0
MDS 85.2 100 0
MDS 86.1 100 0
MDS 86.2 100 0
MDS 87.1 100 0
MDS 87.2 100 0
MDS 88.1 99,47 0,53
MDS 88.2 99,16 0,84
MDS 90.1 100 0
MDS 90.2 99,41 0,59
MDS 93.1 99,93 0,07
MDS 93.2 100 0
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W przypadku tego wariantu w grupie dodatkowo analizowanej w jednym punkcie
czasowym poszukiwany patogenny wariant wykryto ujednego na 41 chorych co
stanowi 2%.

Reasumujac patogenny wariant ¢.502-2A>C genu RUNXI wykryto u 1 na 100

chorych, co stanowi 1%.

2.4.3 Wariant ¢.1874G>T genu SF3B1

Analiza wariantu sekwencji genu SF3B/ metodg pirosekwencjonowania
u pacjentow z zespotem mielodysplastycznym wykazata, wystgpowanie poszukiwanej
zmiany ¢.1874G>T u trzech pacjentéw (3/59 tj. 5%): MDS 7, MDS 43 oraz MDS 44.
W przypadku pacjenta MDS 7 zmiana wystgpowata zarowno w probce pobranej podczas
pierwszego badania jak i w probcee z kolejnego badania tego pacjenta. Natomiast stosunek
allelu dzikiego do zmutowanego u tego pacjenta wynosit odpowiednio dla pierwszej
probki 70:30, adla drugiej 71:29. W przypadku pacjentow MDS 43 1 MDS 44
analizowana zmiana wystgpowala zawsze w jednej probce. U pacjenta MDS 43 byla to
probka pochodzaca z drugiego badania, a stosunek allelu dzikiego do zmutowanego
wynosit 95:5. Natomiast dla pacjenta MDS 44 byta to probka pochodzaca z pierwszego
badania, astosunek allelu dzikiego do zmutowanego wynosit 94:6. Wyniki
pirosekwencjonowania dla wszystkich pacjentéw przedstawiono w Tabeli nr 35,
natomiast przyktadowe pirogramy na Rycinach nr 25, 26 oraz 27.

Tab. 35. Zestawienie wynikow pirosekwencjonowania fragmentu genu SF3B1 dla calej grupy pacjentow
w dwoch punktach czasowych (kolorem czerwonym zaznaczono probki pacjentow z poszukiwang zmiang).

Numer pacjenta czesto$¢ wystepowania zasady czesto$¢ wystepowania zasady
azotowej G (%) azotowej T (%)

MDS 1.1 98,59 1,41
MDS 1.2 98,3 1,7

MDS 3.1 98,08 1,92
MDS 3.2 98,42 1,58
MDS 6.1 97,64 2,36
MDS 6.2 99,65 0,35
MDS 7.1 70,05 29,95
MDS 7.2 71,47 28,53
MDS 9.1 99,98 0,02
MDS 9.2 100 0

MDS 11.1 97,46 2,54
MDS 11.2 98,45 1,55
MDS 12.1 98,91 1,09
MDS 12.2 99,65 0,35
MDS 14.1 98,72 1,28
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Numer pacjenta czesto$¢ wystepowania zasady czesto$¢ wystepowania zasady

azotowej G (%) azotowej T (%)

MDS 14.2 98,45 1,55
MDS 15.1 99,27 0,73
MDS 15.2 97,47 2,53
MDS 16.1 99,3 0,7
MDS 16.2 98,51 1,49
MDS 17.1 97,68 2,32
MDS 17.2 98,02 1,98
MDS 20.1 98,78 1,22
MDS 20.2 97,24 2,76
MDS 23.1 98,76 1,24
MDS 23.2 99,29 0,71
MDS 25.1 98,97 1,03
MDS 25.2 99,02 0,98
MDS 27.1 100 0

MDS 27.2 99,18 0,82
MDS 28.1 99,26 0,74
MDS 28.2 99,15 0,85
MDS 31.1 98,05 1,95
MDS 31.2 98,13 1,87
MDS 36.1 96,78 3,22
MDS 36.2 99,25 0,75
MDS 37.1 98,34 1,66
MDS 37.2 98,11 1,89
MDS 39.1 98,53 1,47
MDS 39.2 100 0

MDS 40.1 99 1

MDS 40.2 99,45 0,55
MDS 41.1 98,03 1,97
MDS 41.2 99,68 0,32
MDS 42.1 99,77 0,23
MDS 42.2 99,5 0,5
MDS 43.1 97,38 2,62
MDS 43.2 94,98 5,02
MDS 44.1 94,02 5,98
MDS 44.2 96,57 3,43
MDS 45.1 99 1

MDS 45.2 96,81 3,19
MDS 46.1 99,05 0,95
MDS 46.2 99,7 0,3
MDS 47.1 98,86 1,14
MDS 47.2 99,16 0,84
MDS 49.1 100 0

MDS 49.2 98,39 1,61
MDS 50.1 98,88 1,12
MDS 50.2 97,74 2,26
MDS 51.1 97,01 2,99
MDS 51.2 98,02 1,98
MDS 54.1 98,24 1,76
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Numer pacjenta czesto$¢ wystepowania zasady czesto$¢ wystepowania zasady

azotowej G (%) azotowej T (%)

MDS 54.2 98,6 1,4
MDS 56.1 98,95 1,05
MDS 56.2 100 0

MDS 57.1 100 0

MDS 57.2 99,79 0,21
MDS 58.1 99,9 0,1

MDS 58.2 99,14 0,86
MDS 59.1 99,92 0,08
MDS 59.2 98,51 1,49
MDS 61.1 99,55 0,45
MDS 61.2 98,27 1,73
MDS 65.1 98,71 1,29
MDS 65.2 99,13 0,87
MDS 66.1 100 0

MDS 66.2 98,33 1,67
MDS 67.1 100 0

MDS 67.2 98,21 1,79
MDS 68.1 99,78 0,22
MDS 68.2 99,23 0,77
MDS 69.1 99,88 0,12
MDS 69.2 98,28 1,72
MDS 71.1 99,06 0,94
MDS 71.2 98,82 1,18
MDS 72.1 98,45 1,55
MDS 72.2 96,84 3,16
MDS 74.1 99,35 0,65
MDS 74.2 98,8 1,2
MDS 75.1 100 0

MDS 75.2 99,7 0,3
MDS 77.1 100 0

MDS 77.2 95,88 4,12
MDS 78.1 98,56 1,44
MDS 78.2 99,53 0,47
MDS 80.1 97,34 2,66
MDS 80.2 98,88 1,12
MDS 81.1 98,26 1,74
MDS 81.2 97,81 2,19
MDS 82.1 98,29 1,71
MDS 82.2 98,38 1,62
MDS 83.1 97,58 2,42
MDS 83.2 98,36 1,64
MDS 84.1 98,61 1,39
MDS 84.2 98,3 1,7
MDS 85.1 98,02 1,98
MDS 85.2 98,59 1,41
MDS 86.1 99,21 0,79
MDS 86.2 98,44 1,56
MDS 87.1 96,27 3,73
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Numer pacjenta czestos¢ wystepowania zasady czestos¢ wystepowania zasady

azotowej G (%) azotowej T (%)
MDS 87.2 98,59 1,41
MDS 88.1 98,43 1,57
MDS 88.2 98,68 1,32
MDS 90.1 97,44 2,56
MDS 90.2 98,18 1,82
MDS 93.1 98,89 1,11
MDS 93.2 99,27 0,73
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Ryc. 25. Wynik pirosekwencjonowania pacjenta MDS7 (MDS 7.1 — badanie pierwsze, MDS 7.2 —
badanie drugie)
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Ryc. 26. Wynik pirosekwencjonowania pacjenta MDS43 (MDS 43.1 — badanie pierwsze, MDS 43.2 —
badanie drugie)
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Ryc. 27. Wynik pirosekwencjonowania pacjenta MDS44 (MDS 44.1 — badanie pierwsze, MDS 44.2 —
badanie drugie)

W przypadku tego wariantu w grupie dodatkowo analizowanej w jednym punkcie
czasowym poszukiwany patogenny wariant wykryto udwéch na 41 chorych co
stanowi 5%.

Reasumujac patogenny wariant ¢.1874G>T genu SF3BI wykryto u5 na 100

chorych, co stanowi 5%

2.4.4 Podsumowanie analizy molekularnej w grupie badane;j
Podsumowujac tg czes$¢ niniejszej pracy nalezy zwroci¢ uwage na fakt, iz:
e poszukiwane warianty sekwencji DNA wykryto u siedmiu pacjentow,

e u pieciu pacjentOw zmiana wystepowala w materiale pacjenta pochodzacym

z drugiego badania (dla genu ASXL ! bylo to zawsze drugie badanie),

e u jednego pacjenta zmiana wystepowata w probce z pierwszego badania

a w drugim patogenny wariant nie byt obecny,

e tylko u jednego pacjenta zaobserwowano wystepowanie poszukiwanego wariantu

sekwencji w obu badanych probkach — dotyczyto to genu SF3B1,

e powickszenie grupy pacjentow poddanych analizie metoda
pirosekwencjonowania pozwolito dodatkowo potwierdzi¢ wystgpowanie
patogennego wariantu genu ASXLI u dwoch pacjentow (5%) z potwierdzong
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klinicznie transformacja do AML, w genie SF3B1 u kolejnych dwoch pacjentow
oraz u jednego pacjenta w genie RUNXI,

e u zadnego zpacjentoéw, u ktérych poszukiwano wariantow sekwencji, nie

wykryto wigcej niz jednej zmiany.

3. Podsumowanie — analiza cytogenetyczna i molekularna a wiek i ple¢
pacjentow

Podsumowujac dwie czg$ci niniejszej pracy dotyczace badan cytogenetycznych
i molekularnych na uwage zastuguje fakt, ze u5 na 36 chorych zprawidlowym
kariotypem w dwodch badaniach wykryto jeden z poszukiwanych wariantoéw sekwencji
DNA, co stanowi 14%. Mediana wieku wynosita w tej grupie 55 lat (najmtodszy chory
mial 19 lat a najstarszy 71), a stosunek mezczyzn do kobiet 3:2. Ponadto u2 na 12
pacjentéw  z nieprawidlowym kariotypem w dwoch badaniach wykryto jeden
z poszukiwanych wariantow sekwencji DNA, co stanowi 16%. Mediana wieku wynosita
68 lat 1 nie zaobserwowano réznic w plci (mezczyzni versus kobiety 1:1). U 11 pacjentow
z nieprawidlowym kariotypem tylko w jednym z badan (pierwszym lub drugim) nie
wykryto zadnego z poszukiwanych wariantow sekwencji DNA. Mediana wieku w tej
grupie wynosita 64 lata a stosunek me¢zczyzn do kobiet wynidst 12:4. Posumowanie

wynikow analizy cytogenetycznej i molekularnej przedstawiono w Tabeli nr 36.

