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STRESZCZENIE

Charakterystyka nowych zmian genetycznych w przewleklej bialaczce
szpikowej u chorych w réznych stadiach choroby przy zastosowaniu

sekwencjonowania nast¢pnej generacji.

Przewlekta biataczka szpikowa (CML, ang. chronic myeloid leukemia) jest
pierwszym nowotworem, ktorego rozwoj powigzano ze zmiang genetyczng, translokacja
chromosomowa 1(9;22)(q34;q11) prowadzaca do powstania chromosomu Filadelfia
z onkogenem BCR::ABLL1. Inhibitory kinaz tyrozynowych nakierowane na BCR::ABL1
stanowig skuteczng metod¢ leczenia CML, jednak u czgéci chorych obserwowana jest
oporno$¢ na stosowang terapi¢. Mechanizmy opornosci dzieli si¢ na zalezne i niezalezne
od BCR::ABL1. Sekwencjonowanie nastgpnej generacji (NGS, ang. next-generation
sequencing) umozliwia identyfikacje zmian genetycznych istotnych w patogenezie
1 progresji wielu choréb, w tym chordb nowotworowych. Przedmiotem niniejszej pracy
doktorskiej byta charakterystyka nowych zmian genetycznych u chorych na CML
z niekorzystnym przebiegiem choroby. W tym celu sekwencjonowaniu NGS poddano 45
probek pochodzacych od chorych w fazie blastycznej (BP, ang. blast phase) oraz probki
sprzed progresji CML, ktore byly dostepne dla 25 chorych. Analiza wariantow w 193
genach istotnych w patogenezie nowotwordéw uktadu krwiotworczego oraz onkogenezie
wykazata obecno$¢ zmian o potencjalnym znaczeniu prognostycznym i predykcyjnym.
Zidentyfikowano zmiany punktowe i mate insercje-delecje w genach czesto
zmutowanych w nowotworach uktadu krwiotworczego takich jak: ABL1, ASXL1,
RUNX1, DNMT3A i TP53. Zmiany liczby kopii (dotyczace genow IKZF1, CDKN2A,
CDKN2B, BCR::ABL1) oraz dodatkowe aberracje chromosomowe (m.in. monosomia
chromosomu 7 oraz ztozony kariotyp) obserwowane byly odpowiednio wytacznie
w probkach z fazy BP oraz zaréwno w fazie BP jak i przed progresja CML.
Analiza porownawcza patogennych wariantow i zmian liczby kopii w 25 sparowanych
probkach sprzed i po progresji CML pozwolita na identyfikacj¢ 7 wzorcow dynamiki
zmian genetycznych obserwowanych w wyniku nabywania, utrzymywania si¢ i zanikania
aberracji. Wariantem zarodkowym, dotychczas nieopisanym w nowotworach byt
przetworzony pseudogen SMAD4 (WYSMADA4), ktorego obecnos¢ zidentyfikowano w 12%
sparowanych probek (3/25). Poszerzona analiza wykazata istotny wzrost czgstosci jego

wystgpowania w CML w poréwnaniu do cz¢sto$ci obserwowanej W populacji polskiej,
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co wigcej wzrost ten nie byt obserwowany w innych typach biataczek tj. przewleklej
biataczce limfocytowej, ostrej biataczce szpikowej oraz ostrej biataczce limfoblastycznej.
Analiza RNAseq wykazata, ze WSMADA4 nie ulega transkrypcji i tym samym nie reguluje
ekspresji genu rodzicielskiego, ani innych, niepowigzanych genéw. Poza obecnoscig
YSMAD4, profil wykrytych zmian u chorych z pseudogenem jest zblizony do typowego
profilu obserwowanego w CML. Na podstawie przeprowadzonych badan wydaje si¢
wiec, ze YSMAD4 jest wariantem zarodkowym niemajacym bezposredniego wptywu

na progresje CML, a okreslenie jego roli w patogenezie CML wymaga dalszych badan.
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ABSTRACT

Characterization of new genetic aberrations by next-generation sequencing

in patients with chronic myeloid leukemia at different stages of the disease.

Chronic myeloid leukemia (CML) is a myeloproliferative neoplasm characterized
by a reciprocal chromosomal translocation t(9;22)(9934;911), resulting in the formation
of the Philadelphia chromosome encoding the BCR::ABL1 fusion oncogene. Despite
successful therapy with tyrosine kinase inhibitors, some patients develop drug resistance
that may be BCR::ABL1-dependent and independent. Next-generation sequencing (NGS)
facilitates the search for genetic aberrations leading to the pathogenesis and progression
of many diseases, including cancer. Hence, the goal of this dissertation was
to characterize new genetic aberrations in CML patients with an unfavorable course of the
disease. For this purpose, 45 samples from patients with CML progression to blast phase
(CML-BP) and the corresponding samples, taken before the progression of CML
available for 25 patients were sequenced using NGS. Mutation analysis of 193 genes
related to oncogenesis and hematological malignancies revealed the presence of variants
with potential prognostic and/or predictive significance. Point mutations and small
insertions-deletions have been identified in genes frequently mutated in hematologic
malignancies, such as ABL1, ASXL1, RUNX1, DNMT3A and TP53. Copy number
variations (for IKZF1, CDKN2A, CDKN2B, BCR::ABL1 genes) were observed only in
CML-BP samples, while additional chromosomal abnormalities (such as monosomy of
chromosome 7 and complex karyotype) were observed in CML-BP as well as in samples
taken before progression of CML. Comparative analysis of point mutations, small
insertions-deletions and copy number changes in 25 paired samples revealed 7 patterns
of mutation dynamics resulting from mutations acquisition, persistence and clearance.
In 12% of the paired samples (3/25), the germline processed pseudogene SMAD4
(WYSMAD4) was identified, which has not yet been described in CML or other cancers.
The screening study showed a significantly higher frequency of YSMAD4 in CML, but
not in other types of leukemia, compared to the general Polish population. RNAseq
analysis showed that WYSMAD4 is not transcribed and therefore does not regulate
expression of the parental gene or other unrelated genes. Except for the presence of

