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W procesie réznicowania komérek duza
role odgrywaja czynniki transkrypcyjne.
Gen kodujacy czynnik transkrypcyjny
CEBPA (CCAAT enhancer binding prote-
in o) jest jednym z kluczowych regula-
toréw granulopoezy. Postuluje sie, ze
mutacje genu CEBPA moga sprzyjac
wystapieniu objawéw i by¢ przyczyna
progresji ostrej biataczki szpikowej (acu-
te myeloid leukemia — AML). Ich obec-
nos¢ jest jednak powiagzana z korzyst-
nym rokowaniem u chorych na AML.
W niniejszej pracy przedstawiono role
CEBPA w regulacji procesu réznicowa-
nia granulocytéw, typy mutacji genu
CEBPA oraz rekomendowane sposoby
ich wykrywania. Oméwiono réwniez
wartos¢é rokownicza defektéw moleku-
larnych genu CEBPA, wystepujacych
zarbwno w sposéb izolowany, jak
i w skojarzeniu z mutacjami dwéch
innych genéw: NPM1 i FLT3 u pacjentéow
z AML i normalnym kariotypem.

Stowa kluczowe: CEBPA, CCAAT enhan-
cer binding protein o, granulopoeza,
ostra biataczka szpikowa, rokowanie.
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U ok. 55% dorostych chorych na ostra biataczke szpikowa (acute myeloid
leukemia — AML) stwierdza sie obecnos¢ zaburzen cytogenetycznych w chwi-
li rozpoznania choroby. Najczesciej wystepujacymi aberracjami sa:
t(8;21)(922;922), t(15;17)(22;021), t(9;11)(p22;q23) oraz inv(16)(p13;q22).
U prawie potowy chorych na AML analiza cytogenetyczna, prowadzona
z wykorzystaniem standardowych technik, nie wykazuje jednak obecnosci
aberracji chromosomowych. Ten typ AML definiowany jest jako ,AML z pra-
widtowym kariotypem” (cytogenetically normal AML — CN-AML).

Obecnie wiadomo, ze wystepowanie okreslonych zaburzen cytogene-
tycznych jest Scisle powigzane z rokowaniem w tej grupie pacjentow [1]. Istot-
ne znaczenie maja takze niewielkie defekty molekularne, obejmujace poje-
dyncze geny, w tym m.in. NPM1, FLT3 oraz CEBPA [2].

Rola czynnikéw transkrypcyjnych w procesie granulopoezy

W procesie réznicowania granulocytow uczestnicza dziesigtki genéw. Mister-
na sie¢ zaleznosci, ktére zachodza miedzy nimi, przektada sie na petng syn-
chronizacje podziatow komorkowych, proceséw réznicowania, dojrzewania
i obumierania komarek. Dialog pomiedzy poszczegélnymi elementami uktadu
krwiotworczego odbywa sie za posrednictwem czasteczek biatkowych, docie-
rajacych do komorek hematopoetycznych poprzez odpowiednie receptory
i kaskady sygnalizacyjne. Na poziomie miedzykomaérkowym mediatorami gra-
nulopoezy sa cytokiny [wsrdéd nich m.in. czynniki stymulujace formowanie
kolonii (CSF) i interleukiny (IL)], ktére po zwigzaniu z odpowiednimi recepto-
rami na powierzchni komoérek przekazujg sygnat do ich wnetrza (zwykle w pro-
cesie fosforylacji lub defosforylacji kolejnego elementu szlaku transdukgcji
sygnatu). Sygnat jest w cytoplazmie wielokrotnie wzmacniany poprzez akty-
wacje kolejnych kinaz biatkowych, by w kohcu dotrze¢ do ostatniego, ,,decy-
zyjnego” poziomu przekazywania informacji, tj. do poziomu czynnikéw trans-
krypcyjnych, bezposrednio kontrolujacych ekspresje gendw.

Wsréd czynnikéw transkrypceyjnych uczestniczacych w procesie granulo-
poezy gtéwna role odgrywaja rodziny genow: Ets (E-twenty six), CBF (core
binding factors), RAR (retinoic acid receptors), CEBP (CCAAT enhancer binding
proteins). Te oraz inne liczne czynniki transkrypcyjne tworzg pomiedzy soba
funkcjonalna sie¢ powigzan, podtrzymujaca homeostaze ekspresji reszty
genow i siebie nawzajem.