Tab. 36. Posumowanie wynikow analizy cytogenetycznej i molekularnej

Liczba pacjentéw z badanym

Gen wariantem (n=59) Nr pacjenta Kariotyp
MDS 45
MDS 49 Prawidlowy
0,
ASXLE 77 MDS 59 (I11II badanie)
MDS 77
Badanie I:-Y,
MDS 7 Badanie II: -Y, add16q
SF3BI 3 (5%) MDS 43 * badanie I: del5q

badanie II: delSq
Prawidlowy

*%
MDS 44 (badanie i i IT)

* wariant patogenny w materiale z drugiego pobrania
** wariant patogenny w materiale z pierwszego pobrania

4. Wybrane parametry kliniczne pacjentow poddanych analizie GTG
1 pirosekwencjonowaniu

Ze wzgledu na fakt, ze materiat do badan kolekcjonowany byt od roku 2008

Pracowni Cytogenetyki Laboratorium Diagnostyki Hematologicznej ipochodzit od
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pacjentow leczonych w Osrodkach w Poznaniu, Pleszewie, Pile oraz Olsztynie dostgp do
danych klinicznych byl utrudniony.

Mozliwe bylo zgromadzenie danych laboratoryjnych dla 16 pacjentow
diagnozowanych i leczonych w Katedrze 1 Klinice Hematologii i Transplantacji Szpiku
Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu. Badania laboratoryjne wykonano w dwoch
jednostkach ~ Szpitala  Klinicznego  Przemienienia  Panskiego =~ w Poznaniu,
tj. w Laboratorium nr 2 (parametry morfologii) oraz w Pracowni Cytometrii
Przeptywowej Laboratorium Diagnostyki Hematologicznej (odsetek blastow)
1 pozyskano ze szpitalnego systemu informatycznego Eskulap.

Parametry laboratoryjne wybrane w oparciu o IPSS-R, takie jak ste¢zenie
hemoglobiny, liczba neutrofili, liczba ptytek krwi oraz odsetek blastow przedstawiono
w Tabeli nr 37.

Na podstawie parametrow laboratoryjnych oraz wyniku badania
cytogenetycznego dokonano stratyfikacji pacjentow do okreslonej grupy ryzyka wg IPSS
postugujac si¢ dostepnym na stronie https://www.mds-foundation.org/ipss-r-calculator/
narzedziem kalkulacyjnym. Ze wzgledu na fakt, iz w narzedziu kalkulacyjnym stezenie
hemoglobiny nalezalo poda¢ w jednostkach g/dL, anie jak powyzej] w mmol/l do
przeliczenia uzyto narzgdzia internetowego http://www.scymed.com/en/smnxpf/pfxd

q210_c.htm. Otrzymane wyniki przedstawiono ponizej w Tabeli nr 38.

91



Tab. 37. Wybrane parametry laboratoryjne pacjentow z MDS (Zakres wartosci referencyjnych: stezenie hemoglobiny - 7.0-10.2 mmol/l; liczba plytek krwi - 130-390 x10°/L; liczba neutrofili 1,8-
7,7x10%/L)

stezenie Liczba Liczba odsetek stezenie Liczba Liczba odsetek
Grupa Charakterystyka . Zyje nr ¢ . plytek . . nr hemoglobi plytek . .
L.p. oo ple¢ . hemoglobiny neutrofili  blastow . neutrofili  blastow
pacjentow grupy (tak/nie) MDS (mmol/l) krwi (x10%/L) (%) MDS ny krwi (x10%L) (%)
(x10°/L) (mmol/l) (x10°/L)
nieprawidlowy MDS MDS
1 GRUPA 1 kariotyp w dwoch m nie 11 6,90 85,00 1,15 11,00 12 6,00 24,00 0,79 1,00
badaniach ' ’
nieprawidlowy MDS MDS
2 GRUPA 1 kariotyp w dwoch k nie 31 5,50 38,00 0,39 19,00 32 7,20 60,00 1,69 3,00
badaniach : .
3 GRUPA 3 Progresja choroby m tak l\l/g) IS 5,80 543,00 2,48 2,50 l\l/g) ZS 5,40 587,00 2,29 3,00
nieprawidlowy MDS MDS
4 GRUPA 1 kariotyp w dwoch m nie 5,50 59,00 0,51 16,00 5,30 53,00 0,31 1,00
. 37.1 37.2
badaniach
nieprawidlowy MDS MDS
5 GRUPA 1 kariotyp w dwoch k nie 7,50 68,00 1,91 1,00 8,00 71,00 2,85 2,00
. 39.1 39.2
badaniach
nieprawidlowy MDS MDS
6 GRUPA 1 kariotyp w dwoch k tak 7,80 211,00 1,98 1,00 6,80 440,00 0,85 1,00
. 40.1 40.2
badaniach
prawidlowy MDS MDS
7 GRUPA 4  kariotyp w dwoch m nie 3,73 101,00 0,59 1,00 5,20 13,00 0,69 1,00
. 45.1 452
badaniach
prawidlowy MDS MDS
8 GRUPA 4  Kkariotyp w dwoch k tak 8,36 122,10 3,88 1,00 8,20 87,00 2,19 1,40
. 47.1 472
badaniach
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10

11

12

13

14

15

16

Grupa
pacjentow

GRUPA 4

GRUPA 4

GRUPA 4

GRUPA 4

GRUPA 4

GRUPA 4

GRUPA 4

GRUPA 4

Charakterystyka
grupy

prawidlowy
kariotyp w dwoch
badaniach

prawidlowy
kariotyp w dwoch
badaniach

prawidlowy
kariotyp w dwoch
badaniach

prawidlowy
kariotyp w dwoch
badaniach

prawidlowy
kariotyp w dwoch
badaniach

prawidlowy
kariotyp w dwoch
badaniach

prawidlowy
kariotyp w dwoch
badaniach

prawidlowy
kariotyp w dwoch
badaniach

pleé

Srednia

Zyje
(tak/nie)

tak

nie

nie

tak

tak

tak

tak

nie

nr
MDS

MDS
51.1

MDS
65.1

MDS
68.1

MDS
75.1

MDS
78.1

MDS
80.1

MDS
84.1

MDS
93.1

stezenie
hemoglobiny
(mmol/l)

7,00

5,10

4,70

5,10

5,20

6,60

6,40

7,40

6,16

Liczba
plytek
krwi
(x10%/L)
312,00
248,00
51,00
100,00
300,00
411,00
150,00
55,60

178,42

93

Liczba
neutrofili
(x10°/L)

3,29

2,37

2,74

0,59

2,31

2,10

0,43

5,60

2,02

odsetek
blastow
(%)

2,00

4,00

1,00

3,00

1,00

2,50

1,00

4,00

4,44

nr
MDS

MDS
51.2

MDS
65.2

MDS
68.2

MDS
75.2

MDS
78.2

MDS
80.2

MDS
84.2

MDS
93.2

stezenie
hemoglobi
ny

(mmol/l)

6,90

5,40

6,00

6,30

6,40

7,10

7,80

6,50

6,53

Liczba

plytek

krwi

(x10%/L)

316,00

275,00

36,00

120,00

333,00

422,00

129,00

17,00

176,80

Liczba
neutrofili
(x10°/L)

2,72

3,10

0,59

5,69

3,80

2,96

0,57

9,20

2,52

odsetek
blastow
(%)

2,00

3,60

1,00

2,30

2,00

1,50

1,50

1,00

1,77



L.p.

10

Tab. 38. Stratyfikacja pacjentow do grup ryzyka wg IPSS-R na podstawie wybranych parametrow laboratoryjnych

Grupa
pacjentow

GRUPA 1

GRUPA 1

GRUPA 3

GRUPA 1

GRUPA 1

GRUPA 1

GRUPA 4

GRUPA 4

GRUPA 4

GRUPA 4

Charakterystyka grupy ple¢

nieprawidlowy kariotyp

w dwoch badaniach m
nieprawidlowy kariotyp K
w dwoch badaniach
Progresja choroby m
nieprawidlowy kariotyp m
w dwoch badaniach
nieprawidtowy kariotyp K
w dwoch badaniach
nieprawidtowy kariotyp K
w dwoch badaniach
prawidtowy kariotyp m
w dwoch badaniach
prawidlowy kariotyp K
w dwoch badaniach
prawidlowy kariotyp K
w dwoch badaniach
prawidtowy kariotyp m

w dwoch badaniach

Zyje (T/N)

nie

nie

tak

nie

nie

tak

nie

tak

tak

nie

nr MDS

MDS 1.1

MDS 3.1

MDS 12.1

MDS 37.1

MDS 39.1

MDS 40.1

MDS 45.1

MDS 47.1

MDS 51.1

MDS 65.1
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IPSSR
score

5,5

9,5

4,5

ryzyko

wysokie

bardzo wysokie

niskie

bardzo wysokie

posrednie

bardzo niskie

niskie

bardzo niskie

bardzo niskie

niskie

nr MDS

MDS 1.2

MDS 3.2

MDS 12.2

MDS 37.2

MDS 39.2

MDS 40.2

MDS 45.2

MDS 47.2

MDS 51.2

MDS 65.2

IPSS-R
score

4,5

6,5

4,5

1,5

3,5

1,5

ryzyko

posrednie

bardzo wysokie

wysokie

wysokie

posrednie

bardzo niskie

posrednie

bardzo niskie

bardzo niskie

niskie



L.p.

