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Streszczenie

Wstep. Przewlekia bialaczka limfocytowa (PBL) jest najczestszq postacig bialaczki u doro-
stych. Chorzy z PBL stanowiq heterogenng grupe kliniczng. Obecnie dostgpne czynniki rokow-
nicze nie sq do konca skuteczne w prognozowaniu przebiegu PBL. Nowe mutacje molekularne,
takie jak NOTCHI i MYDS8S8, mogq czesciowo wyjasnic heterogennos¢ PBL 1 by¢ pomocne
w klasyfikacji grup chorych juz przy rozpoznaniu.

Material i metody. Mutacje NOTCHI c.7544 7545delCT (n = 200) w domenie PEST
(exon 34) 1 MYDS8 L265P (n = 60) oznaczano metodg ARMS. Ekspresje MYD8S8 we krwi
obwodowej (n = 60) 1 szptku kostnym (n = 92) pacjentow z PBL 1 25 zdrowych ochotnikow
oceniano przy uzyciu metody qRT-PCR.

Wyniki. Mutacje w genie NOTCH1 wykryto u 18/200 (9%) pacjentow z PBL. Pacjenci z mu-
tacig NOTCHI1 nalezeli do grupy z bardziej agresywnym przebiegiem choroby: niezmutowa-
nymi tancuchami IGVH, ekspresjg CD38 1 ZAP-70. Mutacje MYDS8 wykryto u 2/60 (3.3%)
pacjentow z PBL 1 nalezeli oni do grupy ze zmutowanymi genami IGVH. Mediana ekspresji
MYDS8 we krwi obwodowej pacjentow z PBL byla istotnie wyzsza niz u zdrowych ochotnikow,
a takze istotnie wyzsza niz w szpitku kostnym (odpowiednio p < 0,0001 i p = 0,0015). Nie
stwierdzono kovelacji miedzy ekspresjg MYDS8 we krwi obwodowej 1 szpiku kostnym a eks-
presjg ZAP-70, CD38 oraz stanem mutacyi IGVH.

Whioski. Mutacje w genie NOTCHI sq znacznie czesciej wykrywane u pacjentow z nieko-
rzystnymi parametrami komorek bialaczkowych i mogq stanowic czynnik predykcyjny gorszego
rokowania u pacjentow z PBL. Niezbedne sq dalsze badania nad rolg mutacji MYDSS8 jak
czynnika prognostycznego i predykcyinego u pacjentow z PBL.

Stowa Kluczowe: przewlekla bialaczka limfocytowa, NOTCHI, MYDSS,

czynniki prognostyczne, ARMS-PCR
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Wstep

Przewlekla biataczka limfocytowa (PBL) jest
jedna z najczestszych rodzajow biataczki u doro-
stych i charakteryzuje sie nagromadzeniem dojrza-
tych, lecz funkcjonalnie niekompetentnych limfo-
cytow B CD5 + we krwi obwodowe;j 1 narzadach
limfatycznych [1]. Przebieg kliniczny choroby jest
wysoce zmienny, od pacjentdow z fagodna postacia
choroby po przypadki szybkiej progresji prowadza-
cej do Smierci w ciggu roku od diagnozy lub wysta-
pienia zespoltu Richtera (RS), czyli transformacji
PBL do rozlanego chioniaka z duzych komoérek
B [2-5]. Niejednorodno$¢ kliniczna PBL sprawia,
ze nadal istnieje potrzeba prowadzenia badan nad
identyfikacja nowych czynnikéw prognostycznych
1 predykcyjnych.