YSMAD4, the mutation profiles of patients with and without the pseudogene are similar.
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Thus, it appears that WSMAD4 is a germline variant with no direct impact on CML
progression, but its role in the pathogenesis of CML requires further research.
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1. WSTEP

1.1. Przewlekla bialaczka szpikowa

Wedlug bazy danych GLOBOCAN, biataczki zajety 15 miejsce na liscie
nowotworow pod wzgledem liczby zachorowan na $wiecie w 2020 roku [1].
Przewlekta biataczka szpikowa (CML, ang. chronic myeloid leukemia) stanowi okoto 7%
wszystkich biataczek diagnozowanych na swiecie (2-13% w zalezno$ci od regionu) [2]
ajej rozwoj zwigzany jest z ekspansjg klonalng krwiotwodrczej komorki macierzystej
szpiku. Zwickszony potencjat proliferacyjny komérek CML jest efektem dziatania
onkogenu BCR::ABL1 powstalego w wyniku translokacji chromosomowej
t(9;22)(gq34;q11) [3]. CML jest choroba modelows, w ktorej po raz pierwszy rozwoj
nowotworu powigzano ze zmiang genetyczng [4], jak rowniez po raz pierwszy
z sukcesem zastosowano terapi¢ celowang z uzyciem inhibitorow kinazy tyrozynowej

BCR::ABL1 [5].

1.1.1. Epidemiologia i etiopatogeneza

Aktualna klasyfikacja Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO, ang. World Health
Organization)  zalicza  przewlekla biataczk¢  szpikowa do  nowotwordw
mieloproliferacyjnych (MPN, ang. myeloproliferative neoplasms) [6]. CML jest chorobg
nabyta, ktorej etiologia jest nieznana, a jedynym potwierdzonym czynnikiem ryzyka
powigzanym z rozwojem CML jest promieniowanie jonizujace [7]. Szacuje sig,
ze zachorowalno$¢ na CML wynosi okoto 1 na 100 tys. os6b, a choroba czgsciej dotyka
mezczyzn niz kobiet (1,3 : 1). Mediana wieku w chwili rozpoznania wynosi 57 lat, chorzy
powyzej 70 r.z. stanowig wigcej niz 20% wszystkich przypadkow, a dzieci 1 mtodziez
ponizej 18 r.z. mniej niz 5%. Chorobowos$¢ na CML w Europie oszacowano na 10-12 /
100 tys. 0sob, lecz liczba ta sukcesywnie wzrasta ze wzgledu na poprawe jakosci leczenia
i przezywalnosci pacjentow [8-10]. Okreslenie danych epidemiologicznych dla CML
W populacji polskiej jest utrudnione ze wzgledu na to, ze Krajowy Rejestr Nowotworow
(KRN) podaje ogolne dane dla ,,biataczek szpikowych”, do ktorych oproécz CML wliczaja
si¢ rOwniez ostra biataczka szpikowa (AML, ang. acute myeloid leukemia) i atypowe
biataczki szpikowe bez chromosomu Filadelfia. Wedlug KRN w 2018 roku
zachorowalno$¢ na biataczki szpikowe wynosita 3,1 / 100 tys. os6b [11], dostgpne sa

jednak dane pochodzace z Narodowego Funduszu Zdrowia, ktére wskazuja,

17



ze zachorowalno$¢ i chorobowo$¢ na CML w populacji polskiej wynosi odpowiednio
117,2/100 tys. osob [12].

Pierwsze opisy CML pochodzg z pierwszej potowy XIX wieku, kiedy to
u chorych zaobserwowano powickszone $ledziony i watroby oraz podwyzszong liczbe
leukocytow. W 1960 r. Peter Nowell i David Hungerford, pracujacy w Filadelfii, opisali
maly, akrocentryczny chromosom, wystepujacy W komoérkach krwi chorych na CML,
ktory nazwano chromosomem Filadelfia (chromosom Ph, ang. Philadelphia
chromosome). Jednak to Janet Rowley, 13 lat pozniej, wykazata, ze chromosom Ph jest
wynikiem zréwnowazonej translokacji chromosomoéow 9 122 [13, 14]. Obecnie wiadomo,
ze chromosom Ph powstaje w wyniku translokacji t(9;22)(q34;q1 1) poprzez przeniesienie
fragmentu genu kodujacego kinazg ABL1 z chromosomu 9 na chromosom 22 i jego fuzji

z fragmentem genu BCR, prowadzacej do powstania onkogenu BCR::ABL1 (rycina 1).

translokacja

t(9;22)(q34;q11
chr9 ( Na34:q11) chr9 g+

chromosom Filadelfia
(chr22 g-)

-———

chr22

— 7

I
~ 7
~ -~ = -
m— ABL1 ] / ABL1::BCR
[ m—]

Rycina 1. Schemat przedstawiajacy translokacje t(9;22)(q34;q11) skutkujaca powstaniem
chromosomu Filadelfia z genem fuzyjnym BCR::ABL1. Chr9 — chromosom 9, chr22 —
chromosom 22, chr9 g+ — wydtuzony chromosom 9, chr22 q- — skrécony chromosom 22.