11

12

13

14

15

16

Grupa
pacjentow

GRUPA 4

GRUPA 4

GRUPA 4

GRUPA 4

GRUPA 4

GRUPA 4

Charakterystyka grupy

prawidtowy kariotyp
w dwoch badaniach

prawidtowy kariotyp
w dwoch badaniach

prawidlowy kariotyp
w dwoch badaniach

prawidtowy kariotyp
w dwoch badaniach

prawidtowy kariotyp
w dwoch badaniach

prawidlowy kariotyp
w dwoch badaniach

pleé

m

Srednia

Zyje (T/N)

nie

tak

tak

tak

tak

nie

nr MDS

MDS 68.1

MDS 75.1

MDS 78.1

MDS 80.1

MDS 84.1

MDS 93.1

95

IPSS R
score

2,5

3,5

2,5

2,5

~3,0 3.4)

ryzyko

niskie

posrednie

niskie

bardzo niskie

niskie

niskie

nr MDS

MDS 68.2

MDS 75.2

MDS 78.2

MDS 80.2

MDS 84.2

MDS 93.2

IPSS-R
score

3,5

1,5

3,0

~3,0 3,1)

ryzyko

niskie

niskie

niskie

bardzo niskie

bardzo niskie

niskie



Z powyzszych danych wynika, ze u czterech pacjentéw: MDS 1, 37, 75 oraz 84
nastgpita zmiana w kwalifikacji pacjenta do grupy ryzyka w czasie obserwacji/leczenia.
W przypadku pacjenta MDS 1 z grupy wysokiego do posredniego ryzyka, MDS 37
z grupy bardzo wysokiego ryzyka do wysokiego, MDS 75 z grupy posredniego do
niskiego ryzyka oraz MDS 84 z niskiego do bardzo niskiego ryzyka. U dwoch pacjentow
MDS 12 oraz MDS 45 ryzyko wg IPSS-R zmienito si¢ na niekorzys$¢, odpowiednio
z niskiego na wysokie oraz z niskiego na posrednie w czasie obserwacji/leczenia pacjenta
1 dotyczyto pacjentow z progresja choroby lub zawsze prawidtowym kariotypem. Tylko
u jednego pacjenta, ktéremu okreslono ryzyko wg IPSS-R wykryto patogenny wariant
sekwencji DNA genu ASXLI. U pozostatych pacjentow bez wzgledu na oszacowane
ryzyko wg IPSS-R nie wykryto zadnego zposzukiwanych w niniejszej pracy
patogennych wariantéw sekwencji DNA. Liczbe pacjentow zakwalifikowanych do
odpowiedniej grupy ryzyka cytogenetycznego na podstawie wybranych parametrow

badan laboratoryjnych przedstawiono w Tabeli nr 39.
Tab. 39. Liczba pacjentow w poszczegolnych grupach ryzyka

Liczba pacjentéw (n=16)
Ryzyko wg IPSS-R

I punkt czasowy II punkt czasowy
Bardzo niskie 4 5
Niskie 7 5
Posrednie 2 3
Wysokie 1 2
Bardzo wysokie 2 1

5. Analiza statystyczna

W zwiazku z duzg heterogennoscia i jednoczesnie niskg liczebnoscig badanych
grup odstgpiono od zaawansowanej analizy statystycznej. Wynikato to z braku

mozliwosci doboru optymalnych narzedzi statystycznych.
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V.  Dyskusja

Wynik  badania  kariotypu  upacjentbw  zrozpoznaniem  zespotu
mielodysplastycznego  (MDS)  jest gléwnym  elementem  zrewidowanego
Migdzynarodowego Systemu Prognostycznego (IPSS-R) istanowi wazny element
w diagnostyce tych pacjentow [28, 55, 56, 57]. Ponadto ocena aberracji
chromosomowych pozwala na umiejscowienie pacjenta na odpowiedniej $ciezce
terapeutycznej z zastosowaniem dostepnych terapii (lenalidomid, azacytydyna) lub
skierowanie chorego z wysokim ryzykiem cytogenetycznym do procedury
allogenicznego przeszczepienia komoérek krwiotworczych [55, 60]. Wsrdéd zmian
cytogenetycznych wystepujacych znajwigksza czestoscig nalezy wymieni¢ takie
aberracje jak: delecja fragmentu dlugiego ramienia chromosomu pary 5, 7, obecno$¢
dodatkowej kopii chromosomu pary 8, czy utrata chromosomu pici Y. Ponadto
zaobserwowac¢ mozna aberracje chromosomow pary 3, 11, 12, 13, 17 czy 21 [28, 62, 63].
W grupach pacjentow, u ktorych obserwowane aberracje sa zmianami cytogenetycznymi
0 wyzszej czestosci wystepowania tatwiej mozna dokona¢ oceny ryzyka, natomiast
w przypadku aberracji cytogenetycznych wystgpujacych rzadko i u niewielu pacjentow
ocena ta jest znacznie utrudniona [28]. W przypadku zespotéw mielodysplastycznych
nalezy pamigtaé, ze duzg grupe (40-50%) stanowig pacjenci z prawidlowym kariotypem
[28], a zastosowanie bardziej czulych metod pozwala na wykrycie zmian u 80%
pacjentow [28]. Dowiedziono tego juz na poczatku XXI wieku kiedy jeszcze
stosowanymi metodami byty SNP czy poréwnawcza hybrydyzacja genomowa (CGH lub
aCGH). W chwili obecnej caty czas trwaja badania majgce na celu wytypowanie
patogennych wariantdow genoéw, a badaniami z wyboru w duzych populacjach chorych
ina duzych grupach gendéw jest sekwencjonowanie nast¢pnej generacji (NGS) [64].
Prowadzone w ten sposob badania dotycza gendéw splicingu RNA takich jak SF3BI,
SRSF2, U2AF1, ZRSR2, metylacji: DNMT3A4, IDHI/2, TET2 czy modyfikujacych
histony: ASXLI, BCOR, EZH2? [41, 63-66]. Ich celem jest korelacja zmian
cytogenetycznych z wystegpowaniem okreslonych mutacji w wyzej wymienionych
genach [28], co ma pomoc w zrozumieniu biologii tej choroby, stratyfikacji pacjentow
do okreslonych grup ryzyka i mozliwosci zastosowania nowych terapii [28]. Dzigki tej
metodzie mozna réwniez sposrdd duzych paneli gendw wytypowac te, ktore mogtyby
stanowi¢ wraz zbadaniem cytogenetycznym pierwszy etap screeningu pacjentow

znacznie przyspieszajac czas wykonania badan [69, 70, 71].
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Gléwnym celem niniejszej pracy byta charakterystyka aberracji

chromosomowych w przebiegu zespotu mielodysplastycznego oraz ocena czestosci
wystepowania wariantow sekwencji DNA: ¢.1945G>T genu ASXLI, c.1874G>T genu
SF3B1 1 ¢.502-2A>C genu RUNXI z zastosowaniem metody pirosekwencjonowania.
Wybor okreslonych zmian w sekwencji DNA, ktore zostaty poddane analizie w niniejsze;j
pracy nie byt przypadkowy i opierat si¢ o prowadzone badania zespotu naukowcow
z Katedry 1Kliniki Hematologii 1 Transplantacji Szpiku oraz Zaktadu Genetyki
Nowotworéw Instytutu Genetyki Cztowieka PAN w Poznaniu (czg$¢ wynikow
opublikowano w 2021 roku w czasopi$mie Central European Journal of Immunology)
[51].
W  wyniku przeprowadzonego sekwencjonowania nastgpnej generacji  (NGS)
z wykorzystaniem platformy MiSeq firmy Illumina dla 9 genow (67 eksonow, 91
amplikoné6w) u 15 pacjentow zrozpoznaniem zespotu mielodysplastycznego
wytypowano patogenne zmiany, sposrdd ktorych trzy zostaly wybrane do analizy
W niniejszej pracy. Patogenny wariant ¢.1874G>T w genie SF3B1 byl wczesniej opisany
w literaturze, natomiast zmiany ¢.1945G>T genu ASXLI 1c¢.502-2A>C genu RUNXI
byty wariantami do tej pory nieopisanymi w MDS. Celem byto sprawdzenie cze¢stosci ich
wystepowania w wigkszej grupie chorych z MDS.

Przeprowadzona w pracy analiza cytogenetyczna 80 pacjentdéw z zespotem
mielodysplastycznym w dwéch punktach czasowych pozwolita na wyodrgbnienie
czterech grup pacjentow.

Grupe pierwsza (n=22) stanowili chorzy, u ktérych zaré6wno w pierwszym jak
1 drugim badaniu zaobserwowano aberracje cytogenetyczne. U pieciu z tych pacjentow
do wystepujacych juz aberracji w pierwszym badaniu dotgczaty kolejne lub pojawity si¢
inne wczesniej nieobserwowane u nich zmiany. Natomiast u 17 pacjentow aberracje
zawsze byly takie same w pierwszym 1ikolejnym badaniu (petne dane dotyczace
otrzymanych wynikéw znajduja si¢ w Tabeli nr 17, 18, 19, 20).

Jednym z przykladow ztej grupy moze by¢ pacjent MDS 1, u ktorego
w pierwszym badaniu (MDS 1.1) obok klonu komoérkowego z prawidlowym kariotypem
pojawit si¢ klon komdrkowy z obecno$cia dodatkowej kopii chromosomu pary 8. Zmiana
ta jest czesto raportowana u pacjentéw z zespotem mielodysplastycznym i dotyczy 10%
wszystkich przypadkéw pierwotnego MDS 1az 40% przypadkéw z wtornym MDS
[27, 28, 34, 35]. Natomiast w kolejnym badaniu u tego pacjenta (MDS 1.2) obok delecji