Obecnie dostepne czynniki rokownicze nie
sa do konca skuteczne w prognozowaniu prze-
biegu PBL, zwlaszcza kiedy chorobe rozpoznaje
sie we wczesnym stadium. Poszukuje sie wiec
nowych czynnikow prognostycznych 1 predykcyj-
nych, dzieki ktéorym bedzie mozna sklasyfikowaé
grupy chorych juz przy rozpoznaniu. Aktualnie
uznawane czynniki prognostyczne we wczesnych
stadiach klinicznych sg oparte na parametrach
biologicznych komorek biataczkowych B, takich
jak stan mutacji gendéw kodujacych czeSci zmienne
tancucha ciezkiego (IGVH, immunoglobulin heavy
chain variable region), aberracje genowe, a takze
ekspresja CD38 na powierzchni komoérek B oraz
ekspresja cytoplazmatycznej kinazy ZAP-70 [6].
Ponadto Dohner 1 wsp. [7] w badaniu metoda fluo-
rescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH, fluorescent
n sttu hybridization) wykazal obecno$¢ anomalii
cytogenetycznych bedacych najczeSciej delacjami
ramion chromosomow u ponad 80% chorych z PBL.
Poprzez integracje wynikow cytogenetycznych
z przebiegiem choroby opracowano model hierar-
chiczny, na podstawie ktorego wyrdzniono piec
grup ryzyka.

Dzieki zastosowaniu sekwencjonowania no-
wej generacji (NGS, next generation sequencing)
ostatnio opisano nowe zmiany molekularne towa-
rzyszace PBL. Zalicza sie do nich zmiany w obre-
bie genow, takich jak: NOTCH1 (neurogenic locus
notch homolog proteinl), SF3B1 (splicing factor 3B
subunit 1), ATM (ataxia-telangiectasia mutated)
wystepujace u 5-15% nowo zdiagnozowanych cho-
rych oraz MYD88 (myeloid differentiation primary
response 88), BIRC3 (baculoviral IAP repeat-con-
taining protein 3 frequencies) wystepujace u < 5%
chorych z PBL w momencie rozpoznania. Te nowe
mutacje mogg czeSciowo wyjasnic biologiczne zroz-

nicowanie PBL i pomo6c w identyfikacji istotnych
klinicznie grup pacjentow [8-11]. Podczas gdy
mutacje NOTCH]1 zidentyfikowano giéwnie u pa-
cjentow z agresywnym przebiegiem choroby, rola
MYD&S8 nie zostala jeszcze w pelni wyjasniona [12,
13]. Rossi 1 wsp. [14] wskazuja na przewage zinte-
growane]j klasyfikacji cytogenetyczno-molekularnej
w prognozowaniu przezycia nad dotychczasowa
klasyfikacja oparta wylacznie na modelu cytogene-
tycznym Dohnera. W 2016 roku Swiatowa Organi-
zacja Zdrowia (WHO) wskazala, ze nowo odkryte
mutacje genetyczne maja potencjalne znaczenie
kliniczne u pacjentow z PBL i moga zosta wy-
korzystane do lepszego oznaczania profilu ryzyka
cytogenetycznego [15]. Jednakze miedzynarodowa
grupa zajmujaca sie przewlekla biataczka limfocyto-
wa (CLL-IPI) stworzyta w tym samym roku model
prognostyczny, w ktory wlaczyta jedynie mutacje
IGVH i TP53, uznajac jej potwierdzone znaczenie
kliniczne. Pomimo istniejacych badan dotyczacych
mutacji NOTCHI1, MYD88 oraz SF3B1, ich war-
to$¢ prognostyczna nie zostala w pelni ustalona.
Zatem niezbedne wydaje sie okreS§lenie znaczenia
Kklinicznego tych nowo odkrytych czynnikow pro-
gnostycznych [16].