Gen ABL1 (ABL proto-oncogene 1, non-receptor tyrosine kinase) koduje
niereceptorowg kinaze tyrozynowa, bedacg biatkiem 0 masie 145 kDa. ABL1 sktada si¢
z11 egzonow 1 wystepuje w 2 izoformach powstatych w wyniku alternatywnego
sktadania pierwszego egzonu (la lub 1b). Aktywnos¢ kinazy tyrozynowej ABL1 jest
zalezna od trzech domen funkcyjnych, zlokalizowanych na N-koncu: SH1, SH2 i SH3

(ang. Src-homology 1-3 domains) wystepujacych zar6wno w prawidtowym biatku, jak
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réwniez w bialku fuzyjnym BCR:ABL1. Domena SHI peklni funkcje kinazy
tyrozynowej, ktora fosforyluje rézne biatka sygnatowe i adaptorowe, podczas gdy
domena SH2 umozliwia interakcj¢ z innymi biatkami zawierajacymi ufosforylowang
tyrozyne i odgrywa kluczowa role w szlaku przekazywania sygnatu. Domena SH3 bierze
udziat w mechanizmie autoinhibicji BCR::ABL1 poprzez negatywna regulacje
aktywnosci kinazowej domeny SHI1. Biatko ABL1 moze przemieszczaé si¢ migdzy
jadrem a cytoplazma, gdzie moze wigzaé¢, odpowiednio, DNA lub aktyn¢. Jadrowe biatko
ABL1 bierze udziat w regulacji cyklu komérkowego 1 odpowiedzi komorkowej na stres
genotoksyczny. Z kolei forma cytoplazmatyczna ABL1 jest zaangazowana
w modyfikacje struktury cytoszkieletu aktynowego oraz kontakt z innymi biatkami
wigzacymi si¢ z cytoszkieletem [3, 15].

Gen BCR (Breakpoint cluster region) sktada si¢ z 23 egzonow i koduje biatko
0 masie 160 kDa. BCR jest kinaza serynowo-treoninowg bioracg udzial w przekazywaniu
sygnatow w komorkach (poprzez fosforylacje i wigzanie guanozynotrifosforanu) oraz
W naprawie uszkodzonego DNA. Podobnie jak w przypadku biatka ABL1, na N-koncu
znajduja si¢ trzy domeny funkcyjne wystepujace zarowno w prawidtowym biatku,
jak i w biatku fuzyjnym BCR::ABL1; domena kinazowa odpowiedzialna za
autofosforylacje oraz fosforylacje innych biatek, domena wigzaca SH2, taczaca si¢
z domenami SH2 innych biatlek (w tym z biatkiem ABLI), a takze domena
oligomeryzacyjna umozliwiajaca wigzanie si¢ biatek ze sobg oraz petniaca kluczowa role
w transformacji nowotworowej z udziatem onkogenu BCR::ABL1 [3].

Gen fuzyjny BCR::ABL1 koduje konstytutywnie aktywna kinaze tyrozynowa,
ktora wptywa na wiele S$ciezek sygnalizacyjnych, powodujac leukemogenezg.
W trakcie tworzenia si¢ BCR::ABL1 p¢knigcia w genie ABL1 mogg wystapi¢ w obrebie
intron6w migdzy egzonami 1b i la lub la i 2. Niezaleznie od punktu pgknigecia ABL1,
egzony la ilb sa zawsze wycinane, a z genem BCR 1acza si¢ egzony 2-11.
W BCR scharakteryzowano trzy regiony czestych ztaman: M-BCR (ang. major cluster
breakpoint region), m-BCR (ang. minor cluster breakpoint region) i u-BCR (ang. micro
cluster breakpoint region), odpowiadajace trzem biatkom fuzyjnym oznaczonym
odpowiednio jako p210 BCR::ABL1, p190 BCR::ABL1 i p230 BCR::ABL1 (rycina 2).
Transkrypty BCR::ABL1 kodujg biatka fuzyjne o rdéznej masie co moze prowadzi¢ do
réznic w fenotypie choroby. Transkrypty el3a2 (dawniej b2a2) i el4a2 (dawniej b3a2)
koduja biatko o masie 210 kDa wystepujace w ponad 95% wszystkich przypadkow CML
[16]. Z kolei transkrypt ela2 koduje biatko o masie 190 kDa charakterystyczne
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(>80% przypadkéw) dla ostrej biataczki limfoblastycznej. Biatko p190 BCR::ABL1
wystepuje u okoto 1% chorych na CML, u ktérych czesciej obserwuje si¢ monocytoze
w fazie przewlektej, a rozpoznanie choroby nastgpuje w podesztym wieku, czesto w fazie
zaawansowanej [17]. U niewielkiej czesci pacjentow z CML wystepuje rzadki transkrypt
el9a2 kodujacy biatko p230 BCR::ABLI, ktéorego obecno$¢ czesto wigze si¢
Z wystgpieniem objawOw charakterystycznych dla przewleklej biataczki neutrofilowe;j

[16].

ib la a2 a3 all

o

el3el4 el9

BCR

L " 4 L .4
M-BCR  p-BCR

biatko fuzyjne (transkrypt):
p190 (ela2)

p210 (el13a2)
p210 (el4a2)

p230 (e19a2)

Rycina 2. Schematyczne przedstawienie struktury genéw ABL1 i BCR oraz transkryptow
BCR::ABL1 w bialaczkach. Niebieskimi strzalkami zaznaczono miejsca pgknig¢ w obrebie
genow ABL1 i BCR (na podstawie [2]).

Kinaza tyrozynowa BCR::ABLI bierze udziat w transformacji nowotworowej na
drodze trzech mechanizméw: aktywacji przekazywania sygnatow w roznych szlakach
sygnatowych, zahamowania apoptozy oraz uposledzenia adhezji komoérek biataczkowych
do komorek podscieliska szpiku [18]. Bialko fuzyjne BCR::ABL1 aktywuje wiele
szlakow sygnatowych takich jak: MAPK/ERK, JAK2/STAT, PI3K-AKT-mTOR, co
prowadzi do zaburzenia podstawowych procesow zachodzacych w komorce poprzez
aktywacje proliferacji, roznicowania i przezycia komorek biataczkowych [19-21].
Ponadto, zmniejszona adhezja biataczkowych komoérek progenitorowych do zrebu szpiku

kostnego utatwia ich uwalnianie do krwi [22].
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1.1.2. Obraz kliniczny i przebieg choroby

Wedlug najnowszej klasyfikacji WHO z 2022 roku wyro6znia si¢ dwie fazy CML:
poczatkowa, najczgsciej tagodnag klinicznie faze przewlekta (CP, ang. chronic phase)
| fazg ostra nazywang faza blastyczng (dawniej kryza blastyczng) (BP, ang. blast phase)
[6]. Poprzednie edycje klasyfikacji WHO uwzgl¢dnialy rowniez trzecig faze, ktorg
czasami diagnozowano pomiedzy fazami CP i BP- faze akceleracji (AP, ang. acceleration
phase). Ponad 90% chorych diagnozowanych jest w fazie CP, a u prawie potowy z nich
poczatek choroby ma charakter bezobjawowy- do rozpoznania CML dochodzi w sposob
przypadkowy, najcze¢sciej podczas rutynowych badan morfologii krwi. U pozostatych
pacjentow moga wystepowac niespecyficzne objawy bedace gtdéwnie wynikiem anemii
I powigkszenia S$ledziony takie jak: zmegczenie, utrata wagi, uczucie pelnosci lub
dyskomfortu w jamie brzusznej, czy krwawienie zwigzane z matoptytkowoscia [23, 24].