fragmentu krotkiego ramienia chromosomu pary 12 [del(12)(p13)] zaobserwowano
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zrbwnowazong translokacj¢ pomie¢dzy dltugim ramieniem chromosomu pary 15 oraz
krétkim ramieniem chromosomu pary 18. W przypadku pierwszej zaobserwowanej
zmiany literatura wskazuje obecnos¢ delecji fragmentu krétkiego ramienia chromosomu
pary 12 u 3% pacjentdow z rozpoznanie zespotu mielodysplastycznego [26, 29, 30, 35],
natomiast do tej pory nie zostala w literaturze opisana translokacja t(15;18) u tych
chorych. W zwigzku z tym, ze pojawita si¢ ona u tego chorego dopiero w drugim badaniu
cytogenetycznym mozna przypuszczaé, ze zwigzana jest ona z wystgpieniem zespotu
mielodysplastycznego (jego ewolucja cytogenetyczng wynikajacg z biologii choroby lub
zastosowanego leczenia) inie ma konstytucyjnego (wrodzonego) charakteru.
W przypadku pacjenta MDS 6 w pierwszym badaniu (MDS 6.1) zaobserwowano jedng
z najczestszych aberracji  zwigzang z zespotem mielodysplastycznym tj.  delecje
fragmentu dhlugiego ramienia chromosomu pary 5 [del(5)(q22q35)]. Wedlug réznych
danych literaturowych zmiana ta wystepuje u 10-20% pacjentow z pierwotnym MDS
140% z wtorym zespotem mielodysplastycznym [27, 28, 34, 35,72, 73]. W kolejnym
badaniu u tego pacjenta (MDS 6.2) wyzej opisanej delecji towarzyszyta dodatkowa
aberracja rowniez raportowana w przypadku MDS tj. dodatkowa kopia chromosomu pary
8 [27, 28, 34, 35, 74]. Natomiast u chorego MDS 31 zaréwno w pierwszym (MDS 31.1)
jak 1drugim (MDS 31.2) badaniu obserwowano takg samg aberracj¢ opisywang juz
powyzej u innych chorych tj. obecnos¢ dodatkowej kopii chromosomu pary 8. Kariotyp
ztozony w dwoch kolejnych badaniach obserwowano u pacjenta MDS 37 (MDS 37.1
oraz MDS 37.2), co wigcej byly to takie same aberracje cytogenetyczne: addycja
materiatu genetycznego na krétkim ramieniu chromosomu pary 4 [add(4)(p16)], utrata
prawidtowej kopii chromosomu pary 4, delecja fragmentu dlugiego ramienia
chromosomu pary 5 [del(5)(q15g33)], obecnos¢ pochodnego chromosomu pary 8
[der(8)], addycja materialu genetycznego na dlugim ramieniu chromosomu pary 13
[add(13)(p13)], pochodny chromosom pary 16 [der(16)add(16)(q24)], dodatkowa kopia
chromosomu pary 18, monosomia chromosoméw pary 7, 12 oraz 20 i obecnosci dwodch
chromosoméw markerowych marl o wielko$ci chromosomow z grupy C (chromosomy
pary 6-12) i mar2 o wielko$ci chromosoméw z grupy G (chromosomy pary 21-22 1Y).
Wisrdd nich wystgpowaly te czeste dla zespotu mielodysplastycznego takie jak del5q czy
monosomia chromosomu pary 7 oraz rzadkie nie raportowane wczesnie;.
Podsumowujac w tej grupie chorych najczesciej obserwowano wystepowanie
kariotypu ztozonego, co stanowito $rednio 28% wszystkich analizowanych w tej grupie

przypadkoéw (29% w grupie gdzie zmiany byly takie same w dwoch kolejnych badaniach
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127% w grupie z ewolucja klonalna kariotypu zlozonego) i byl on wyzszy niz dane
literaturowe [36, 75]. Druga co do czgstosci wystepujaca aberracja byta izolowana delecja
dtugiego ramienia chromosomu pary 5 - najczestsza zmiana w populacji europejskiej,
ksztattujaca sie¢ wg danych literaturowych na poziomie 10-20% [27, 28, 34, 35, 53],
natomiast obserwowana wtej grupie na poziomie 29%, co odbiega od danych
literaturowych. Nalezy ponadto zauwazy¢, ze u chorych z ewolucja klonalng kariotypu
tej zmianie w kolejnym badaniu towarzyszyta druga aberracja w postaci dodatkowej
kopii chromosomu pary 8, co znajduje swoje potwierdzenie w danych literaturowych
poniewaz ta aberracja wystepuje u pacjentow w badaniu pierwszym i klon ten utrzymuje
si¢ w badaniach kolejnych lub pojawia si¢ dodatkowo jako aberracja wtorna [55].
U jednego pacjenta w dwodch kolejnych badaniach delecji 5q towarzyszyta inna zmiana
charakterystyczna dla zespolu mielodysplastycznego czyli delecja 20q. Trzecig co do
czestosci byta dodatkowa kopia chromosomu pary 8 stwierdzona u 18% chorych z tej
grupy, co rowniez jest wynikiem wyzszym niz dane literaturowe [26, 29, 30, 35]. Na
szczegdlna uwage zastuguje tu jednak fakt, ze ujednego z pacjentow, u ktorego
w pierwszym  badaniu  wystepowata dodatkowa kopia chromosomu pary
8 1 wspottowarzyszyta jej dodatkowa kopia chromosomu pary 19, w/w aberracja nie
pojawita si¢ w kolejnym badaniu przy jednoczesnym ciggtym wystgpowaniu dodatkowe;j
kopii chromosomu pary 19. Ze wzgledu na fakt, ze w pierwszym badaniu klon komorek
z+8 byl reprezentowany w niskim odsetku a kolejne badanie kariotypu u pacjenta
wykonane bylo po uplywie az 599 dni wiasciwe byloby zweryfikowanie obecnos$ci
+8 w niskim odsetku metoda fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH) [76]. Ponadto
dtugi czas pomiedzy badaniami utrudnia przesledzenie historii pacjenta 1 rozstrzygnigcia
jakim procedurom medycznym zostal wtym czasie poddany. Mozna natomiast
przypuszczaé, ze zmiang pierwotng byta dodatkowa kopia 19, a wtérng do niej +8.
Porownywalny z doniesieniami naukowymi i jednoczes$nie najnizszy odsetek stanowity
aberracje dotyczace utraty chromosomu plci Y czy chromosomow pary 111 12 (4%) w tej
grupie chorych.

Na uwagg zasluguje rowniez fakt, ze mediana wieku w tej grupie wynosita 65 lat
1 byla wyzsza niz $rednia catej grupy, zwigzane jest to z faktem iz czgsto$¢ wystepowania
aberracji cytogenetycznych wzrasta z wiekiem pacjenta, co jest zgodne z danymi
literaturowymi [55].

Grupe drugg (n=10) stanowili pacjenci, u ktoérych aberracje cytogenetyczne

wystepowaly w pierwszym badaniu, a w kolejny kariotyp byt prawidtowy. Pomimo
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braku danych klinicznych mozna przypuszczaé, ze chorzy z tej grupy zostali poddani
leczeniu, ktorego efektem byto osiagniecie przez nich remisji cytogenetyczne;.

Jedng z aberracji stwierdzang w pierwszym badaniu utych chorych byta delecja
fragmentu dilugiego ramienia chromosomu pary 5 [del(5)(q12q33)] zaobserwowana
np. upacjenta MDS 18. U pacjenta MDS 22 zaobserwowano dodatkowa kopig
chromosomu pary 8, a upacjenta MDS 29 delecj¢ fragmentu dilugiego ramienia
chromosomu pary 7. W przypadku pacjenta MDS 21 kariotyp w pierwszym badaniu
(MDS 21.1) byl ztozony 1 obejmowat aberracje liczbowe i strukturalne w postaci: addycji
materiatu genetycznego nieznanego pochodzenia na dtugim ramieniu chromosomu pary
12 w dwoch metafazach, aberracji w obrebie krotkiego ramienia chromosomu pary 17,
obecnosci acentrycznych form chromosomow tzw. double minutes (dmin w liczbie od
1 do 4), obecnosci 5 chromosomoéw markerowych - marl wielko$ci chromosomow
z grupy E (chromosomy pary 16-18), mar2 wielkosci 2/3 chromosoméw z grupy
C (chromosomy pary 6-12 i X), mar3 wielkosci chromosomow z grupy G (chromosomy
pary 21-22 1Y), mard4 wielkosci chromosoméw z grupy C oraz mar5S wielkosSci
chromosomoéw z grupy a (chromosomy pary 1-3). Wyniki badan cytogenetycznych w tej
grupie szczegotowo przedstawiono w Tabeli nr 17. U wszystkich pacjentdw z tej grupy
w kolejnym badaniu stwierdzono kariotyp prawidiowy.

Reasumujac najczestszg obserwowang wtej grupie aberracja byla delecja
fragmentu dhugiego ramienia chromosomu pary 5 ale jej czesto$¢ rowniez tutaj byta
wyzsza niz raportowana w literaturze i wynosita 30% [26, 28, 29, 35, 53]. Kariotyp
zlozony wtej grupie byl obserwowany w 20% przypadkow izgodny w tej grupie
z danymi raportowanymi przez inne zespoty badawcze [53]. Aberracje takie jak del7q
czy dodatkowa kopia chromosomu pary 8 raportowano w literaturze z cze¢stos$cig
poréwnywalng jak w grupie badanej, natomiast aberracje chromosoméw pary 11 122
wystepowaly w tej grupie pacjentow w wyzszym odsetku (10% versus 3-5%) [26, 28, 29,
35, 53]. Mediana wieku w tej grupie wynosita 60 lat i byta zblizona do $redniej dla calej
badanej grupy.

Grupe trzecig (n=6) stanowili chorzy, uktérych zaobserwowano kariotyp
prawidlowy w pierwszym badaniu, natomiast w kolejnym aberracje cytogenetyczne.
Pomimo braku danych klinicznych mozna przypuszczaé, ze u tych pacjentow mogta
nastapi¢ progresja choroby, ktérej odzwierciedleniem jest nieprawidtowy kariotyp

w kolejnym badaniu.
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Przykladem pacjenta z tej grupy moze by¢ MDS 9. W pierwszym badaniu (MDS
9.1) zaobserwowano prawidtowy kariotyp natomiast w kolejnym badaniu (MDS 9.2)
obecnos¢ dodatkowej kopii chromosomu pary 8, addycje materiatu genetycznego na
dtugim ramieniu chromosomu pary 9 [add(9)(q?34)] oraz delecje¢ fragmentu dlugiego
ramienia chromosomu pary 20 [del(20)(q12)]. Oprocz tego nadal w 60% analizowanych
metafaz utrzymywat si¢ klon komérkowy z prawidlowym kariotypem.

W przypadku kolejnego pacjenta ztej grupy chorych MDS 11, podobnie jak
u chorego MDS 9 w pierwszym badaniu (MDS 11.1) we wszystkich analizowanych
metafazach zaobserwowano kariotyp prawidlowy. Kolejne badanie (MDS 11.2) ujawnito
wystepowanie kariotypu hiperdiploidalnego z obecnos$cia dodatkowych kopii
chromosomu pary 8, 10, 14 oraz 21. Podobnie jak w przypadku MDS 9 takze tutaj
opisanemu klonowi komoérkowemu z aberracjami towarzyszyt klon komoérkowy
o prawidlowym kariotypie i stanowit on rowniez 60%.