Gen NOTCH]1 (neurogenic locus notch ho-
molog protein 1), zlokalizowany na chromosomie
9q34.3, pelni fundamentalng role w hematopoezie
[8]. Wykazano, ze receptory NOTCH1 odgrywaja
i1stotng role w patogenezie niektoérych nowotwo-
row hematologicznych i litych [17, 18]. Domena
zewnatrzkomoérkowa (N-EC) zawiera 36-krotnie
powtarzajacy sie motyw epidermalnego czynnika
wzrostu (EGFR, epidermal growth factor receptor),
trzy powtorzenia bogate w cysteine (LNR), ktore
zabezpieczaja przed niespecyficzng aktywacja
Sciezki sygnalowej i domene heterodimeryzacji.
W cytoplazmatycznej czeSci receptora (N-IC) moz-
na wyr6znié: domene RAM (R) wiazaca biatka CBF-
1/RBP-]Jk, sze§é powtdrzen ankirynowych (ANK),
dwa sygnaly lokalizacji jadrowej (NLS, nuclear
localization signal), domene transaktywujaca (TAD,
transactivation domain) oraz sekwencje PEST (P),
ktora jest bogata w proline, kwas glutaminowy,
seryne 1 treonine i odpowiada za degradacje przez
FBXW7 [19]. Wiekszo§¢ mutacji w NOTCHI
uszkadza C-koncowa domene PEST, ktora bierze
udzial w degradacji proteasomalnej aktywowane;j
formy NOTCH1 [20]. W efekcie zmutowana, krotka
domena PEST powoduje stabilizacje aktywnej for-
my NOTCH]1, upoS§ledzenie degradacji czasteczki,
a tym samym zwiekszenie przekaznictwa sygnatow
NOTCHI1 [21, 22]. Mutacje NOTCH1 wystepuja
u 5-10% nowo zdiagnozowanych pacjentow z PBL
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1u 15-20% z postepujacym PBL oraz w nawrotach
choroby [23, 24]. Mutacje te s3 zwiazane z bardziej
agresywna prezentacja kliniczng PBL, taka jak
oporno$¢ na leczenie i transformacja w chioniaka
o wysokim stopniu zlo§liwo$ci okre§lana mianem
zespolu RS. Mutacje NOTCH1 w RS wystepuja
u30% przypadkow 1 sa druga, po TP53, najczestsza
zmiang genetyczna [8, 23]. Wyniki badan wyka-
zaly znacznie czestsze wystepowanie tej mutacji
u pacjentow z trisomig chromosomu 12 (+12), niz
u tych z samg aberracja cytogenetyczng (30%) [25].
Co wiecej, pacjenci z mutacjga NOTCHI1 wykazuja
znacznie krotsze calkowite przezycie, dopelniajac
tym samym analize poSredniego rokowania pacjen-
tow z PBL z trisomig +12. Co wazne, wysoka cze-
stotliwoS¢ mutacji NOTCHI u pacjentow z trisomig
+12 jest powigzana z wystepowaniem nadekspres;ji
gendéw zwiazanych z cyklem komoérkowym zloka-
lizowanych na chromosomie 12 [25]. NOTCH1
moze stanowic potencjalny marker niekorzystnego
przebiegu choroby. Pacjenci z mutacja NOTCH1I
charakteryzuja sie znacznie krotszym catkowi-
tym przezyciem (21-45% po 10 latach) i szybsza
progresja choroby w poréwnaniu z pacjentami
z sekwencja NOTCH]1 typu dzikiego (56-66% po
10 latach) [8, 23]. Wedtug Mansouri i wsp. mutacje
NOTCH]1, podobnie jak TP53, wydaja sie silnymi,
niezaleznymi markerami prognostycznymi zlego
rokowania [26].

MYD88 (Myeloid differentiation primary re-
sponse 88) jest biatkiem, ktore odgrywa kluczowa
role we wrodzonej 1 nabytej odporno$ci immu-
nologicznej i jest kodowane przez gen MYD88
zlokalizowany na krétkim ramieniu (p) chromosomu
3 w pozycji 22 (3p22) [27]. MYDS88 jest bialkiem
adaptorowym posredniczagcym w aktywacji szlaku
NF-«B zaleznej od receptoréw Toll-podobnych
(TLR, toll-like receptors) oraz receptorow dla IL-1
1 IL-18 [28]. MYD88 koordynuje takze wigzanie
wielopodjednostkowego kompleksu sygnalowego
sktadajacego sie z réznych czlonkoéw rodziny kinaz
serynowo-treoninowych IRAK [29]. Najczestsza
mutacja jest zamiana pojedynczego nukleotydu
(c.794T.C), ktora prowadzi do zmiany leucyny na
proline w kodonie 265 (p.L265P) [30]. Zmiana ta
wyzwala stalg, konstytutywng aktywacje NF-xB,
umozliwiajac zmutowanym komorkom proliferacje
1przezycie. W badaniach Ngo 1 wsp. mutacje MYD88
opisano u 39% pacjentow z chioniakiem z duzych
rozlanych komérek B (ABC-DLBCL), z pojedynczym
podstawieniem L265P stanowigcym 75% wszystkich
mutacji [31]. Mutacje w genie MYDS8 s3 spotykane
u 2-10% chorych na CLL [8, 30] i prawie w 100%
przypadkéw makroglobulinemii Waldenstréma [32].