Nieleczona faza CP prowadzi do progresji choroby przewaznie w przeciagu
3-5 lat [25]. Mechanizm transformacji CML z fazy CP do BP nie jest w pelni poznany,
najczesciej wigze si¢ go z niestabilno$cig genetyczng obserwowang w komorkach
biataczkowych [26]. Ekspresja i aktywno$¢ kinazy BCR::ABL1 odgrywaja rolg
w regulacji dhugosci telomerow, ktorych skracanie ma bezposredni wptyw na wzrost
niestabilnosci  genetycznej [27]. Obserwowana w komorkach biataczkowych
niestabilno$¢ genetyczna prowadzi do ewolucji klonalnej, w trakcie ktorej mogg pojawiac
si¢ nowe, wczesniej nieobecne, dodatkowe aberracje chromosomowe (ACA, ang.
additional  chromosomal  abnormalities), bedace negatywnym  czynnikiem
prognostycznym. Czestos¢ wystgpowania ACA wzrasta z okoto 10% w fazie CP na etapie

diagnozy do ponad 80% w fazie BP [28].

1.1.3. Diagnostyka

W wigkszosci przypadkow CML, diagnoze mozna postawi¢ na podstawie
charakterystycznej liczebnosci leukocytow 1 ich zrdéznicowania (w rozmazie krwi
obserwuje si¢ wczesne postaci komorek uktadu granulocytarnego). Do potwierdzenia
rozpoznania CML wymagany jest aspirat szpiku kostnego uzywany do badania kariotypu
celem potwierdzenia obecno$ci chromosomu Ph (konwencjonalne badanie
cytogenetyczne lub fluorescencyjna hybrydyzacja in situ), jak rowniez do oceny
mielogramu pozwalajacego okresli¢ faze choroby [10]. Obecno$¢ i rodzaj transkryptu

BCR::ABL1 w komorkach krwi obwodowej lub szpiku kostnego jest oceniany metoda
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RT-PCR (ang. reverse transcription polymerase chain reaction) [10, 29].
Rozpoznanie fazy BP mozliwe jest na podstawie klinicznych i hematologicznych
kryteriow, ustalanych przez organizacje takie jak WHO czy ELN (ang. European
LeukemiaNet), opierajgcych si¢ m.in. o liczb¢ leukocytow, czy odsetek blastow i bazofili.
Kryteria ELN sa stosowane we wszystkich badaniach klinicznych dotyczacych
skuteczno$ci inhibitorow kinazy tyrozynowej (TKI, ang. tyrosine kinase inhibitors)
i s zalecane jako kryteria podstawowe przy podejmowaniu decyzji terapeutycznych
[29].

Najwazniejszym czynnikiem rokowniczym w CML jest poziom transkryptu
BCR::ABL1 i czas do uzyskania glebokiej odpowiedzi molekularnej. W chwili
rozpoznania dodatkowg pomoca sg 4 skale prognostyczne: Sokala, EURO, EUTOS (ang.
European Treatment and Outcome Study) i ELTS (ang. EUTOS Long-Term Survival
Score) oparte na ocenie wielkosci §ledziony i wybranych parametréw W rozmazie krwi

obwodowej, takich jak liczba ptytek krwi i odsetek bazofili [10, 29].

1.1.4. Leczenie

Zatwierdzenie w 2001 r. przez Amerykanskg Agencje ds. Zywnosci i Lekow
(FDA, ang. Food and Drug Administration) imatynibu, inhibitora kinazy tyrozynowej,
do leczenia CML zrewolucjonizowato schemat jej leczenia na tyle, ze z choroby
$miertelnej stata si¢ chorobg przewlekts [30, 31].

Rekomendacje dotyczace diagnostyki i leczenia CML w Polsce wydata Polska
Grupa ds. Biataczek Dorostych PALG [32] oraz Polskie Towarzystwo Onkologii
Klinicznej PTOK [18]. Zawarte w nich schematy sg zgodne z europejskimi (ESMO, ang.
European Society for Medical Oncology) i amerykanskimi (NCCN, ang. National
Comprehensive Cancer Network) wytycznymi [10, 25, 29].

Wytyczne zaréwno ESMO jak i NCCN sugeruja zastosowanie w pierwszej linii
leczenia jednego z trzech TKI pierwszej lub drugiej generacji: imatynibu, dasatynibu lub
nilotynibu. Wybor konkretnego inhibitora jest ustalany indywidualnie dla kazdego
pacjenta na podstawie oceny ryzyka okreslonego przez skale prognostyczne, profilu
toksycznosci TKI, wieku pacjenta oraz wystgpowania chordb wspétistniejacych [25, 29].
Mechanizm dziatania TKI polega na wigzaniu si¢ z nieufosforylowang, nieaktywna forma
kinazy BCR:ABL1 i kompetycyjnym blokowaniu miejsca wigzania ATP
zapobiegajgcemu aktywacji kinazy. W konsekwencji nast¢puje zahamowanie
autofosforylacji kinazy BCR::ABL1 oraz fosforylacji jej substratow, zaangazowanych
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w kontrole cyklu komoérkowego, adhezj¢ komorek i1 organizacje cytoszkieletu, a to z kolei
prowadzi do zahamowania proliferacji i $mierci apoptotycznej komoérek biataczkowych
[9, 15].