Resumujac w tej grupie chorych w drugim badaniu dominowat kariotyp ztozony
(51%), aberracje dotyczace chromosomow pary 7, 8 czy 11 wystepowaly u pojedynczych
pacjentow w jednakowym odsetku (16%). Na uwage zashuguje jednak fakt, 1z w tej
grupie chorych nie obserwowano najczestszej zmiany wystepujacej w zespolach
mielodysplastycznych czyli del5q, ktora jest korzystnym czynnikiem rokowniczym,
a wystepowaty aberracje niekorzystne takie jak monosomia 7 czy kariotyp ztozony oraz
z kategorii posredniego rokowania takie jak +8. Zjawisko to zgodne jest z danymi
literaturowymi [55, 59] 1 wskazuje na kierunek ewolucji kariotypu prawidtowego bedacy
korzystnym do kariotypu mniej korzystnego jednocze$nie zwracajagc uwage na
konieczno$¢ obserwacji pacjentow z tej grupy.

Na uwagg zasluguje rowniez fakt, ze mediana wieku w tej grupie wynosita 70 lat
1byla wyzsza niz S$rednia calej grupy oraz najwyzsza w poréwnaniu z wszystkimi
czterema analizowanymi grupami, co rowniez potwierdza korelacje pomigdzy wzrostem
czgstosci wystepowania aberracji cytogenetycznych a wiekiem pacjenta [55].

Ostatnig najliczniejsza grupe pacjentow (n=42) stanowili chorzy z prawidtowym
kariotypem w dwodch kolejnych badaniach. Do tej grupy zakwalifikowano pacjentow
z utratg pojedynczych chromosomow, ktore wystepowaty w maksymalnie pigciu sposrod
20 analizowanych metafaz oraz pacjentéw z obecnos$cig zmiany bedacej polimorfizmem
tj. pericentrycznej inwersji chromosomu pary 9, ktéra w populacji wystepuje z czestoscia
okoto 2% 1ina razie nie udowodnionej jej wplywu na wystapienie zespotu

mielodysplastycznego czy innego nowotworu hematologicznego [54]. Kwalifikacja
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pacjentow, u ktorych doszto do utraty pojedynczych chromosomow byta trudna. Nalezato
wzig¢ pod uwage techniczne aspekty przygotowywania preparatoéw do analizy GTG,
ktore wykonywane byly w sposéb manualny i w zwigzku z tym mogly pojawic si¢ losowe
utarty chromosomow w analizowanych metafazach niezwigzane z chorobg. Dlatego
podczas analizy kariotypoéw pacjentdow ztej grupy zwracano uwage czy utraty
chromosomow pojawiaty si¢ z rowng czestoscia w dwoch badaniach. Jezeli w badaniu
pierwszym pojawila si¢ monosomia, ktora nie byta obserwowana w drugim badaniu to
kariotyp uznawany byt za prawidtowy w obu punktach czasowych.

Grupa ta stanowita 53% catej grupy badanej, co jest zgodne z dostepnymi danymi
literaturowymi, wg ktérych pacjenci z prawidlowym kariotypem stanowia okoto 50%
wszystkich chorych z zespotem mielodysplastycznym [27, 28, 34, 35, 55].

Mediana wieku w tej grupie wynosita 58 lat 1 byta zblizona do $redniej catej
grupy, natomiast najnizsza w porOwnaniu z wszystkimi czterema analizowanymi
grupami, co po raz kolejny potwierdzito obserwowane juz powyzej zaleznosci pomigdzy
wiekiem 1 czgsto$cig wystepowania zmian cytogenetycznych.

Podsumowujac tg cze$¢ badan nalezy zwrdci¢ przede wszystkim uwage na fakt,
ze ocena aberracji cytogenetycznych uchorych zzespolem mielodysplastycznym
pozwolita na zakwalifikowanie pacjentow do okreslonych grup ryzyka
cytogenetycznego. Pozwolito to na stwierdzenie, ze bez wzgledu na rodzaj wykrytych
aberracji cytogenetycznych ryzyko pacjentow nie réznito si¢ znaczaco pomigdzy
pierwszym a drugim badaniem. Réznice natomiast obserwowane byly w poszczego6lnych
grupach pacjentdw, zwlaszcza u chorych, u ktérych w kolejnym badaniu obserwowano
kariotyp nieprawidtowy. W tej bowiem grupie (grupa 3) upigciu sposrod szesciu
pacjentow ryzyko cytogenetyczne zmienito si¢ na niekorzystne, sredni wiek pacjentow
byl najwyzszy, a dominujgca grupa byli chorzy ptci meskiej. Takich zaleznos$ci nie
zaobserwowano w pozostatych trzech grupach (grupa 1, 2 i4). Analizujac natomiast
sredni czas pomigdzy badaniami cytogenetycznymi nalezy rdéwniez zauwazyC, ze
najkrétszy Sredni czas migdzy dwoma badaniami cytogenetycznymi zaobserwowano
rowniez w grupie chorych z nieprawidlowym kariotypem w drugim badaniu, co moze
by¢ zwigzane z pogorszeniem stanu klinicznego pacjenta, ktoéry swoje odzwierciedlenie
znalazt w badaniu cytogenetycznym. Najdluzszy czas pomigedzy badaniami
zaobserwowano u chorych z prawidtowym kariotypem w kolejnych dwoch badaniach
(grupa 4), co moze by¢ zwigzane z dobrym ryzykiem cytogenetycznym i ich lepszym

og6lnym stanem klinicznym.
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W niniejszej pracy zastosowano dwa kryteria kwalifikacji probek do badan
molekularnych. Pierwszym byto kryterium czasowe - takie same jak do badan metodami
cytogenetyki klasycznej. Drugie kryterium wynikato z metodyki badan, a mianowicie
w celu prawidlowego przebiegu pirosekwencjonowania st¢zenie catogenomowego DNA
nie mogto by¢ nizsze niz 10 ng/pul, a materiat musiat pochodzi¢ dokladnie z tej same;j
probki wykorzystanej do wykonania kariotypu metoda GTG. Dzigki temu porownanie
tych dwoch wynikow bylo najbardziej miarodajne. Powyzsze kryteria pozwolily na
przeprowadzenie badania metodami biologii molekularnej u 59 sposrod 80 pacjentow.
Z tego powodu w celu oszacowania czgstosci wystepowania poszukiwanych wariantow
c.1945G>T genu ASXLI, c¢.502-2A>C genu RUNXI oraz c.1874G>T genu SF3B
postanowiono poszerzy¢ grupe badang o041 chorych zrozpoznaniem zespotu
mielodysplastycznego. Badanie metodg pirosekwencjonowania dla tej grupy pacjentow
wykonano tylko wjednym punkcie czasowym idodatkowo zaobserwowano
poszukiwany wariant ¢.1945G>T genu ASXLI u dwoch chorych, ¢.502-2A>C genu
RUNXI u jednego chorego oraz ¢.1874G>T genu SF3B1 u dwoch chorych.

Dobierajac metod¢ badawcza kierowano si¢ migdzy innymi jej czuto$cig oraz
mozliwo$cig wykrycia zmian pojedynczych nukleotydow. Rozwazano wigc
wykorzystanie techniki sekwencjonowania metoda Sangera, metody HRM (ang. high
resolution melting) oraz pirosekwencjonowania. Ze wzgledu na fakt, ze czulosé
sekwencjonowania Sangera to okolo 20%, a material pacjentdow podanych analizie
pochodzil z zabezpieczonych po analizie cytogenetycznej zawiesin komorkowych
istniato ryzyko, ze zbyt niska czuto$¢ tej metody spowoduje uzyskanie wynikow
fatszywie ujemnych. Metoda HRM, cho¢ bardzo dobra w swoich zalozeniach wymaga
natomiast DNA o bardzo dobrej jakosci i stgzeniu co najmniej 50 ng/ul, co réwniez
moglo by¢ trudne do realizacji w kontek$cie stosowanej matrycy DNA [56, 57].
W zwigzku  z powyzszym  wniniejszych  badaniach  zastosowano  metod¢
pirosekwencjonowania taczaca w sobie kilka zalet takich jak: czulo$¢ na poziomie
1%, mozliwos¢ zastosowania catogenomowego DNA o stezeniu 10 ng/ul oraz
stosunkowo szybka w poréwnaniu do sekwencjonowania Sangera. Za wyborem tej
metody przemawiat rowniez fakt, ze, wykorzystywana byla ona juz wczesniej do
potwierdzenia wystegpowania analizowanych w pracy wariantow sekwencji DNA

wykrytych za pomoc sekwencjonowania nastgpnej generacji (NGS) [51].
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Analizowane w pracy warianty sekwencji DNA w trzech genach ASXLI, SF3B1
oraz RUNXI maja charakter patogenny i zaraportowane zostaly w bazie COSMIC.
Wariant genu ASXLI oraz RUNXI wczes$niej wykryte byty tylko u chorych z ostrg
biataczka szpikowa, a genu SF3B1 u chorych zarowno z AML jak i MDS [58].

Z pierwszej grupy pacjentow (w pierwszym jak i drugim badaniu zaobserwowano
aberracje cytogenetyczne) do dalszych badan metodami biologii molekularnej
wytypowano 12 chorych, sposréd ktérych tylko udwédch zaobserwowano jedng
poszukiwang zmiang ¢.1874G>T genu SF3B1. W przypadku pacjenta MDS 7, u ktorego
w pierwszym badaniu cytogenetycznym zaobserwowano utrat¢ chromosomu pici Y,
a w kolejnym tej zmianie towarzyszyla druga aberracja w postaci addycji materiatu
genetycznego na ramieniu q chromosomu pary 16 patogenny wariant sekwencji genu
SF3B1 obserwowano w kazdym z badan. W przypadku pacjenta MDS 43, u ktérego
badanie cytogenetyczne zaré6wno pierwsze ikolejne ujawnitly wystgpowanie delecji
fragmentu dlugiego ramienia chromosomu pary 5 poszukiwana zmiana wystgpowata
w jednej probce 1bylo to drugie badanie. W tej grupie chorych (n=12) zatem
poszukiwany wariant sekwencji DNA pojawit si¢ w przypadku genu SF3B1 z cz¢stoscia
16%, a w jednym przypadku zgodnie z doniesieniami naukowymi korelowat z del5q
[59]. U Zzadnego pacjenta ztej grupy nie wystepowal patogenny wariant w sekwencji
genu ASXLI oraz RUNXI. Niektore zroédta donosza, ze mutacja w genie SF3B1 moze by¢
zmiang wtorng do tej obserwowanej w genie ASXLI zwlaszcza u starszych chorych,
jednakze pomimo zaobserwowania do$¢ wysokiej czgstosci badanych wariantow
sekwencji genow SF3BI 1 ASXLI w niniejszej pracy nie potwierdzono tego zjawiska
[61]. Nalezy jednak zaznaczy¢, iz badano wystepowanie pojedynczych wariantow tych
genow.