Mutacje MYDS8 u pacjentow z PBL wystepuja
z wiekszg czestos$cig u chorych ze zmutowana kon-
figuracja IGVH [33]. W wielooSrodkowym badaniu
z udzialem 1039 pacjentow z PBL, Baliakas 1 wsp.
[34] wykazali obecno$é mutacji w genie MYDS88
u 24/1080 (2,2%) przypadkow, gdzie podstawienie
L265P stanowito 92% wszystkich mutacji. Analiza
Xia 1 wsp. [33] w chinskiej populacji chorych z PBL
ujawnila obecno$¢ mutacji MYDS8 (eksony 3-5) w 23
z 295 (8%) analizowanych przypadkow. Mutacje te
wystepowaly czeSciej u pacjentéw ze zmutowa-
nym IGVH (2/115 vs. 21/172; p = 0,001). W innym
badaniu obejmujacym duza grupe 1160 pacjentow
nieleczonych z powodu PBL, Jeromin i wsp. [35],
poszukujac nowych markeréw prognostycznych
do analizy, wigczyli stan mutacji MYDS88. Mutacje
te wykryto w 15 z 969 przypadkow (1,5%) 1 takze
wspOlwystepowal u nich zmutowany gen IGVH.

Material i metody

Charakterystyka pacjentow

Materiat do badan stanowita krew obwodowa
1 szpik kostny 200 chorych na PBL. W okresie po-
przedzajacym badanie zaden z chorych nie byt leczony.
Grupa badawcza, u ktorej oceniano mutacje NOTCH1,
obejmowata 88 kobiet i 112 mezczyzn w wieku 42-90 lat
(mediana wieku 66 lat). Grupa badawcza, u ktorej
oceniano mutacje MYDS8S8, obejmowata 38 kobiet
1 22 mezczyzn w wieku 50-84 lat (mediana wieku
67 lat). Analizujac ocene zaawansowania klinicznego
choroby, stwierdzono, ze 63 pacjentow znajdowalo
sie w 0°, 33 wI°, 48 wII°, 12 w III°, a 20 w IV® za-
awansowania choroby wedlug Rai. Analizujac ocene
zaawansowania klinicznego choroby u pacjentow,
u ktérych oceniano mutacje MYDS&S8, stwierdzono, ze
18 pacjentow znajdowalo sie w 0°, 10 w I°, 14 w II°,
4w II°, a 8 w IV° zaawansowania choroby wedlug Rai.

Dodatkowo, we krwi obwodowej (n = 60)
1 szpiku kostnym (n = 92) pacjentéw z PBL doko-
nano oceny ekspresji MYD88 na poziomie mRNA.
Szczegolowa charakterystyke kliniczng pacjentow
przedstawiono w tabeli 1.

Badania wykonano po uprzednim uzyskaniu
zgody Komisji Bioetycznej do Spraw Nadzoru nad
Badaniami Klinicznymi przy Uniwersytecie Me-
dycznym w Lublinie (zgoda nr KE-0254/231/2015).

Jednojadrzaste komorki krwi obwodowe;j
iizolacja DNA

Jednojadrzaste komoérki krwi obwodowe]
(PBMC, peripheral blood mononuclear cells) od
pacjentow z PBL izolowano przez wirowanie
w gradiencie gestoSci Ficoll (Biochrom, Berlin,
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Tabela 1. Charakterystyka kliniczna pacjentéw z CLL

Charakterystyka NOTCH1 MYD88
mutacja mutacja

Liczba pacjentéw 200 60

Ptec

Kobiety 88 38

Mezczyzni 112 22

Mediana wieku (zakres) 66 (42-90) 67 (50-84)

Stopien Rai

0 63 18

1 33 10

2 48 14

3 12

4 20

Brak danych 24

ZAP-70 (wartos¢

odciecia 20%)