Wyroéznia si¢ trzy rodzaje oceny odpowiedzi na terapig, tj. odpowiedz
hematologiczng (ocena elementow morfotycznych krwi), cytogenetyczng (okreslenie
odsetka komorek z chromosomem Ph w stadium metafazy w szpiku) i molekularna
(ilosciowa ocena transkryptu BCR::ABL1 w szpiku lub krwi). Tempo uzyskiwania
odpowiedzi cytogenetycznej i molekularnej stanowi istotny czynnik prognostyczny
w kontekscie ryzyka progresji choroby oraz przezycia catkowitego [5, 29].

Niepowodzenie w osiggni¢ciu odpowiedzi hematologicznej, cytogenetycznej
i molekularnej po rozpoczgciu leczenia TKI nazywane jest oporno$cig pierwotna.
Natomiast mianem opornosci wtornej okresla sie¢ utrate odpowiedzi na terapi¢ TKI.
Szacuje sig¢, ze okoto 25% pacjentow rozwinie oporno$¢ wtorng lub nietolerancj¢ na TKI
stosowany w pierwszej linii leczenia i zmieni TKI przynajmniej raz w ciagu zycia [33].
Oporno$¢ na TKI moze rozwina¢ si¢ w wyniku mechanizmoéw zaleznych i niezaleznych
od BCR:ABLl. Mechanizmy niezalezne od BCR:ABL1 wystepuja czgsciej
w przypadku opornosci pierwotnej 1 s zwigzane m.in. z aktywacja innych kinaz
tyrozynowych, biodostgpnoscig lekéw 1 ich zmienno$cig farmakokinetyczna.
Natomiast mechanizmy zalezne od BCR::ABL1, obejmujace mutacje w domenie
kinazowej BCR::ABL1 i nadekspresjc BCR::ABL1, czgsciej obserwowane s3
w przypadku oporno$ci wtornej [16, 34].

U pacjentéw z objawami nietolerancji lub opornosci na stosowane leczenie,
w drugiej linii leczenia wiaczane sg TKI drugiej generacji: dasatynib, nilotynib lub
bosutynib. Wybdr odpowiedniego inhibitora uzalezniony jest od obecno$ci i typu mutacji
w domenie kinazowej BCR::ABL1 [29]. Ponatynib jest inhibitorem trzeciej generacji i ze
wzgledu na zwigkszone ryzyko wystgpienia tetniczej lub zylnej choroby zakrzepowo-
zatorowe] jego stosowanie jest ograniczone wylgcznie do pacjentdw z mutacja
p.Thr315lle oraz w przypadku opornosci na inne inhibitory [35]. Od konca 2021 roku,
nowa opcja terapeutyczng dla pacjentow z mutacjg p.Thr315lle stat si¢ rowniez
asciminib, nakierowany na inng czg$¢ kinazy BCR::ABL1 niz pozostate TKI [36].
Niefarmakologiczng metodg pozwalajaca na catkowite wyleczenie jest alogeniczny
przeszczep komorek krwiotworczych (allo-HCT, ang. allogeneic hematopoietic cell
transplantation), jednak ze wzgledu na ryzyko zgonu i liczne powiklania, opcja ta jest

obecnie zalecana u niewielkiej grupy chorych z opornos$cig na dostepne TKI [18, 29, 37].
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Od kilkunastu lat na catym §wiecie u wybranych chorych, ktérzy uzyskali peing
remisje na poziomie molekularnym trwajaca minimum 2 lata, praktykuje si¢ catkowite
odstawienie leczenia. Przeprowadzone dotychczas badania wskazujg na mozliwo$é
uzyskania remisji wolnej od leczenia (TFR, ang. treatment-free remission)
odpowiadajacej stabilnej, giebokiej odpowiedzi molekularnej bez potrzeby leczenia TKI
u ok. 40-60% chorych, a efektywnos¢ tego podejscia zalezy od czasu trwania leczenia
przed odstawieniem, czasu trwania glebokiej odpowiedzi molekularnej przed
odstawieniem oraz oceny ryzyka wedlug wskaznika Sokala na etapie diagnozy CML.
Co istotne, zdecydowana wigkszos$¢ osob, u ktorych stwierdzono nawrdt choroby po
odstawieniu leczenia, odzyskata odpowiedz molekularng po ponownym wdrozeniu

leczenia TKI [38-40].

1.1.5. Dodatkowe mutacje

Obserwowane w ostatnich latach postepy w technologii wysokoprzepustowego
sekwencjonowania nastgpnej generacji (NGS, ang. next-generation sequencing)
umozliwily badanie nieprawidtowosci genetycznych w poszczegdlnych subpopulacjach
komorek i zapoczatkowaly er¢ medycyny personalizowanej w leczeniu nowotworow [41,
42]. Profile mutacji somatycznych sa obecnie wykorzystywane do diagnostyki,
oceny ryzyka i rokowania oraz klasyfikacji do terapii celowanej praktycznie we
wszystkich nowotworach, przyktadowo w: nowotworach os$rodkowego uktadu
nerwowego [43], raku jajnika [44], raku jelita grubego [45], jak rowniez w nowotworach
uktadu krwiotworczego takich jak: AML [46], ostrej biataczki limfoblastycznej (ALL,
ang. acute lymphoblastic leukemia) [47], MPN [48] i w zespotach mielodysplastycznych
(MDS, ang. myelodysplastic syndromes) [49].

W 1981 roku Fialkow i in. [50] zasugerowal, ze nabycie chromosomu Ph moze
by¢ niewystarczajace do powstania CML, a w patogenezie tej bialaczki biorg udziat
dodatkowe zdarzenia genetyczne. Teori¢ o wieloetapowym procesie transformacji
nowotworowej prowadzacej do powstania CML wspieraja doniesienia o obecnosci
transkryptu BCR::ABL1 u 0s6b zdrowych [51].