Geny z rodziny Ets, m.in. PU.I, ERG, TEL1 i TEL2, przytaczaja sie do promo-
toréw z motywem C/A GGA A/T. W granulopoezie centralng pozycje zajmuje
czynnik PU.1, ktéry wraz z CEBPA promuje ekspresje gendw cytokin (CSF, IL),
genow kodujacych biatka ziarnistosci granulocytarnych, m.in. peroksydazy
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Transcription factors play important role
in the process of cells differentiation
and intracellular signalling. The gene
encoding CEBPA transcription factor is
one of the master regulators of granu-
lopoiesis. Mutations of CEBPA are pre-
sumed to be involved in emergence and
progression of acute myeloid leukemia
(AML) and are associated with good
prognosis in AML patients. This article
pinpoints the role of CEBPA in granulo-
cyte differentiation regulation, types of
CEBPA mutations and recommended
methods of their identification. Inde-
pendently, prognostic value of CEBPA
mutations alone and with co-existing
molecular defects of two other genes:
NPM1, FLT3 are discussed in cases of
AML with normal karyotype.
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(MPO), elastazy neutrofilowej (NE), lizozymu oraz gendw receptoréw
powierzchniowych [3-5]. Rola produktu biatkowego genu ERG nie jest do
kofca poznana. Wykazano jednak, ze jego podwyzszona ekspresja jest
zwigzana z niekorzystnym rokowaniem u chorych cierpigcych na AML i ostra
biataczke limfoblastyczna (acute lymphoblastic leukemia — ALL) [6]. Do biatek
dziatajgcych antagonistycznie nalezg hamujacy proliferacje komérek TELL
i nasilajacy ten proces TEL2. Ich funkcja wydaje sie powigzana z regulacja
dziatania protoonkogenu c-Myc. Udziat genu TELI w onkogenezie potwier-
dzaja wyniki dotychczas przeprowadzonych badan u chorych na ostre biatacz-
ki. Obecnosc genu fuzyjnego TELI-CBFB stwierdza sie takze u niektorych
pacjentéw z ALL[7, 8].

Czynnik CBF, heterodimeryczne biatko ztozone z podjednostek typu CBFA
i CBFB, promuje m.in. ekspresje genu czynnika transkrypcyjnego PU.1 i posred-
nio CEBPA, receptora dla makrofagowego czynnika wzrostu (M-CSFR), a takze
genow waznych cytokin stymulujacych réznicowanie i proliferacje komérek
linii granulocytarnej, w tym IL-3 i granulocytowo-makrofagowego czynnika
wzrostu (GM-CSF). CBF wspdlnie z czynnikiem c-Myb wzmacnia ekspresje
genu mieloperoksydazy (MPO) i elastazy neutrofilowej (NE). Obecnos¢ aber-
racji chromosomowych z udziatem genéw CBF (np. geny fuzyjne RUNXI-
RUNXITI, CBFB-MYH11, RUNXI-MDSI-EVII) opisano u pacjentdw z zespotem
mielodysplastycznym (MDS) i AML [4, 9-11].

Receptory kwasu retynowego (retinoic acid receptors — RAR), gtéwnie recep-
tor o (RARA), uczestnicza w aktywacji czynnikéw transkrypcyjnych CEBPA, CEBPB
i CEBPE. Uposledzenie procesu transkrypcji CEBP w wyniku mutacji lub rearanzagji
genu RARA moze prowadzi¢ do zatrzymania granulopoezy na etapie promielo-
cytu. Wykazano, ze u chorych na ostrg biataczke promielocytowa (acute pro-
myelocytic leukemia — APL) z obecnym genem fuzyjnym PML-RARA dochodzi do
obnizenia ekspresji genu czynnika transkrypcyjnego PU.1, wspotdziatajacego
z CEBPA[3, 12, 13]. W procesie réznicowania granulocytéw szczegélng role odgry-
waja biatka z rodziny CEBP Razem z czynnikiem transkrypcyjnym PU.1 dimery
CEBP wzmacniaja ekspresje czesci sposréd biatek granulocytéw, m.in. recepto-
row cytokin G-CSF, GM-CSF, M-CSF, peptydéw zawartych w ziarnistosciach neu-
trofili (MPO, NE, lizozymu, MBN, LF, kolagenazy neutrofilowej). Jednocze$nie CEBP
sg represorami ekspresji genéw stymulujgcych erytropoeze, m.in. GATA-1 EPOR,
FOGI, KLFI oraz GFI1B. Dziataja one takze hamujaco na ekspresje czynnikow
proliferacyjnych, w tym E2F, CDK2, CDK4 [4, 14].

Wewngatrzkomérkowe stezenie poszczegélnych CEBP zmienia sie stop-
niowo podczas rozwoju komoérek mieloidalnych. W mieloblastach dominuje
CEBPA, ktdrego ekspresja stopniowo maleje na korzysé CEBPB w dojrze-
wajgcych granulocytach, by zostac nastepnie wygaszona w komérkach doj-
rzatych, w ktérych z kolei wzrasta poziom CEBPE. Zmiana ta sama w sobie
jest modulatorem ekspresji genow efektorowych (ryc. 1.) [15].