Pozytywne 53 12

Negatywne 102 40

Brak danych 45 8

CD38 (wartos¢

odciecia 30%)

Pozytywne 53 11

Negatywne 111 42

Brak danych 36 7

Stan mutacji IGVH

Zmutowany 76 20

Niezmutowany 67 31

Brak danych 57 9

Niemcy). DNA z PBMC zostalo wyizolowane przy
uzyciu kolumn QIAamp DNA Kit (Qiagen, Hilden,
Germany), zgodnie z zaleceniami producenta.
Jakos§¢ 1ilo$¢ otrzymanego DNA zostata obliczona
fotometrycznie (OD 260/280) przy uzyciu BioSpec-
-nano (Shimadzu, Kioto, Japonia).

Oznaczanie mutacji NOTCH1 i MYDS88
metodag ARMS-PCR

Mutacje MYD88 L265P (n = 60) 1 NOTCHI
c.7544 7545delCT (n = 200) w domenie PEST
(exon 34) oceniono metodg ARMS-PCR (Amplified
Refractory Mutation System Polymerase Chain Rea-
ction). Reakcje dla NOTCH1I prowadzono na plytce
optycznej w objeto$ci 20 ul. Mieszanina reakcyjna
zawierala 3 startery: 2 przednie startery (forward)
ForC — dla formy niezmutowanej i ForMUT — dla
formy zmutowanej i jeden starter tylny (reverse)
(Rev) oraz multipleks. Reakcje dla MYDS8 prze-

prowadzono w 2 probkach, kazda o objetosci 20 ul;
pierwsza probka zawierala multipleks, starter
przednii starter tylny dla genu typu dzikiego; druga
probka zawierata multipleks, starter przedni i star-
ter tylny dla formy zmutowanej. Produkty ARMS-
-PCR rozdzielono metoda elektroforezy zelowe;.

Izolacja RNA, odwrotna transkrypcja
1 ocena ekspresji MYD88 metoda iloSciowa
RT-PCR w czasie rzeczywistym

RNA z PBMC zostalo wyizolowane przy uzyciu
kolumn QIAamp RNA Kit (Qiagen, Venlo, Holan-
dia), zgodnie z zaleceniami producenta. Jakos¢
1 1lo§¢ otrzymanego mRNA zostala obliczona fo-
tometrycznie (OD 260/280). 1 ug mRNA zostalo
odwrotnie przepisane przy uzyciu QuantiTect
Reverse Transcription Kit (Qiagen) zgodnie z za-
leceniami producenta w 20 ul cDNA. Do iloSciowe;j
reakcji RT-PCR uzyto 1 ul cDNA kazdej probki.

Stosujac metode RT-PCR w czasie rzeczywi-
stym (Real Time PCR), zbadano ekspresje MYD88
na poziomie mRNA we krwi obwodowej (n = 60)
1 szpiku kostnym (n = 92) pacjentéw z PBL i 25
zdrowych ochotnikéw. RT-PCR przeprowadzono
przy uzyciu TagMan Gene Expression Assay zgod-
nie z protokotem producenta (Applied Biosystems,
Foster City). Jako gen konstytutywny zostal uzyty
gen kodujacy dehydrogenaze aldehydu 3 fosfogli-
cerynowego (GAPDH). Procedure PCR wykonano
w aparacie ABI Prism 7300 Sequence Detector
(Applied Biosystems). Warunki reakcji: denaturacja
wstepna 95°C 10 minut, 40 cykli: 95°C 15s, 60°C
60s. Po przeprowadzonej analizie wyznaczano cykle
progowe Ct (copy treshold) reakcji amplifikacji ge-
néw badanych oraz kontrolnych. Poziom ekspresji
badanego genu wyrazano jak 1/ACt, gdzie ACt
stanowila r6znice pomiedzy wartoSciami Ct genu
analizowanego i genu referencyjnego GAPDH.