Niestabilnos¢ genetyczna spowodowana przez BCR::ABL1 prowadzi do nabycia
dodatkowych zaburzen genetycznych, od mutacji punktowych po ACA, bezposrednio
przyczyniajacych si¢ do progresji choroby [26]. Do najczestszych ACA zalicza sig:
trisomi¢ chromosomoéw 8 1 19, izochromosom 17q oraz dodatkowy chromosom Ph,
rzadziej obserwowane sg rowniez trisomia chromosomow 21 1 17, monosomia
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chromosomu 7 oraz inne zmiany. ACA wystepuja czgsciej w przypadku kryzy
mieloidalnej niz limfoidalnej [20, 52, 53].

Pojawiajg si¢ rowniez doniesienia sugerujace wptyw mutacji powigzanych ze
zjawiskiem hematopoezy klonalnej o nieokre§lonym potencjale (CHIP, ang. clonal
hematopoiesis of indeterminate  potential) na proces rozwoju CML.
Cechg charakterystyczng CHIP jest obecno$¢ mutacji somatycznych w komorkach
krwiotworczych, przy braku objawow nowotworow uktadu krwiotworczego i braku
cytopenii, a mutacje te dotyczg gtownie genow DNMT3A, TET2 i ASXL1 oraz rzadziej
TP53, SF3B1, czy SRSF2. Jak dotad, rola CHIP w patogenezie CML nie zostata do konca
wyjasniona, jednak przypuszcza si¢, ze moze ona nieznacznie zwigksza¢ ryzyko
wystgpienia nowotworu hematologicznego [54, 55].

Mutacje w domenie kinazowej BCR::ABL1 sg przyczyng opornosci na TKI, ktora
z kolei prowadzi do progresji choroby [56]. Jednak u okoto potowy chorych, ktorzy nie
odpowiadaja na leczenie TKI nie wykrywa si¢ tychze mutacji, co sugeruje istnienie
innych $ciezek rozwoju opornosci na TKI, niezaleznych od mutacji w BCR::ABL1 [57].
Do niedawna, wiele badan naukowych, poswigconych poszukiwaniu genetycznych
przyczyn i mechanizméw progresji CML, ograniczonych byto do analizy probek z tylko
jednej fazy choroby (CP lub BP) lub do analizy jedynie kilku-kilkunastu genow [52, 58-
60]. Pojawito si¢ jednak kilka kompleksowych prac po§wigconych profilowaniu mutacji
somatycznych w réznych stadiach CML, opartych o wysokoprzepustowe
sekwencjonowanie catego egzomu lub nawet genomu. Tabela 1 przedstawia
podsumowanie najwickszych takich badan opublikowanych w przeciggu ostatnich 6 lat.
W badaniach tych wykonano analizy porownawcze zmian genetycznych obserwowanych
w fazach CP, AP i BP, z ktorych wynika, Ze genami najczgséciej zmutowanymi w fazie
BP sg m.in. ABL1 oraz geny zaangazowane w rearanzacj¢ chromatyny (ASXL1, IKZF1)
i regulacje transkrypcji (RUNX1), co moze sugerowac ich udzial w progresji choroby.
W czterech z szesciu tych prac, oprocz badania genomu, zawarto rowniez wyniki

z analizy transkryptomu lub metylomu [61-64].
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Tabela 1. Lista najistotniejszych badan naukowych opublikowanych w ostatnich latach,
zawierajacych analizy poréwnawcze mutacji somatycznych w sparowanych prébkach
z roznych faz CML. CP- faza przewlekta, AP- faza akceleracji, BP-faza blastyczna, WES-
sekwencjonowanie catego egzomu, WGS- sekwencjonowanie catego genomu, RNAseq-
sekwencjonowanie transkryptomu, CHIPseq- analiza interakcji bialek z DNA wykorzystujaca
immunoprecypitacje chromatyny oraz wysokoprzepustowe sekwencjonowanie

Metoda
I sekwencjonowania, Najczesciej zmutowane Dodatkowe
Publikacja . .
liczba przebadanych geny analizy
probek
w fazie CP: ASXL1, analiza zmian
Branford WES, 38 (18 CP, 4 BP RUNXL, TPS3, IKZF1, liczby kopii,
.. . SETD1B ..
iin., 2018 i 16 sparowanych . ] fuzji
[61] probek CP+BP) w fazie BP: ABL1, genowych,
RUNX1, ASXL1, IKZF1, RNAseq
BCORL1, IDH1
analiza
Magistroni tylko w fazie BP, ale nie | dodatkowych
in. 2019 WES, 10 sparowanych w CP: RUNX1, IKZF1, p_rébek (41CP
[;35] probek CP+BP NRAS, ASXL1, ABL1, i 24 BP) pod
UBE2A katem mutacji
w UBE2A
WES lub celowane w fazie CP: ASXL1,

Adnan sekwencjonowanie 578 PRKDC, KIAA1549 RNAseq,
Awadiin., | gendow, 59 (40 CP, 16 w fazie BP: ABL1, analiza fuzji
2020 [62] AP/BP, 3 sparowane ASXL1, RUNX1, BCOR, genowych

probki CP+BP) JAK3
WGS, tylko w fazie BP: ar.1aI|za zml.a.m
Koiin., WGEr’élb?’elipC"";"l‘;?yCh ABLL, RUNXL, IKZF1 'ﬁi’;’lgm'
2020 [63] WES, 39 (2 AP, 37 BP) WES: CDKN2A/B, PAXS, RNAseq,
EZH2
CHIPseq
Adnan WES, 8 (4 BP, 4 RUNX1 dodatkowo z:
Awad i in., sparowane probki PHF6, BCORL1, ABL1, RNAseq
2021 [64] CP+BP) IKZF1
WES w fazie CP: ASXL1,
TET2
WES, 52 sparowane | e \y fazie BP; RUNXL,
Ochiiin.,, pmbkll CP+BP, ABL1, ASXL1, analiza zmian
2021 [66] Sekweni‘}oor:’gi::nie los | BCOR/BCORLL TPS3, | liczby kopi
sw- 19 CP. 60 BP WT1, UBE2A, SETD1B,
genow: ’ KLC2, NBEAL2, PTPN11,
IKZF1, CREBBP
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celowane
sekwencjonowanie
w fazie BP: RUNX1,
ASXL1, ABL1, IKZF1,
BCORL1, TP53