Z drugiej grupy pacjentéw (aberracje cytogenetyczne w pierwszym badaniu) do
dalszych analiz metodami biologii molekularnej wytypowano 5 chorych inie
zaobserwowano unich zadnego zposzukiwanych w niniejszej pracy wariantow
sekwencji DNA. Pomimo faktu, ze w tej grupie dominowala w kariotypie aberracja
w postali del5q u zadnego zpacjentdéw nie zaobserwowano patogennego wariantu
sekwencji DNA genu SF3BI, ktory wg doniesien literaturowych w 20% przypadkoéw
dotyczy wlasnie chorych z del5q [59].

Z trzeciej grupy pacjentoOw (aberracje cytogenetyczne w drugim badaniu) do
dalszych badan metodami biologii molekularnej wytypowano 6 chorych i rowniez tutaj

nie zaobserwowano zadnego z poszukiwanych w niniejszej pracy wariantu sekwencji
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DNA. Biorac pod uwage fakt, ze w tej grupie chorych mediana wieku byta najwyzsza
a pojawienie si¢ aberracji $wiadczy o progresji choroby brak wykrycia poszukiwanych
zmian wynika raczej z matej liczebnosci grupy i1mniejszego niz w innych badania
analizowanego panelu genow.

Natomiast czwarta grupa z prawidlowym kariotypem w dwodch badaniach byta
najliczniej reprezentowana w badaniach metodami biologii molekularnej i bylo to 36
chorych. Ponadto kazdy z pacjentéw byl w grupie dobrego ryzyka cytogenetycznego
wedhug CCSS.

W przypadku jednego pacjenta z czwartej grupy wykryto patogenny wariant
sekwencji genu SF3B1 w probee z pierwszego badania. Wariant ¢.1874G>T genu SF3B1,
ktory pojawit si¢ w tylko w pierwszym badaniu pacjenta z prawidtowym kariotypem, jest
zmiang raportowang juz wczesniej w zespotach mielodysplastycznych [60, 62].
W zwigzku z tym konieczna bylaby korelacja tego wyniku z wigksza liczbg danych
klinicznych by okresli¢ do jakiej grupy ryzyka wedtug IPSS zostat on zakwalifikowany
W momencie rozpoznania. Na podstawie samego wyniku pirosekwencjonowania mozna
przypuszczaé, ze brak tej zmiany w kolejnym badaniu moze wynika¢ z zastosowanego
u pacjenta leczenia, a podj¢te decyzje terapeutyczne zapewne nie opieraty si¢ tylko na
wynikach badania cytogenetycznego. Mozliwe wigc, ze pacjent pomimo kariotypu
prawidtowego nie speinial kryteriow zespolu mielodysplastycznego niskiego ryzyka
1 wymagal zastosowania jednej z dostgpnych terapii.

W tej grupie chorych u czterech pacjentow zaobserwowano réwniez patogenny
wariant sekwencji DNA genu ASXL/ izawsze dotyczyl on probki pochodzacej
z drugiego badania. Wedlug danych literaturowych obecno$¢ jakiegokolwiek
patogennego wariantu sekwencji w genie ASXLI jest niekorzystnym czynnikiem
prognostycznym majacym negatywny wpltyw na catkowite przezycie pacjentow [60]
réwniez w przypadku chorych, ktoérzy na podstawie systemu stratyfikacji IPSS-R znalezli
si¢ w grupie niskiego ryzyka [60]. Dodatkowo, obserwowana zmiana opisana wczesniej
tylko uchorych zostra bialaczka szpikowa zostala wykryta u pacjentéw z grupy
z prawidlowym kariotypem i moze stanowi¢ jeden z elementéw oceny ryzyka progresji
MDS do AML a w kontek$cie wieku pacjentéw mie¢ wptyw na podejmowane decyzje
terapeutyczne.

Ze wzgledu na brak mozliwosci uzyskania pelnych danych klinicznych na temat
pacjentow z tej grupy (czes$¢ chorych nie byta leczona w osrodku, w ktérym prowadzone

byto badanie) tylko w przypadku jednego pacjenta MDS 45 udalo si¢ uzyska¢ dane
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niezbedne do obliczenia IPSS-R i zauwazono, Ze pacjent ten pomimo kwalifikacji do
dobrej grupy ryzyka cytogenetycznego wg CCSS w toku obserwacji zmienit catkowite
ryzyko wg IPSS-R z dobrego na posrednie (Tabela nr 37). Pogorszenie paramentow
morfologii zbieglo si¢ z wykryciem patogennego wariantu sekwencji DNA w genie
ASXLI, a fakt iz wykryta zmiana do tej pory raportowana byla tylko u chorych z AML
sprawia, ze nalezy rozwazy¢ poszukiwanie tej zmiany u pacjentow z MDS pomimo, iz
byla to tylko pojedyncza obserwacja w tej pracy. Potwierdzeniem powyzszej tezy moze
by¢ fakt, ze w toku prowadzonych badan analizowang w niniejszej pracy grup¢ chorych
powigkszono o 41 pacjentéw z diagnozowanym MDS. W tej dodatkowej grupie chorych
udwoéch pacjentow wykryto analizowany rowniez wtej pracy patogenny wariant
c.1945G>T genu ASXLI. W analizie cytogenetycznej natomiast ujednego znich
potwierdzono aberracje cytogenetycznej pod postacig kariotypu ztozonego, ktory
definiowany jest jako wystgpowanie trzech lub wigcej zmian o charakterze klonalnym
czyli w wiecej niz dwoch analizowanych metafazach. W przypadku drugiego chorego
kariotyp byt prawidtowy podobnie jak w przypadku grupy badanej w niniejszej pracy.
Ponadto dla tych chorych uzyskano dane kliniczne dzigki ktérym potwierdzono, ze
w momencie wykonywania badania pacjenci mieli postawione rozpoznanie zespotu
mielodysplastycznego oraz ich choroba transformowata do ostrej biataczki szpikowe;.

Reasumujac po raz kolejny powyzsze obserwacje daja podstawe do stwierdzenia,
ze poszukiwanie patogennego wariantu ¢.1945G>T genu ASXLI u chorych
z rozpoznaniem zespotu mielodysplastycznego moze mie¢ wptyw na ustalenie rokowania
dla pacjenta i1 okreslenie najlepszej $ciezki terapeutycznej nie tylko na etapie ustalenia
rozpoznania ale réwniez wtoku leczenia czy obserwacji pacjenta w zwigzku
z rozpoznaniem zespotu mielodysplastycznego.

Pod dyskusje nalezy podda¢ rowniez uzyskane wyniki stosunku allelu dzikiego
do zmutowanego w tej grupie chorych, ktory wynosit pomiedzy 2 a 7% (VAF — variant
allele frequency - pomiedzy 2 a 7%) 1 byt dwukrotnie wyzszy niz wynikajacy z bledu
metody ale nizszy niz raportowany w danych literaturowych. Wedtug doniesien z innych
osrodkéw badawczych VAF u pacjentow z cytopenig/zespotem mielodysplastycznym/
mieloproliferacyjnym wahal si¢ w granicach wartosci od 1 do 90%, przy czym dla
pacjentdw z zespotem mielodysplastycznym wynosit okoto 20% dla jednej zmiany lub
10% jesli obserwowano wigcej niz jeden patogenny wariant sekwencji [77, 78, 79, 80].
Nalezy jednak podkresli¢, ze pacjenci w badaniach prowadzonych przez Malcoviati’ego,

Shanmugam;a, Zheng’a czy Ibrar’a, w przeciwienstwie do badanej w niniejszej pracy
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grupy chorych, badanie NGS przeprowadzane mieli w jednym punkcie czasowym.
Natomiast w grupie pacjentow analizowanych w niniejszej pracy badanie wykonywano
w dwoch punktach czasowych, a patogenny wariant sekwencji wystepowal zawsze
w drugim  badaniu  uchorych  zpotwierdzonym  rozpoznaniem  zespotu
mielodysplastycznego. Nalezy réwniez podkresli¢, ze w badaniu przeprowadzanym
W momencie rozpoznania wariant patogenny allelu byl niewykrywany (wystgpowal na
poziomie 0%), a co za tym idzie pojawienie si¢ wyniku dodatniego w kolejnym badaniu
nawet na nizszym poziomie niz wskazujg dane literaturowe moze sugerowaé zmiang
zwigzang z rozpoznaniem zespotu mielodysplastycznego.

Od lat prowadzone sa rowniez badania dotyczace zjawisk klonalnej cytopenii
o nieokreslonym pochodzeniu (CCUS) czy klonalnej hematopoezy o nieokreslonym
potencjale (CHIP). Szczegdlne miejsce w tych rozwazaniach zajmuja réwniez pacjenci
z zespotem mielodysplastycznym ze wzgledu czgste poczatkowe trudnosci
w postawieniu prawidlowej diagnozy. Stwierdzenie u pacjenta wystgpowania dysplazji
w obrebie komorek uktadu granulocytarnego czy ptytkotwdrczego nie jest wystarczajace
do postawienia diagnozy MDS. Pomocne okazuja si¢ wigc badania dodatkowe takie jak
cytogenetyka klasyczna czy poszukiwanie wariantdow sekwencji wybranych genow
zaangazowanych w patogenez¢ MDS [17,18]. Wtasnie patogenne warianty sekwencji
genu  ASXLI  obok takich jak  DNMT34, TET2, ASXLI, TP53,
JAK?2 czy SF3B1 typowane sg rowniez jako mutacje prowadzace do wystgpienia zjawiska
klonalnej hematopoezy o nieokreslonym potencjale [77, 78, 79]. Niezaprzeczalne jest to,
ze te same somatyczne mutacje s3 zwigzane z wystgpieniem zespotu
mielodysplastycznego czy innego nowotworu hematologicznego. Kluczowy zdaje si¢
jednak miedzy innymi wiek pacjentdw w momencie wykrycia opisywanych zmian.
W trzech niezaleznych badaniach udowodniono bowiem, zwigzek pomiedzy klonalng
hematopoeza a wiekiem pacjentow [77, 78, 79, 80]. Mutacje zwigzane z CHIP byty
rzadkie w grupie chorych w wieku ponizej 40 lat, w wieku pomiedzy 60 a 69 lat czgstos¢
ich wystepowania wzrastata do 6%, miedzy 70 a 89 rokiem zycia do 12%
by w wieku powyzej 90 lat wystgpowac juz u 20% chorych z klonalng hematopoezg [80].