Cytometryczna ocena ZAP-70 i CD38
Ekspresje ZAP-701 CD38 oceniono za pomoca
cytometrii przeplywowej. Na podstawie wartoSci
odciecia ZAP-70 wynoszacej 20% pacjentow z PBL
zaklasyfikowano do podgrupy ZAP-70 dodatniej
(=20%) lub ZAP-70 ujemnej (< 20%). W przypadku
CD38 wartosS¢ odciecia zdefiniowano jako 30%,
a pacjentow zaklasyfikowano do podgrupy CD38
dodatniej (> 30%) lub CD38 ujemnej (< 30%).

Analiza statystyczna

Analizy statystyczne przeprowadzono przy
uzyciu GraphPad Prism 5 (La Jolla, Kalifornia,
Stany Zjednoczone). Do oceny roéznic miedzy
podgrupami zastosowano testy Manna-Whitneya
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Pacjenci z PBL

159 162 164 166 167

168 170 MW

4 300 by
~. 200 by

Rycina 1. Wykrywanie obecnosci mutacji NOTCH1 c.7544_7545delCT metodg ARMS. Przyktadowe wyniki ARMS
przedstawiajgce obecno$¢ mutacji c.7544_7545delCT u 2 pacjentéw z PBL (numery 168, 170) oraz jej brak u 5 pacjen-
tow z PBL (numery 159, 162, 164, 166, 167). Probki ujemne charakteryzuje prazek o masie 284 pz. Prébki dodatnie
wykazujg dodatkowy zmutowany prgzek o masie 183 pz. MW — wzorzec mas czgsteczkowych

1 Kruskala-Wallisa. Korelacje zmiennych obliczono
z uzyciem wspolczynnika korelacji rang Spearmana.

Wyniki

Mutacja NOTCH1

Mutacje 7544 7545delCT w genie NOTCH1I
wykryto u 18/200 (9%) pacjentoéw z PBL i nalezeli
oni do grupy z bardziej agresywnym przebiegiem
choroby. U chorych ze stwierdzona mutacja istot-
nie czesSciej wspoiwystepowal niezmutowany gen
IGHV (n = 17 spoérod 18, 94%) w porownaniu
z pacjentami z sekwencja NOTCH1 typu dzikiego
(n = 50 sposrod 112, 44%); (p = 0.0001). Mutacja
ta byla znacznie czeSciej zwiazana z wysokim po-
ziomem ekspresji CD38: 10/18 (55%) pacjentow
z mutacja NOTCH]I w poréwnaniu z 43/141 (30%)
z genem typu dzikiego (p = 0,02). Ekspresja ZAP-
70 byta rowniez znacznie wyzsza u pacjentow ze
zmutowanym genem NOTCHI (n = 12 sposrod 18,
66%) niz u 0s6b z genem NOTCHI typu dzikiego
(n = 41 sposrod 136, 30%) (p = 0,0008). Przykia-
dowe wyniki ARMS przedstawiajace obecno$¢ mu-
tacji NOTCH]1 c.7544_7545delCT zobrazowano na
rycinie 1. Zwigzek miedzy statusem mutacji genu
NOTCHI a charakterystyka kliniczng pacjentow
z PBL przedstawiono na rycinie 2.

Mutacja MYDSS

Mutacje L265P (exon 5) w genie MYD88
wykryto u 2/60 (3,3%) pacjentow z PBL. Pacjenci
z mutacja MYDS8 nalezeli do grupy ze zmutowa-
nymi genami /GVH. Mediana ekspresji MYD88 we
krwi obwodowej (1/ACt) pacjentdow z PBL wynosita
0,178 1 byla istotnie wyzsza niz w szpiku kostnym
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IGVH-UM/ 94/6 44/56 0,0001
/IGVH-M

ZAP-70,,,/ 66/34 30/70 0,0008
[ZAP-70, .

CD38,/ 55/45 30/70 0,02
/CD38,.