1.2. Pseudogeny

Termin ,,pseudogen” zostat po raz pierwszy uzyty w 1977 r., kiedy to Jacq i in.
[67] opisali niefunkcjonalng kopie genu kodujacego czagsteczke 5S rRNA u platany
szponiastej (fac. Xenopus laevis), r6znigcg si¢ od funkcjonalnego homologu skroconym
koncem 5’. Pseudogeny opisywane sg jako loci genomowe o sekwencji zblizonej do
funkcjonalnych genow, jednak uznawane za biologicznie niefunkcjonalne ze wzgledu na
wystepujace mutacje (gldéwnie nonsensowne i zmiany ramki odczytu), zaburzajace
procesy transkrypcji lub translacji biatka. Funkcjonalne homologi pseudogendow sa
okre§lane mianem genow rodzicielskich. Z uwagi na zaburzong zdolnos$¢ ekspres;ji,
pseudogeny poczatkowo nazywane byly ,$mieciowymi genami” (ang. junk genes).
Obecnie, naukowcy przyznaja jednak, ze terminologia ,,smieciowego DNA” jest daleka
od prawdy z uwagi na pojawiajace si¢ badania naukowe wskazujace na funkcjonalng rolg
niektorych pseudogendéw [68-71]. Ich znaczenie wydaje si¢ by¢ szczegolnie istotne
w ewolucji wielu gatunkow, gdzie ich rola zostata powigzana m.in. z: chondroplazja
odpowiadajacg za fenotypowo krotkie tapy u kilkunastu ras psow [69], czy inaktywacja
genu GULO, niezbgdnego w procesie syntezy endogennej witaminy C, wskutek
kompensacji dietetycznej tej witaminy u niektorych gatunkéow, w tym ludzi, $winek

morskich i nietoperzy [72].

1.2.1. Klasyfikacja

Ze wzglgdu na sposodb powstania wyrdznia si¢ pseudogeny przetworzone (PP,
ang. processed pseudogenes) i nieprzetworzone; te drugie z kolei dzieli si¢ na
zduplikowane i jednostkowe (rycina 3).

W ramach projektu GENCODE (v38, 05.2021), zajmujacego si¢ opisaniem
funkcjonalnych elementdow w ludzkim genomie, zidentyfikowano prawie 15 tys.
pseudogendéw, z czego ponad 72% (10667 przypadkdéw) stanowily pseudogeny
przetworzone [73]. Zdecydowana wigkszo$¢ ludzkich genow (>23tys.) nie ma zadnego
PP, ponad 2 tysigce gendéw posiada od 1 do 5 PP, ale istnieje 20 gendéw, kodujgcych m.in.
bialka rybosomalne, enzymy metaboliczne (np. GAPDH) i biatka strukturalne
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(np. B-aktyng), z ktorych kazdy ma >50 kopii PP [74]. Przetworzone pseudogeny
powstaja w wyniku retrotranspozycji z udzialem elementow LINE (ang. Long
Interspersed Nuclear Elements). W procesie tym, cz¢$¢ transkryptu informacyjnego RNA
(mRNA, ang. messenger RNA) ulega spontanicznej odwrotnej transkrypcji
do komplementarnego DNA (cDNA, ang. complementary DNA) a nast¢pnie integracji do
genomowego DNA w nowym, przypadkowym miejscu, czgsto zlokalizowanym na innym
chromosomie niz gen rodzicielski (rycina 3A). Cechami charakterystycznymi PP
wynikajagcymi z mechanizmu ich powstawania sg: brak wszystkich lub wigkszosci
intronéw oraz obecno$¢ sekwencji poli-A na koncu 3°. Ponadto, PP s3 oflankowane na
koncach 5’ i 3’ identycznymi wstawkami o dtugosci ok. 5-20 nukleotydow, bedacymi
duplikacja miejsca insercji (TSD, ang. target site duplications). Mimo iz sekwencja PP
jest zblizona do sekwencji genu rodzicielskiego, pseudogeny te z reguly Staja si¢
niefunkcjonalne juz w momencie integracji do genomu z powodu utraty niepodlegajacych
transkrypcji  sekwencji 5’ promotora 1 innych elementéw regulacyjnych
(np. wzmacniaczy) oraz nabycia mutacji unieczynniajacych [68, 75, 76].
Opublikowano badania naukowe pokazujace, ze PP zlokalizowane w intronach innych
genow mogg ,,podczepiac si¢” do maszynerii transkrypcyjnej genu gospodarza i ulegaja
ekspresji dwa razy czgéciej niz PP znalezione w regionach migdzygenowych [77].
Przetworzone pseudogeny moga powstawa¢ nie tylko w komorkach linii zarodkoweyj,
ale rowniez w komorkach somatycznych i tym samym stanowi¢ nowy rodzaj mutacji
przyczyniajacych si¢ do rozwoju nowotworow [78].

Druga co do czestosci grupa sg pseudogeny zduplikowane (ang. duplicated
pseudogenes) powstajace wskutek duplikacji genu rodzicielskiego (rycina 3B).
W odréznieniu od PP, pseudogeny zduplikowane sa zwykle zlokalizowane w poblizu
gendw rodzicielskich oraz posiadaja sekwencje intronowe 1 regulatorowe.
Utrata funkcjonalno$ci tego typu pseudogendow wynika z nabycia mutacji
unieczynniajgcych takich jak mutacje nonsensowne, miejsc splicingowych i zmiany

ramki odczytu [79].

28



A —

gen rodzicielski
‘ transkrypcja

mRNA - AAA

odwrotna
transkrypcja
cDNA - —‘

gen gospodarza

- .