Charakterystyka genu CEBPA

Gen CEBPA (CCAAT enhancer binding protein «) jest umiejscowiony na chro-
mosomie 19 w rejonie q13.1. Nie ma intronéw, a w obrebie pojedynczego egzo-
nu wyrézniono 4 domeny funkcjonalne: dwie domeny transaktywacyjne (TAD1
i TAD2) odpowiedzialne za wzmacnianie transkrypcji, region podstawowy (basic)
i zamek leucynowy (Zip), potaczone w jedng domene funkcjonalng bZip. Odpo-
wiada ona za dimeryzacje i wigzanie DNA. Produktami translacji genu CEBPA sg
dwa biatka o masach 30 kDa i 42 kDa. Forma lzejsza, powstajaca dzieki
zapoczatkowaniu translacji dalej od 5’-konca mRNA, nie ma domeny TAD1 i nie
aktywuje wydajnie transkrypcji. W komérkach o niezaktdéconej hematopoezie
proporcja obu izoform jest optymalna i zapewnia utrzymanie ekspresji genéw
efektorowych na poziomie odpowiednim dla danego etapu granulopoezy [16,
17]. Biatko CEBPA wykazuje aktywnos¢ czynnika transkrypcyjnego jedynie w for-
mie dimeru. MozZe to by¢ homodimer izoformy 42 kDa lub heterodimer, w kt6-
rego sktad oprécz CEBPA 42 kDa wchodzi CEBPA 30 kDa lub inny cztonek rodzi-
ny biatek CEBPR Poszczegblne dimery formuja sie w komarkach na r6znych etapach
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Ryc. 1. Modulacja ekspresji genéw na réznych etapach réznicowania komérki. W procesie tym istotna role odgrywa wymiana czynni-
kéw transkrypcyjnych oddziatujacych z promotorem. Na podstawie [15]
Fig. 1. Gene expression modulation during myeloid cell maturation. Interchange of transcription factors plays an important role in this process
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réznicowania i maja inne powinowactwo do elementéw pro-
motorowych z motywem CCAAT [18, 19].

Biatko CEBPA wystepuje w najwiekszym stezeniu
w poczatkowych stadiach rozwojowych komérek mieloidal-
nych. Wspélnie z PU.1 wigze sie z motywami wzmacniajacymi
ekspresje w regionie promotorowym kilkadziesiat do kilku-
set nukleotydéw przed miejscem inicjacji transkrypcji [20].
Wcigz mato wiadomo na temat catkowitej liczby gendw, kto-
rych ekspresje bezposrednio reguluje CEBPA. Na podstawie
analizy motywéw promotorowych wykonanych przez Cold
Spring Harbor Laboratory (baza danych TRED — informacje
zgromadzone w tej bazie pochodza z analiz promotoréw in
silico i ich weryfikacji na podstawie dostepnych danych lite-
raturowych) wytypowano 220 gendw kontrolujacych rézne
procesy fizjologiczne, ktorych promotory zawieraja sekwen-
cje rozpoznawane przez CEBPA. W&rod nich 74 geny (33%)
sg zaangazowane w proces hematopoezy. Sposrdd gendw
ulegajacych ekspresji w komorkach krwiotworczych 38
zostato zidentyfikowanych laboratoryjnymi metodami ana-
lizy promotoréw. Reszta zostata wytypowana dzieki ekspe-
rymentom mikromacierzowym. Poza genami kodujacymi
biatka, CEBPA kontroluje takze gen miRNA-223, uczestniczacy
w odpowiedzi molekularnej na kwas retynowy [21].

Jako wazny element systemu regulacji procesu réznico-
wania granulocytéw CEBPA podlega Scistej, wieloetapowej
kontroli na wszystkich etapach ekspresji. Dotad zidentyfi-
kowano 7 r6znych mechanizméw na poziomie genomu,
transkryptu i biatka, zapewniajacych synchronizacje aktyw-
nosci CEBPA podczas procesu r6znicowania mieloblastow.
Zestawienie wymienionych mechanizmoéw regulacji przed-
stawiono w tabeli L.

Mutacje CEBPA

Zgodnie z tzw. teorig dwoch uderzen jedng z przyczyn
wystapienia AML jest pojawienie sie w komdrkach macie-
rzystych szpiku szeregu defektéw molekularnych. Mutacje
w obrebie genéw kontrolujacych proliferacje i procesy apop-
tozy (defekty klasy I) oraz mutacje genéw odpowiedzialnych
za inicjacje i przebieg proceséw roznicowania komorkowe-
go (defekty klasy II) sa przyczyna niekontrolowanego
namnazania i dysplazji komarek [14, 30].