Biorac pod uwage, ze mediana wieku w grupie pacjentow z patogennym
wariantem genu ASXL/ wykrytym w niniejszej pracy wynosita 51 lat i byla nizsza niz
srednia catej grupy, anajmlodszy chory mial 19 lat mozna na podstawie danych
literaturowych stwierdzi¢, ze obserwowana zmiana nie miala zwigzku z wystapieniem

CHIP, azaobserwowany VAF  nizszy niz  raportowany  w zespotach
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mielodysplastycznych, mimo wszystko zwigzany jest z wystgpieniem MDS,

co dodatkowo potwierdza jego nicobecnos¢ w pierwszym badaniu.

Podsumowujac w grupie chorych z prawidtowym kariotypem patogenny wariant
sekwencji DNA w jednym sposrod trzech analizowanych w pracy gendéw stwierdzono
u 5 na 36 pacjentow, co stanowi 14%. Okreslenie wystepowania wariantow sekwencji
genu ASXLI iposzerzenie panelu gendw dla wyzej analizowanych pacjentow zapewne
znacznie zwigkszytoby odsetek chorych z patogennymi wariantami sekwencji w genach
bioragcych udzial w patogenezie MDS 1 utatwilo interpretacje otrzymanych wartosci
VAF. Zgodnie z doniesieniami literaturowymi znalezienie wariantu patogennego
w wigcej niz dwoch genach sprawia, ze prog wartosci VAF na podstawie ktorego dang
zmian¢ uznaje si¢ za zwigzang z patogeneza choroby, moze by¢ nizszy niz 20%
[81, 82, 83, 84].

Nie zmienia to jednak faktu, ze uzyskane wyniki sugeruja, ze wykryte zmiany
maja zwigzek z patogeneza/progresja choroby jaka jest MDS apojawienie si¢
patogennych wariantow w kolejnym badaniu pacjenta zwlaszcza w przypadku wariantu
c.1945G>T genu ASXL1I moze $wiadczy¢ o progresji choroby.

W niniejszej pracy podjeto rowniez probe wykrycia patogennego wariantu
sekwencji DNA w genie RUNXI u pacjentéw z zespotem mielodysplastycznym. Do tej
pory raportowane zmiany wg réoznych zrédet dotyczyty eksonow od 3 do 8 [51, 62, 63]
oraz wystgpowaly z czesto$cig od 10 do 15%. Wariant analizowany w pracy nie byt
raportowany u pacjentow z MDS, natomiast zostal wcze$niej wykryty u chorych
w badaniu prowadzonym w Klinice Hematologii i Transplantacji Szpiku oraz Instytucie
Genetyki Czlowieka PAN [51]. Wedtug doniesien literaturowych patogenne warianty
sekwencji w genie RUNXI s3 niekorzystnym czynnikiem rokowniczym. Dowiedziono
ponadto, ze moze si¢ ona pojawic¢ na poczatku choroby lub w trakcie leczenia pacjenta
1czesSciej zwigzana jest zobecno$cig delecji 7q lub monosomii chromosomu
pary 7 w formie izolowanej [63]. Poza okresleniem czesto$ci wystepowania nieopisanego
w MDS  wariantu  ¢.502-2A>C genu RUNXI/ w niniejszej pracy zalozono,
ze w grupie 59 pacjentow badanie bedzie dotyczyto dwodch punktow czasowych. Zasadne
wydato si¢ wybranie do tych analiz rowniez genu RUNXI, by okresli¢ zmiany jego
statusu w czasie obserwacji pacjentoéw. Ponadto, ze wzgledu na jego wystepowanie
réwniez uchorych zostra bialaczka szpikowa moéglby on stanowi¢ czynnik

prognostyczny transformacji zespotu mielodysplastycznego do MDS poniewaz wedtug
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niektorych Zrdodet literaturowych [85, 86] u czegsci pacjentow z MDS patogenny wariant
sekwencji DNA genu RUNXI pojawial si¢ w momencie transformacji MDS do AML.

Pomimo tych doniesien uzadnego z 59 pacjentow zrozpoznaniem zespotu
mielodysplastycznego w zadnej z grup cytogenetycznych niezaleznie od oszacowanego
ryzyka nie zostata ona stwierdzona. Moze to wynika¢ z faktu, ze spos$rdd pacjentow
z MDS tylko u dwoch obserwowano del7q czgséciej skorelowang z w/w wariantem i nie
byla to zmiana izolowana [85, 86].

Powyzsze wyniki 1 rozwazania spowodowaty, ze wytypowana poczatkowo grupa
pacjentéw zostata powigkszono o kolejnych 41 pacjentow z rozpoznaniem zespolu
mielodysplastycznego. Celem tej dodatkowej analizy trzech wariantéw c.1945G>T genu
ASXL1, ¢.502-2A>C genu RUNXI oraz c.1874G>T genu SF3BI bylo doktadniejsze
oszacowanie czgstosci wystgpowania poszukiwanych zmian. Wsérod 41 pacjentow
u dwoéch dodatkowo wykryto wariant ¢.1945G>T genu ASXLI, ukolejnych dwoch
wariant ¢.1874G>T genu SF3B/ oraz u jednego wariant ¢.502-2A>C genu RUNX].

Podsumowujac w niniejszej pracy jeden patogenny wariant sekwencji DNA
wykryto u siedmiu pacjentow na 59 chorych poddanych badaniu, co stanowi 12%, przy
czym patogenny wariant ¢.1945G>T genu ASXLI wystgpowal u czterech pacjentow
z prawidtowym kariotypem izawsze w drugim badaniu, co stanowi 7% wszystkich
chorych. Natomiast wariant ¢.1874G>T genu SF3B1 wystepowat u trzech pacjentéw, co
stanowi 5% wszystkich chorych, a udwdch pacjentow (2/3 tj. 67%) wspotistniat
nieprawidlowy kariotyp w kolejnych dwoéch badaniach. Powigkszenie analizowanej
grupy do 100 chorych nieznacznie zmienito uzyskane wyniki. Porownanie czestosci
wystepowania dwoch patogennych wariantow sekwencji DNA ¢.1945G>T genu ASXLI,
oraz ¢.502-2A>C genu RUNX]I jest trudne poniewaz wczesniej nie byty one raportowane
w zespotach mielodysplastycznych. Natomiast wariant ¢.1874G>T genu SF3B1 wedhug
bazy COSMIC wystepuje u okoto 0,5% chorych z zespolem mielodysplastycznym,
a sam stanowi okoto 2% sposrod wszystkich wariantdw tego genu raportowanych w tej
bazie w MDS. W zwigzku z tym uzyskanie wynikéw na poziomie 5% w grupie chorych
analizowanej w niniejszej pracy jest wyzszym wynikiem i sugeruje, ze nalezy wigcej
uwagi poswiegci¢ poszukiwaniom tego wariantu w grupie pacjentow z MDS.

Za powyzszymi rozwazaniami moze przemawia¢ réwniez fakt, Zze w niniejsze;j
pracy badano jeden hot-spot dla kazdego z genow. W opublikowanej natomiast w 2021
pracy autorstwa Matteo Bersanelli 1 wspotpracownikéw zaraportowano 141 zmian

o charakterze patogennym w genie ASXL/, 39 zmian o charakterze patogennym w genie
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SF3BI oraz 197 zmian o charakterze patogennym w genie RUNXI [87]. W zwigzku
z tym jezeli czgsto$¢ wystgpowania mutacji w wybranych do analizy w tej pracy genach
waha si¢ pomiedzy 10-20% (dla genu ASXLI 1 RUNXTI) oraz 20-30% (dla genu SF3B1),
aogolna ilo$¢ raportowanych zmian to 377 tylko w cytowanej tutaj pracy,
to wystgpowanie jednego hot-spot na poziomie 7% wykrytego w niniejszej pracy
znaczacy odsetek w grupie 59 pacjentow poddanych analizie, a wystgpowanie
nieopisanych wczesniej w zespotach mielodysplastycznych wariantow, wykrytych
z zastosowaniem sekwencjonowania nast¢pnej generacji (NGS) zostalo w niniejszej
pracy potwierdzone réwniez na wigkszej grupie chorych (dodatkowo 41 pacjentow).
Wiyniki te wskazujg jak wazne sa poszukiwania patogennych wariantow sekwencji i ich
korelacja z danymi klinicznymi w wigkszych grupach pacjentow by utatwi¢ ich
stratyfikacje do okreslonych grup ryzyka i umozliwi¢ podejmowanie najlepszych decyzji

terapeutycznych.
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VL

Podsumowanie

. Potwierdzono wystepowanie aberracji chromosomowych u 47% chorych oraz

prawidlowego kariotypu u 53% chorych w badanej grupie iczestos¢ ich
wystepowania byta porownywalna w dwoch punktach czasowych. Bez wzgledu
na zaobserwowany kariotyp szacowane ryzyko cytogenetyczne nie roznito si¢
znaczaco pomi¢dzy pierwszym i drugim badaniem — 8 na 80 pacjentow (10%)

zmienito ryzyko cytogenetyczne na gorsze podczas obserwacji.

. Zaobserwowano roznice w wieku pacjentow w poszczegolnych grupach chorych

— najnizsza mediang wieku zaobserwowano uchorych zryzykiem
cytogenetycznym dobrym, anajwyzsza upacjentOw z progresja zmian

w kariotypie (w tej grupie zaobserwowano réwniez réznice w pici).

. Zaobserwowano roznice w czasie pomiedzy pierwszym a drugim badaniem

cytogenetycznym - najdluzszy u chorych z ryzykiem cytogenetycznym dobrym,
a najkroétszy u pacjentéw z progresja zmian w kariotypie, co moze odzwierciedlac
stan kliniczny pacjentow.

Wystepowanie wariantow sekwencji DNA w genie ASXLI literaturowo szacuje
si¢ na 15 - 20%, natomiast nieopisany w MDS wariant ¢.1945G>T w badane;j
grupie wystepowat z czestosciag 6%.