Rycina 2. Zwigzek migdzy statusem mutacji genu
NOTCH1 a charakterystyka kliniczng pacjentéw z PBL
(przy uzyciu programu Circos) [36]

(0,160), a takze istotnie wyzsza niz u zdrowych
ochotnikow (0,128). Roznice te osiagnely istot-
noS§¢ statystyczng (odpowiednio p = 0.00151 p
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Typ dziki
<«— MYD88
L265P

Zmutowany
<«— MYD88
L265P

Rycina 3. Wykrywanie obecnos$ci mutacji 'YD88 L265P metodg AS-PCR. Przyktadowe wyniki AS-PCR przedstawiajgce
obecnosé mutacji L265P u 2 pacjentow z PBL i 5 pacjentow z PBL z sekwencjg MYD88 typu dzikiego

< 0,0001). Mediana ekspresji MYD88 (1/ACt)
w szpiku kostnym byla istotnie wyzsza u pacjen-
tow z PBL w stadium Rai I (0,172) niz u pacjentow
w stadium II (0,152) 1 III (0,155) (odpowiednio
p = 0,031p = 0,04). Nie stwierdzono korelacji
miedzy ekspresja MYD88 we krwi obwodowej
1 szpiku kostnym a ekspresja ZAP-70, CD38 oraz
stanem mutacji IGVH. Przykiadowe wyniki ARMS
przedstawiajgce obecno$§¢ mutacji L265P zobra-
zowano na rycinie 3. Charakterystyke ekspresji
mRNA MYDS&8 u pacjentow z PBL przedstawiono
na rycinie 4A, 4B 1 4C.

Dyskusja

Dzieki rozwojowi nowoczesnych metod biolo-
gii molekularnej udalo sie zidentyfikowac warto§¢
rokownicza nieznanych wczeséniej czynnikow,
a przydatno$c kolejnych jest weryfikowana w licz-
nych badaniach naukowych. Poniewaz PBL wciaz
pozostaje choroba nieuleczalng, nadal istnieje po-
trzeba prowadzenia badan, w ktorych zostanie oce-
niona warto$¢ prognostyczna nowych czynnikow.
Od 2000 roku stratyfikacja pacjentow z PBL jest
mozliwa dzieki modelowi cytogenetycznemu przed-
stawionemu przez Dohnera i wsp. [7]. Koncentruje
sie na aberracjach chromosomowych, ktore sg
wykrywalne u ponad 80% pacjentow z CLL. Dodat-
kowych informacji dostarczaja zmiany molekularne,
ktore moga mie€ rowniez znaczenie prognostyczne.
Aktualizacja klasyfikacji nowotworow limfoidal-
nych Swiatowej Organizacji Zdrowia w 2016 roku
wykazala potencjalne znaczenie kliniczne zmian
molekularnych, takich jak TP53, NOTCH1, SF3B1,
ATM 1 BIRC3 [15]. Zaproponowano wigczenie nie-
ktorych z tych zmian do zaktualizowanego profilu

modelu cytogenetycznego, opartego na obecnosci
aberracji cytogenetycznych ocenianych metoda
FISH [34]. W 2016 roku Miedzynarodowa Grupa
zajmujaca sie przewlekla biataczka limfocytowg
(CLL-IPI) stworzyla model prognostyczny taczacy
parametry biochemiczne, genetyczne 1 kliniczne.
Obejmuje on pie€ niezaleznych czynnikoéw: wiek,
stezenie beta 2-mikroglobuliny, stopien zaawanso-
wania klinicznego, stan mutacji /GVH i stan mutacji
TP53. Poza zaburzeniami w genie TP53, warto$¢
prognostyczna pozostalych mutacji NOTCHI
1 SF3BI nie zostala w pelni ustalona [16].

Warto§¢ prognostyczna czynnikow moleku-
larnych, takich jak NOTCH1 i MYD88, zostala po-
twierdzona przez kilka grup badawczych, ale nadal
nie s one stosowane w praktyce Kklinicznej [11-14,
34]. Uwaza sie, ze zmiany te moga stanowic jeden
z mechanizmdéw wyjas$niajacych niejednorodnosé
grupy 1 stanowi potencjalny cel terapeutyczny
w PBL [11].