Mutacje genu kodujgcego czynnik transkrypcyjny CEBPA
sg zaliczane do defektow klasy II. Ich obecnosé prowadzi przede
wszystkim do zaburzen proceséw réznicowania komérek
hematopoetycznych oraz do zaktécenia funkeji komérkowych
szlakéw przekazywania sygnatu. Mutacje CEBPA powoduja
takze zaburzenia w procesach apoptozy i proliferacji. Sadzi sie,
ze jest to wynikiem zmian w ekspresji genéw klasy I,
wywotanych przez obecnos$¢ mutacji CEBPA [16, 30].

Opisano caty szereg mutacji genu CEBPA, zarbwno punk-
towych, jak i insercyjno-delecyjnych. Ze wzgledu na ich wptyw
na ekspresje i funkcje biatka mozna je zakwalifikowac¢ do jed-
nej z trzech kategorii. Do pierwszej nalezg mutacje N-termi-
nalne, powodujgce zmiane ramki odczytu i przedwczesne za-
kohczenie procesu translagji, do drugiej — mutacje C-terminalne
zachowujace ramke odczytu, a do trzeciej —inne mutacje inser-
cyjno-delecyjne i punktowe o dotychczas niescharakteryzo-
wanym wptywie na funkcje CEBPA[16, 17].

Obecnos¢ mutacji N-terminalnych prowadzi do zaburze-
nia rownowagi pomiedzy iloscig izoformy 30 kDa i 42 kDa.
Przedwczesna terminacja procesu translacji formy 42 kDa
w jednej kopii genu przy niezaktéconej produkcji izoformy
30 kDa jest wynikiem zmiany ramki odczytu przed domena

Tabela 1. Mechanizmy regulacji ekspresji oraz geny zaangazowane w modulacje aktywnosci genu CEBPA w komérkach linii mieloidalnej
Table 1. Mechanisms of expression modulation and genes involved in regulation of CEBPA activity in myeloid cells

Mechanizm regulacji Funkcja Zaangazowane geny  Pismiennictwo
regulacja hipermetylacja hamowanie transkrypcji TRIB2, NOTCH1 [16, 21]
promotora promotora genu CEBPA
zmiany steryczne hamowanie transkrypcji LEF-1 [22]
promotora genu CEBPA
acetylacja histonow hamowanie transkrypcji RUNX1-RUNX1T1 [23]
w promotorze genu CEBPA
sprzezenie zwrotne ekspresji hamowanie/wzmacnianie PU.1, GATA-1 [24]
czynnikéw transkrypcyjnych transkrypcji genu CEBPA
mikro oddziatywanie z regionem 3’ degradacja mRNA miRNA-124a [25]
RNA UTR mRNA
regulacja wigzanie mRNA hamowanie translacji CABP3, [9]
translacji przez kalretikuline CEBPA RUNX1-MDS1-EVI1
fosfofrylacja  fosforylacja S-21 inaktywacja biatka CEBPA FLT3, ERK1/2 [26]
fosforylacja S-248 zwiekszenie aktywnosci biatka Ras [27]
CEBPA wzgledem G-CSFR
SUMOrylacja  SUMOrylacja TAD2 inaktywacja biatkowej Ubc9, SUMO-1 [25, 27]
izoformy 42 kD
dimeryzacja regulacja efektywnosci modulacja transkrypcji genow rodzina biatek CEBP [17]
przytaczania CEBPA do réznych efektorowych
sekwencji promotorowych
interakcje wigzanie izoformy 42 kD przez TRIB2 inaktywacja i degradacja biatka CEBPA TRIB2 [28]
biatko-biatko  oddziatywanie domeny bZip z c-JUN inaktywacja biatka CEBPA c-JUN [29]



Prognostyczne znaczenie obecnosci mutacji genu CEBPA u chorych na ostra biataczke szpikowa

367

TAD2. Prowadzi to do przesuniecia rownowagi stechiome-
trycznej w syntezie CEBPA na korzys¢ mniej aktywnej izo-
formy 30 kDa. Skutkiem tego jest formowanie sie nieak-
tywnych dimeréw biatka i w konsekwencji ostabienie
ekspresji genéw efektorowych [16, 17].

Mutacje C-kohcowe to w wiekszosci przypadkéw dupli-
kacje tandemowe lub insercje niezmieniajace ramki odczy-
tu. Stwierdzono takze pojedyncze przypadki wspétwystepo-
wania zmian delecyjnych i insercyjnych [31-33]. Mutacje te
pojawiaja sie w obrebie domeny bZip, prowadzac do
zaktécenia procesu wigzania DNA w obrebie zamka leucy-
nowego lub do ostabienia dimeryzacji CEBPA. Zmniejszone
powinowactwo CEBPA do DNA obniza efektywnos¢ pro-
mowania transkrypcji genéw efektorowych, a tym samym
ogranicza ich ekspresje [16]. W przypadku mutacji zaréwno
N-, jak i C-terminalnych zmiany sekwencji obejmuja zwykle
od kilku do kilkudziesieciu nukleotyddw.