Z nizsza czesto$cig obserwowano wystepowanie wariantu ¢.1874G>T genu
SF3B1 (5%) oraz wariantu ¢.509-2A>C genu RUNXI (1%), przy czym opisany
wczesniej wariant ¢.1874G>T genu SF3B1 w analizowanej grupie wystepowat
z Wyzszg czestoscig anizeli wg danych z bazy COSMIC (5% versus 0,5%).
Wykazano uzyteczno$¢ metody pirosekwencjonowania ~w wykrywaniu
wariantow  sekwencji  DNA  zmaterialu  pacjentow  pochodzacego

z zabezpieczonych po analizie cytogenetycznej peletow komorkowych.
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VII. Wnioski

1. W badanej grupie pacjentow rodzaj wykrywanych aberracji chromosomowych
w przebiegu choroby nie zmieniat ryzyka cytogenetycznego wedlug CCSS

okreslonego w chwili rozpoznania.

2. Najczesciej wystepujacy w grupie badanej, nieopisany wczesniej w MDS,
patogenny wariant ¢.1945G>T genu ASXLI moze odgrywaé rol¢ w progresji
zespotu mielodysplastycznego (potwierdzenie tego wniosku wymaga jednak

przeprowadzenia analizy w liczniejszej grupie chorych).

3. Wykazano celowo$¢ oceny wystgpowania wariantow sekwencji zaréwno
w momencie rozpoznania jak i obserwacji/leczenia pacjenta zwlaszcza u pacjentéw
z prawidlowym kariotypem, u ktérych ewolucja cytogenetyczna jest zjawiskiem

rzadko obserwowanym.

4. Potwierdzono uzyteczno$¢ metody pirosekwencjonowania jako narzedzia
stuzacego do oceny obecno$ci patogennych wariantéw sekwencji o charakterze

,,hot-spot” rowniez w badaniach retrospektywnych.

Reasumujac, uzyskane wyniki badan daja podstawe do stwierdzenia, ze konieczne
jest jednoczesne wykonywanie badan metodami cytogenetyki klasycznej (kariotyp)
1 biologii  molekularnej (poszukiwanie wariantow sekwencji DNA  genow
zaangazowanych w patogenez¢ choroby) upacjentdw zrozpoznaniem zespotu

mielodysplastycznego.
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VIII. Streszczenie

Ztotym standardem w diagnostyce zespotow mielodysplastycznych nadal
pozostaja metody cytogenetyki klasycznej. Na ich podstawie stratyfikuje si¢ pacjentow
do okreslonej grupy ryzyka oraz determinuje opcje terapeutyczne. Zgodnie z danymi
literaturowymi aberracje cytogenetyczne wystepuja u okoto 40-50% chorych ze
zdiagnozowanym pierwotnym zespotem mielodysplastycznym oraz u 80% pacjentow
z wtorng postacig MDS [26]. Charakteryzujg si¢ duza réznorodno$cig, a wigc nie ma
jednej zmiany bedacej swoistym markerem w przypadku MDS [27]. Wiadomo juz,
ze wiele genéw zaangazowanych jest w rozwdj i patogeneze¢ tej choroby. W zwigzku
z tym trwaja intensywne badania dotyczace poszukiwania nowych markerow w MDS.

Celem niniejszej pracy byta charakterystyka aberracji chromosomowych, ocena
czestosci wystepowania wybranych wariantow sekwencji DNA genow: ASXLI, RUNXI
oraz SF3BI uchorych zzespolem mielodysplastycznym oraz ocena przydatno$ci
metody pirosekwencjonowania w diagnostyce MDS.

Grupe badang stanowito 80 pacjentéw, u ktérych wykonano analiz¢ GTG
w dwoch punktach czasowych.

Po wykonaniu analizy GTG wyodrgbniono cztery grupy pacjentow: grupe 1
(n=22), w ktorej zaobserwowano kariotyp nieprawidtowy w dwoch badaniach (byly to
takie same aberracje cytogenetyczne lub w pierwszym badaniu zmiany cytogenetyczne
byly inne niz w badaniu drugim), grupe 2 (n=10) gdzie zaobserwowano wystepowanie
aberracji cytogenetycznych w pierwszym badaniu natomiast kariotypu prawidtowego
w kolejnym, grupe 3 (n=6) zkariotypem prawidlowym w pierwszym badaniu
1 aberracjami cytogenetycznymi w drugim, grupe 4 (n=42) z prawidtlowym kariotypem
w dwoch badaniach. Najcze$ciej obserwowanymi aberracjami byty charakterystyczne dla
MDS del5q, del7q, dodatkowa kopia chromosomu pary 8 ikariotyp ztozony. Na
podstawie  badania GTG  okreslono upacjentow ryzyko cytogenetyczne
z wykorzystaniem systemu stratyfikacji CCSS i stwierdzono, ze bez wzgledu na kariotyp
szacowane ryzyko cytogenetyczne nie roznito si¢ znaczaco pomiedzy pierwszym
1 drugim badaniem, a najliczniej reprezentowana byla grupa pacjentéw, u ktérych ryzyko
cytogenetyczne bylo niskie. Ponadto zaobserwowano, ze mediana wieku byta najnizsza
w grupie chorych zprawidlowym kariotypem i niskim ryzykiem cytogenetycznym,

natomiast najwyzsza w grupie chorych z nieprawidtowym kariotypem w drugim badaniu.
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Analiza metodami biologii molekularnej wykonana zostata u59 chorych.
Poszukiwano wariantéw sekwencji: ¢.1945G>T genu ASXL1, c.502-2A>C genu RUNX1
oraz c.1874G>T genu SF3B1.

Nastepnie grupe powigkszono o 41 chorych z MDS u ktorych takie same analizy
wykonano w jednym punkcie czasowym. Pozwolilo to na dokladniejsze okreslenie
czestoSci wystgpowania wytypowanych wariantéw w sekwencji DNA u pacjentow
z zespotem mielodysplastycznym.

W badanej grupie chorych (n=100) patogenny wariant c.1945G>T genu ASXLI
wykryto u 6 chorych (6/100, 6%), wariant ¢.1874G>T genu SF3BI u pigciu chorych
(5/100, 5%), a ¢.502-2A>C genu RUNXI u jednego chorego (1/100, 1%).

Zaobserwowano, ze nieopisany wczesniej wariant ¢.1945G>T genu ASXL1 byt

najczesciej wystepujaca w grupie badanej zmiang i moze on, podobnie jak wczesniej
opisane inne warianty Wwtym genie, odgrywa¢ rol¢ w progresji zespotu
mielodysplastycznego.
W toku badan wykazano rowniez uzyteczno$¢ metody pirosekwencjonowania
w wykrywaniu wariantow sekwencji DNA z materialu pacjentéw pochodzacego
z zabezpieczonych po analizie cytogenetycznej peletow komodrkowych. Metoda ta
pozwolita na wykorzystanie catogenomowego DNA o stezeniu 10ng/pl, byta szybsza niz
sekwencjonowanie Sangera i1 jednoczesnie bardziej czula.

Reasumujac, uzyskane wyniki badan daty podstawg do stwierdzenia, ze konieczne
jest jednoczesne wykonywanie badan metodami cytogenetyki klasycznej (kariotyp)
ibiologii molekularnej (poszukiwanie wariantow sekwencji DNA  genow

zaangazowanych w patogeneze choroby) u pacjentéw z zespotem mielodysplastyczny.
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IX.  Summary

Classical cytogenetics still remains the gold standard in the diagnosis of
myelodysplastic syndromes. On their basis, patients are stratified to a specific risk group
and therapeutic options are determined. According to the literature, cytogenetic
aberrations occur in about 40-50% of patients diagnosed with primary myelodysplastic
syndrome and in 80% of patients with secondary MDS [26]. They are characterized by
high diversity, so there is no single change that is a specific marker in MDS [27]. It is
already known that many genes are involved in the development and pathogenesis of this
disease. Additionally, intensive research for new markers of MDS are underway.

The aim of this study was to characterize chromosomal aberrations and to assess
the frequency of occurrence of selected variants of the DNA sequence of genes: ASXLI,
RUNXI1 and SF3BI in patients with myelodysplastic syndrome and assessment of the
pyrosequencing method in the diagnosis of MDS.

Classical cytogenetic (GTG) was performed in group of 80 patients who were
subjects to GTG analysis at two time points.

After the GTG analysis, 4 groups of patients were distinguished: group 1 (n =22)
in which an abnormal karyotype was observed in two tests (these were the same
cytogenetic aberrations or in the first study the cytogenetic changes were different than
in the second test), group 2 (n = 10) where the occurrence of cytogenetic aberrations in
the first test and normal karyotype in the next one were observed, group 3 (n = 6) with
normal karyotype in the first test and cytogenetic aberrations in second one, group 4 (n =
42) with normal karyotype in two tests. The most frequently observed aberrations were
del5q, del7q, an extra copy of pair 8§ chromosome and a complex karyotype specific to
the MDS. On the basis of GTG study cytogenetic risk in patients using the CCSS
stratification system was determined and it was found that, irrespective of the karyotype,
the estimated cytogenetic risk did not differ significantly between the first and second
tests, and the most numerous group was the group of patients with low cytogenetic risk.
Moreover, it was observed that the median age was the lowest in the group of patients
with normal karyotype and low cytogenetic risk, while it was highest in the group of

patients with abnormal karyotype in the second test.

Molecular biology analysis was performed in 59 patients. Sequence variant
analysis were performed for: ¢.1945G> T of the ASXL I gene, ¢.502-2A> C of the RUNX1
gene and ¢.1874G> T of the SF3B1 gene.
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Then the group was enlarged by 41 patients with MDS in whom the same analyzes
were performed at one time point. This allowed for a more accurate determination of the
frequency of the selected variants in the DNA sequence in patients with myelodysplastic
syndrome.

In the tested group of patients (n = 100) pathogenic variant ¢.1945G> T of ASXL1
gene was detected in 6 patients (6/100, 6%), variant c.1874G> T of SF3B1 gene in five
patients (5/100, 5%) , and ¢.502-2A> C of the RUNXI gene in one patient (1/100, 1%). It
was observed that the previously undescribed variant ¢.1945G> T of the ASXL1 gene was
the most common in the study group and that it may, like the previously described other
variant in this gene, play a role in the progression of the myelodysplastic syndrome. The
research also demonstrated the usefulness of the pyrosequencing method in detecting
DNA sequence variants from patients' material obtained from cell pellets preserved after
cytogenetic analysis. This method allowed the use of whole genomic DNA with
a concentration of 10ng/ul, was faster than Sanger sequencing and, at the same time, more
sensitive.

In summary, the obtained results of the studies led to a conclusion, that it is
necessary to conduct simultaneous tests with the methods of classical cytogenetics
(karyotype) and molecular biology (searching for DNA sequence variants of genes

involved in the pathogenesis of the disease) in patients with myelodysplastic syndrome.
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