Wedtug wiedzy autorow niniejszego artykutu,
jako pierwsi dokonali oni oceny wystepowania
analizowanych mutacji w populacji polskich pacjen-
tow. W badaniach przeprowadzonych przez nich,
podobnie jak w pracach innych autoréw, mutacje
NOTCHI wykryto u 9% pacjentéw z PBL [11, 24].
Wykazano, ze czesto$¢ wystepowania mutacji moze
wzrastaé wraz z progresja choroby, nawet do 20%
podczas nawrotu [9, 30]. Mutacje w genie NOTCH1
sg zwigzane ze zlym rokowaniem. Wyniki badania
potwierdzily niekorzystne znaczenie rokownicze
mutacji NOTCHI. U pacjentoéw ze stwierdzong
mutacja istotnie czesSciej wspolwystepowal nie-
zmutowany gen IGVH [11, 30, 37-39] jak rowniez
wysoka ekspresja CD38 oraz ZAP-70. Wyniki badan
wykazaly, ze mutacje te znacznie czeSciej obecne
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Rycina 4. Charakterystyka ekspresji mRNA MYD88
u pacjentow z przewlektg biataczka limfocytowa (PBL).
A. Ekspresja MYD88 we krwi obwodowej zdrowych
ochotnikéw (ZO) i pacjentéw z PBL. B. Ekspresja MYD88
we krwi obwodowej (KO) i szpiku kostnym (SZK) pa-
cjentow z PBL. C. Ekspresja MYD88 w szpiku kostnym
pacjentéw z PBL w odniesieniu do stadium choroby

byly u pacjentow w zaawansowanym stadium
klinicznym, gtownie wigczonych lub leczonych
w badaniach klinicznych [34]. Stwierdzono pozy-
tywng korelacje wystepowania mutacji NOTCH1I
z trisomig +12 1 negatywng z izolowang del (13q).
Co wiecej, w badaniach Rossi i wsp. 1 Oscier 1 wsp.
[11, 24] chorzy z mutacja NOTCHI1 wykazywali

znamiennie krotsze przezycie, ale nie stanowila ona
niezaleznego wskaznika przezycia [5].

Wyniki badania przeprowadzonego przez auto-
row niniejszego artykutu wykazaly istotnie wyzsza
ekspresje MYD88 we krwi obwodowej pacjentow
z PBL niz u zdrowych ochotnikéw, a takze istotnie
wyzsza niz w szpiku kostnym (odpowiednio p <
< 0,00011p = 0,0015). Nie stwierdzono korelacji
miedzy ekspresja MYD88 we krwi obwodowe;j
1 szpiku kostnym a ekspresja ZAP-70, CD38 oraz
stanem mutacji /GVH. Poza ekspresja MYD88
autorzy niniejszego artykulu dokonali oceny sta-
nu mutacji MYD88. W badanej populacji czesto$¢
mutacji MYD88 wynosita 3,3% i osoby z ta mutacjg
nalezaly do grupy ze zmutowanymi genami IGVH.
Dane autorow niniejszego artykulu sg sprzeczne
z wczesniejszymi doniesieniami Xia 1 wsp., ktorzy
wykazali czestsze wystepowanie mutacji MYDSE8
u pacjentow ze zmutowanym IGVH [33].

Jeromin 1 wsp. w badaniu na duzej grupie pa-
cjentow z PBL wykazali obecno$§é mutacji MYDS88
u 1,5% przypadkow i byla ona rowniez zwigzana ze
zmutowanymi /GVH [35]. Poniewaz rola mutacji
MYDS8 jako czynnika prognostycznego pozostaje
niejasna, nadal istnieje potrzeba prowadzenia badan
klinicznych na duzych grupach chorych.

Whnioski

Mutacje w genie NOTCHI s3 znacznie cze$-
ciej wykrywane u pacjentdw z niekorzystnymi
parametrami komorek biataczkowych i moga sta-
nowi¢ czynnik predykcyjny gorszego rokowania
u pacjentow z PBL. Niewatpliwie mutacje te moga
by¢ pomocne w identyfikacji pacjentow z grup wy-
sokiego ryzyka, a w polaczeniu z uznanymi przez
CLL-IPI negatywnymi czynnikami rokowniczymi
moga dostarczy¢ dodatkowych informacji na temat
rokowania choroby. Niezbedne sg dalsze badania
nad rola mutacji MYD88 jak czynnika prognostycz-
nego i predykcyjnego u pacjentow z PBL.
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