Mutacje CEBPA nalezace do trzeciej kategorii moga
wptywaé w sposéb posredni na proces wzmacniania trans-

krypcji. Zaktocajg one mechanizmy regulacji poziomu eks-
presji i aktywnos¢ samego CEBPA.

Przystepujac do analizy mutacji w obrebie genu CEBPA,
nalezy pamieta¢, ze mutacje synonimiczne, znajdujace sie
poza miejscami wigzania miRNA, nie zaburzaja funkgji biatka
i nie wywieraja prawdopodobnie wptywu onkogennego.
Zidentyfikowano réwniez polimorfizmy (SNP oraz niewielkie
duplikacje niezmieniajgce ramki odczytu), wystepujace
w spos6b naturalny w populacji ogélnej, ktére réwniez nie
maja wptywu na proces leukemogenezy [34, 35].

Mapa rozmieszczenia dotychczas poznanych defektow
genu CEBPA umozliwita wskazanie tzw. goracych miejsc
mutacji (mutation hot spots), w ktorych anomalie wystepuja
statystycznie najczesciej. Sa to rejony: 160-460nt mRNA/50-
350nt CDS, w ktérym dochodzi do mutacji N-terminalnych,
oraz 1010-1060nt MRNA/900-950nt CDS, gdzie zlokalizo-
wana jest wiekszos¢ mutacji C-terminalnych (w pracy wyko-
rzystywane sg koordynaty sekwencji o numerze akcesyjnym
NM_004364) (ryc. 2.).
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Ryc. 2. Lokalizacja mutacji punktowych i insercyjno-delecyjnych w sekwencji kodujacej genu CEBPA (wytacznie rejon ulegajacy transla-
cji — CDS) wg danych zgromadzonych w repozytorium COSMIC Trust Sanger Institute. Najwieksze zageszczenie mutacji wystepuje

w rejonie 900-950nt (domena bZip). W obszarze tym dominuja mutacje delecyjne. Drugim goracym miejscem mutacji jest obszar
50-350nt, odpowiadajacy domenom TAD. Rozmieszczenie mutacji w tym regionie jest bardziej rownomierne. Mutacje inne niz

N- i C-terminalne wystepuja rzadko i pojawiajg sie wzdtuz catej dtugosci sekwencji CEBPA

Fig. 2. Localization of in/del and point mutations in CEBPA gene (only coding sequence, CDS was included) according to COSMIC database of
Sanger Trust Institute. The mutation hot spots are situated between 900-950bp in bZip domain (C-terminal mutations) and 50-350bp (N-termi-

nal mutations)
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Metody wykrywania mutacji CEBPA

Duza heterogennos¢ mutacji genu CEBPA, zarbwno co
do ich umiejscowienia, jak i charakteru, wyklucza diagno-
styczne zastosowanie wiekszosci podstawowych narzedzi
molekularnych. Tradycyjny rozdziat elektroforetyczny pro-
duktow amplifikacji CEBPA nie pozwala na wykrycie muta-
gji pojedynczych nukleotydéw oraz niewielkich mutacji inser-
cyjno-delecyjnych. Obecnie najpopularniejsza metoda
poszukiwania mutacji genu CEBPA jest sekwencjonowanie
poprzedzone amplifikacja sekwencji kodujacej technika reak-
cji tancuchowej polimerazy (polymerase chain reaction —
PCR). Materiatem wyjsciowym moze by¢ zaréwno RNA, jak
i DNA, poniewaz gen CEBPA jest jednoegzonowy. Najczesciej
stosowang technika detekcji mutacji CEBPA jest metoda
zaproponowana przez Pabsta i wsp., obejmujaca reakcje
PCR prowadzong przy uzyciu 4 par starteréw. Uzyskane
dzieki niej amplikony zawierajg wszystkie domeny funk-
cjonalne, pozbawione sg natomiast wiekszosci sekwencji
5’-13-UTR. W metodzie tej w kolejnym etapie produkty PCR
sg oczyszczane i poddawane jedno- badz obustronnemu
sekwencjonowaniu [17].

Wedtug doswiadczen autordw niniejszej pracy podczas
wykonywania analizy wspomniang metodg mozna napotkac
na kilka probleméw. Wysoka zawartosé par GC utrudnia reak-
cje PCR, co zmusza do optymalizacji sktadu mieszaniny reak-
cyjnej poprzez uzycie odczynnikéw zwiekszajacych topliwosé
DNA, takich jak DMSO lub betaina [36]. Z kolei trakty CGG
i CCG wystepujace w rejonie 500-700nt transkryptu moga
zmniejsza¢ w znaczacy sposob wydajnos¢ znakowania nukle-
otydéw podczas sekwencjonowania. W rzadkich przypadkach
miejsca delecji w genie CEBPA moga pokrywac sie z miejscem
przytaczania ktéregos ze starteréw, co prowadzi do braku jed-
nego z produktéw reakcji. W sytuacjach tych konieczne jest
zastosowanie innej pary starterow PCR.

Wykrywanie mutacji CEBPA jest takze mozliwe za
pomoca metod przesiewowych: wysoko sprawnej chroma-

Tabela 2. Udziat procentowy poszczegdlnych typéw mutacji
CEBPA u chorych na AML. Analiza na podstawie oceny 616
prébek zdeponowanych w bazie COSMIC (zmodyfikowano

na podstawie danych Trust Sanger Institute)

Table 2. Incidence of different CEBPA mutation types according
to COSMIC database analysis of 616 CEBPA-positive AML
samples

Typ mutacji Liczba Odsetek
prébek  wszystkich
mutacji CEBPA

delecje zmieniajgce ramke odczytu 157 25,5
delecje niezmieniajace ramki odczytu 37 6
insercje zmieniajace ramke odczytu 138 22,4
insercje niezmieniajgce ramki odczytu 168 27,3
substytucje nonsensowe 17 2,8
substytucje zmiany sensu 27 4,4
substytucje synonimiczne 11 1,8
defekty ztozone 52 8,4
inne aberracje 9 1,5

tografii cieczowej w warunkach denaturujacych (dHPLC)
[37], analizy krzywych topnienia o wysokiej rozdzielczosci
(high resolution melt — HRM) [38] oraz elektroforezy kapi-
larnej znakowanych fluorescencyjnie produktéw PCR [39].
Analiza krzywych topnienia o wysokie]j rozdzielczosci oraz
dHPLC pozwalajg na wykrycie kazdego typu mutacji. Roz-
dziat metoda elektroforezy kapilarnej prowadzony wg pro-
tokotéw dostepnych w literaturze umozliwia jedynie wyka-
zanie obecnosci mutacji insercyjno-delecyjnych. Jest to
istotna wada wymienionej metody, uniemozliwia ona
bowiem wykrycie ok. 9% przypadkéw mutacji pojedyncze-
go nukleotydu (wg COSMIC Trust Sanger Institute, tab. 2.).
Obecnos¢ mutacji zidentyfikowanych metoda przesiewowa
nalezy w kazdym przypadku potwierdzi¢ za pomocg sekwen-
cjonowania wg protokotu Pabsta. Ten sposéb postepowa-
nia zmniejsza koszt wykonywania oznaczen, ograniczajac
ich przeprowadzanie jedynie do przypadkéw z wysokim
prawdopodobienstwem wystepowania defektu.

Znaczenie rokownicze CEBPA w ostrej biataczce
szpikowej

Klasyfikacja AML zmienia sie ustawicznie w ostatnich
latach. Jest to spowodowane coraz lepsza znajomoscig mole-
kularnego podtoza tej bardzo heterogennej choroby.
W 2008 r. WHO wyodrebnita przypadki AML z mutacjami
genu CEBPA jako osobna podkategorie w kategorii ,Ostre
biataczki szpikowe ze zdefiniowanymi anomaliami gene-
tycznymi”. Obecnos¢é mutacji CEBPA zostata uznana za
korzystny czynnik rokowniczy.

Renneville i wsp., analizujac przypadki 638 chorych z AML,
wykazali, ze odsetek przypadkéw z mutacjami CEBPA wyno-
si 8% [40]. Na podstawie oceny wynikéw innych badan oka-
zato sie takze, ze mutacje genu CEBPA wystepuja najczesciej
u chorych z typem M1i M2 (wg FAB) i to zaréwno u dziedi,
jak i dorostych [31, 32, 41]. Obecnos¢ pojedynczej mutacji
lub dwdch réznych mutacji CEBPA wystepujacych na réznych
chromosomach potwierdzono takze u ok. 10-20% chorych
na AML z prawidtowg cytogenetyka [40, 42]. U chorych na
AML z delecja 9922 i bez innych aberracji chromosomowych
stwierdzono zwiekszone prawdopodobienstwo wystapienia
mutacji CEBPA. Czestos¢ wystepowania defektow w CEBPA
w tej grupie pacjentdéw okreslono na 22-48% [43].

Dowiedziono, ze w przypadkach CEBPA—i CEBPA+ odse-
tek pacjentéw uzyskujacych remisje hematologiczng jest
zblizony (odpowiednio 82% i 80%). Okazato sie jednak, ze
odsetek przezy¢ 5-letnich pacjentéw CEBPA+ w poréwna-
niu z chorymi CEBPA— jest wyzszy (odpowiednio 47% i 31%)
[40]. U chorych CEBPA+ ze wznowa choroby stwierdza sie
obecnos¢ tych samych defektow molekularnych, ktére wyka-
zano przy pierwszej manifestacji choroby. Zmianie czesto
podlega natomiast dystrybucja poszczegélnych alleli. To
ostatnie spostrzezenie moze Swiadczy¢ o ewolucji klonal-
nej choroby [41].

Coraz wieksza liczba danych dotyczacych wystepowania
mutacji w CEBPA dowodzi, Zze wptyw na rokowanie ma nie
tylko sam fakt wystapienia mutacji, ale takze ich liczba.
Zaobserwowano, ze w ponad potowie przypadkéw AML
CEBPA+ obecne s3 dwie r6zne mutacje, zlokalizowane na
dwdch chromosomach (mutacje bialleliczne), z ktérych naj-
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czesciej jedna jest mutacjg N-terminalng, a druga C-termi-
nalna. Komorki blastyczne, w ktérych doszto do pojawienia
sie dwoch mutacji, cechuje charakterystyczny immunofe-
notyp: CD15+, CD7+, CD34+ i HLA-DR+ [31]. Zgodnie z opi-
nia niektérych autoréw wystapienie pojedynczej mutacji
CEBPA nie wptywa korzystnie na czas trwania pierwszej
remisji i sredni czas przezycia chorych. Obserwacje te poczy-
niono na podstawie wynikdw trzech niezaleznych analiz [37,
42, 44]. Wykazano w nich, ze jedynie obecno$¢ mutacji bial-
lelicznych CEBPA rokuje korzystnie.

Nalezy takze wspomnie¢, ze obecnos¢ mutacji genu
CEBPA nie jest charakterystyczna jedynie dla pacjentéw
z AML. Ich wystepowanie stwierdzono u chorych z zespotem
mielodysplastycznym, szpiczakiem mnogim, chtoniakami nie-
ziarniczymi, a takze u 0séb z niektérymi nowotworami lity-
mi [34, 56]. Réwniez u chorych na ALL odnotowano przypadki
wystepowania translokacji chromosomowych z udziatem
CEBPA i czterech innych genéw z rodziny CEBP [45].

Wystapienie mutacji w CEBPA jest przypuszczalnie zda-
rzeniem pierwotnym w procesie transformacji nowotworo-
wej. Swiadczg o tym opisane przypadki dziedzicznych defek-
toéw N-terminalnych CEBPA, prowadzacych bezposrednio do
wystapienia objawéw AML. Potwierdzeniem tej hipotezy
jest spostrzezenie, ze w wiekszosci przypadkow z dzie-
dzicznym defektem CEBPA w momencie wystapienia pierw-
szych objawow choroby pojawia sie niezaleznie inna muta-
cja tego genu zlokalizowana na drugim chromosomie.
Sugeruje to, ze pierwsza mutacja jest czynnikiem zwiek-
szajacym ryzyko pojawienia sie kolejnej, przyspieszajacej
transformacje nowotworowg [46, 47].

Mutacje CEBPA a defekty innych genéw
zaangazowanych w hematopoeze

Obecnie wiadomo, ze oprécz CEBPA obecnos¢ mutacji
dwdch innych genéw ma wartosé rokownicza u chorych na
AML Wykrycie wewnetrznych tandemowych duplikacji genu
FLT3 (FLT3-ITD) wiaze sie z niekorzystnym, a mutacji NPM1,
podobnie jak CEBPA, z korzystnym rokowaniem [24]. Doty-
czy to szczegolnie przypadkéw AML z prawidtowa cytoge-
netyka (cytogenetically normal AML — CN-AML), w ktorych
nie stwierdzono aberracji chromosomowych ani obecnosci
genow fuzyjnych.

Fms-podobna kinaza tyrozynowa 3 (FLT3) jest transbtono-
wym receptorem, uruchamiajacym kaskade sygnalizacyjna
JAK/STAT, zaangazowana w kontrole proliferacji i apoptozy.
Do mutacji genu FLT3 dochodzi w obrebie domeny kinazo-
wej (TKD) oraz domeny przybtonowej (ITD). Pierwsze maja
charakter punktowy i prowadza do zwiekszenia aktywno-
sci kinazowej, drugie sprzyjaja dimeryzacji niezaleznej od
zwiazania ligandu. W efekcie obu typéw mutacji FLT3 jest
stale aktywna, chociaz wzgledem réznych grup gendw efek-
torowych. Obecnosé FLT3-ITD potwierdzono u ok. 15-35%,
a FLT3-TKD u ok. 6-8% pacjentdéw z AML [48]. Wyniki ana-
liz klinicznych wykazaty bezposrednig zaleznos¢ pomiedzy
mutacjami FLT3-ITD a ryzykiem wznowy choroby u pacjen-
toéw z posrednim ryzykiem niekorzystnego przebiegu cho-
roby (w tym CN-AML). W przeciwienstwie do mutacji dome-

ny przybtonowej, substytucje nukleotydowe w domenie
kinazowej nie prowadza do zmniejszenia czasu przezycia
i czasu wolnego od wznowy [48-51].

Innym genem, ktérego mutacje istotnie wptywaja na prze-
bieg AML, jest gen nukleofozminy. Nukleofozmina (NPM1)
nalezy do tzw. biatek opiekunczych, zaangazowanych m.in.
w ksztattowanie sie rybosomoéw i podziat centromeréw. Muta-
cje tego genu to insercje lub delecje prowadzace do zaniku
dwach reszt tryptofanu i wprowadzenia C-koncowej sekwen-
¢ji VSLRK. Nieprawidtowe biatko zmienia lokalizacje z jadro-
wej na cytoplazmatyczng, powodujgc m.in. zaburzenia w pro-
liferacji. Mutacje NPMI s3 stosunkowo czesto obecne
u chorych na AML Ich wystepowanie udokumentowano u ok.
15-35% chorych dorostych oraz w ok. 2-8% przypadkéw AML
u dzieci. Obecnos¢ mutacji w NPM1 rokuje korzystnie i jest
powigzana z wyzszym odsetkiem uzyskiwanych remisji
catkowitych (86,4% w poréwnaniu z 64,3%) [51]. Ponadto
u pacjentéw z CN-AML i mutacjg NPMI przezycie wolne od
wznowy jest dtuzsze w poréwnaniu z obserwowanym u cho-
rych bez mutacji NPMI [2].

Obecnos¢ mutacji jednego z gendw: CEBPA, NPM1 i FLT3,
jest uznawana za niezalezny czynnik rokowniczy u 0s6b
z AML. Okazuje sie jednak, ze u czesci chorych dochodzi do
wspotwystepowania réznych defektéw molekularnych.
Wspotwystepowanie mutacji NPMI i FLT3-ITD jest zjawiskiem
stosunkowo czestym, stwierdzanym u ok. 18% chorych na
CN-AML [24]. Co ciekawe, obecnos$¢ mutacji NPM1I nie znosi
negatywnego wptywu mutacji FLT3 na rokowanie u pacjen-
téw z AML Nie zaobserwowano istotnych réznic w przezyciu
catkowitym oraz odsetku uzyskiwanych remisji catkowitych
pomiedzy pacjentami FLT3-ITD+/NPM1-i FLT3-ITD+/NPM1+.
Podobne obserwacje poczyniono odnosnie do genotypu FLT3-
ITD+/CEBPA+. Takze korzystny wptyw mutacji biallelicznych
CEBPA jest znoszony przez wystapienie FLT3-ITD [40, 44]. Prze-
ciwnie, u chorych na AML CEBPA+ ze wspotwystepujaca
mutacja genu NPMI rokowanie jest podobne jak u majacych
tylko jedna z nich [42].

Obecnos¢ mutacji domeny kinazowej FLT3 (FLT3-TKD+),
w przeciwiefstwie do mutacji domeny przybtonowej, jest sko-
relowana z wydtuzonym czasem przezycia i lepszym rokowa-
niem zaréwno u chorych z mutacjami CEBPA (dane przedsta-
wione jedynie dla 4 pacjentdw), jak i z mutacjami NPMI [52].

Na rycinie 3. przedstawiono dotychczas poznane defekty
molekularne o uznanej wartosci prognostycznej u chorych
na AML z prawidtowa cytogenetyka.

Oproécz mutacji w NPM1, FLT3 i CEBPA wsrdd czynnikow
wptywajacych na rokowanie u chorych z AML wymienia sie
defekty w TP53, c-KIT, NRAS, nadekspresje ERG, WTL i BAALC
oraz czesciowe duplikacje genu MLL [24, 53]. Ich wptyw na
rokowanie u chorych na AML jest trudny do oszacowania ze
wzgledu na mata czestos¢ wystepowania wymienionych
defektow wsrdd pacjentéw z AML ByE moze wraz z wpro-
wadzeniem nowych technik jednoczesnego monitorowania
wielu defektéw molekularnych ocena ich wptywu na roko-
wanie bedzie mozliwa. Najwieksze nadzieje w tym zakresie
budza wyniki prac nad diagnostycznym wykorzystaniem pro-
filowania ekspresji genéw (w tym WTI, BAALC, ERG, miRNA-
223 iinnych) [54, 55].
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