}

gen gospodarza z przetworzonym pseudogenem

B — -
gen rodzicielski
duplikacja

— T E TS

gen rodzicielski pseudogen zduplikowany

C —AE
gen rodzicielski
‘ mutacje

- E R
pseudogen jednostkowy

Rycina 3. Klasyfikacja pseudogenéw ze wzgledu na sposob ich powstania. (A) Pseudogeny
przetworzone powstaja z informacyjnego RNA (mRNA), ktére podlega odwrotnej transkrypcji
do komplementarnego DNA (cDNA), a nastepnie jest integrowane, ze zlokalizowanym czgsto na
innym chromosomie, innym genem - genem gospodarza (jak zaznaczono na rycinie) lub regionem
miedzygenowym, (B) Zduplikowane pseudogeny pochodza z niedoktadnych (nieukonczonych
lub wprowadzajacych mutacje) duplikacji genow, przy czym oryginalna kopia pozostaje w pelni
funkcjonalna (gen rodzicielski) a zduplikowana kopia staje si¢ pseudogenem, (C) Jednostkowe
pseudogeny powstajg wskutek réznych mutacji w genie, ktére znosza jego transkrypcje lub
translacje zamieniajac gen w pseudogen jednostkowy. Zotte gwiazdki na schemacie symbolizuja
mutacje zachodzace w pseudogenach (na podstawie [79]).
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Pseudogeny jednostkowe (ang. unitary pseudogenes) sa niewielka grupa
pseudogendéw, powstajaca w  wyniku spontanicznych mutacji  skutkujacych
zahamowaniem procesu transkrypcji lub translacji. Mutacji nie poprzedza duplikacja
genu, co sprawia, ze pseudogeny jednostkowe nie majg swoich funkcjonalnych
odpowiednikéw (genoéw rodzicielskich), charakterystycznych dla PP i pseudogenow
zduplikowanych (rycina 3C). Pseudogeny jednostkowe sa wiec wynikiem wylaczenia

funkcjonalnego genu, ktoéry w wyniku ewolucji przestat by¢ niezbedny do przezycia [79].

1.2.2. Funkcje pseudogenéw w procesie karcynogenezy

Poczatkowo pseudogeny opisywane byly jako niekodujace kopie gendéw
rodzicielskich, przez co z gory okre§lano je jako niefunkcjonalne i nieistotne.
Ostatnie badania naukowe wskazujg jednak, ze cz¢$¢ pseudogenéw moze petnié wiele
réznorodnych funkcji na poziomie DNA, RNA i biatka, w procesach fizjologicznych jak
1 patologicznych, zar6wno w stosunku do gendéw rodzicielskich jak réwniez innych,
niezwigzanych genow. Przyktadowe funkcje pseudogenéw w procesie nowotworzenia

w oparciu o rézne mechanizmy ich dziatania opisano ponize;.

1.2.2.1. Funkcje na poziomie DNA

Na poziomie DNA pseudogeny moga petni¢ swoje funkcje poprzez konwersje
gendw 1 rekombinacj¢ homologiczng (glownie w odniesieniu do gendéw rodzicielskich)
oraz egzonizacj¢ i mutacje insercyjne (dotyczace zwykle wptywu pseudogenu na gen
gospodarza).

W mechanizmie konwersji genow, dochodzi do jednokierunkowego przeniesienia
DNA pseudogenu do genu rodzicielskiego skutkujacego zmiang sekwencji genu
rodzicielskiego. Przyktadowo, gen CYP2A6 kodujacy enzym watrobowy metabolizujacy
m.in. nikotyne, posiada pseudogen CYP2A7, ktory nie koduje funkcjonalnego biatka.
Konwersja pseudogenu CYP2A7 do genu CYP2A6 skutkuje powstaniem allelu
CYP2A6*1B z miejscem polimorficznym na koncu 3’UTR stabilizujagcym mRNA,
dzieki czemu CYP2A6*1B wykazuje zwigkszong aktywnos$¢ metabolizmu nikotyny
in vivo, tym samym wplywajac na zwigkszong konsumpcje papierosOw oraz zwigzane
z nig ryzyko rozwoju raka ptuc [70].

W procesie nazywanym egzonizacja dochodzi do nabycia przez pseudogen

egzonu de novo. Kalikreina 3 (KLK3), znana rowniez jako antygen specyficzny dla
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prostaty (ang. prostate specific antigen), jest powszechnie stosowanym markerem raka
gruczotu krokowego. Wykryto pseudogen genu KRK3- KRK31P, w ktérym trzy z pigciu
egzonéOw powstaly wskutek egzonizacji de novo powtdrzen rozproszonych
(ang. interspersed repeats). Transkrypcja KRK3 i KRK31P jest regulowana przez
androgeny, jednak w przeciwienstwie do KRKS3, ktérego podwyzszony poziom obserwuje
si¢ W surowicy pacjentow z rakiem prostaty, ekspresja KRK31P maleje w komorkach
nowotworowych, co moze sugerowac jego niezalezng role w patogenezie raka gruczotu
krokowego [80].

W mechanizmie rekombinacji genetycznej moze dochodzi¢ do wzajemnej
wymiany czeSci sekwencji pseudogenu i1 genu rodzicielskiego. U dwoch rodzin,
w ktorych wystepowaty przypadki raka piersi i jajnika, zaobserwowano rekombinacjg
homologiczng intronu 2, pomigdzy genem BRCAL i jego pseudogenem WBRCAL,
prowadzaca do delecji 37 tys. par zasad obejmujacych sekwencje promotorowa i kodon
startowy genu BRCA1, wskutek czego dochodzito do inaktywacji genu supresorowego
[81].

1.2.2.2. Funkcje na poziomie RNA

Chociaz tylko niewielka cze$¢ pseudogenow podlega transkrypcji, transkrypty
pseudogendéw odgrywaja rézne role w potranskrypcyjnej regulacji ekspresji genow,
gdzie przykladowo moga funkcjonowa¢ na zasadzie endogennego malego
interferujacego RNA (endo-SiRNA, ang. endogenous small interfering RNA) lub
stanowi¢ kompetycyjny endogenny RNA (ceRNA, ang. competitive endogenous RNA)
konkurujacy o wigzanie z mikroRNA (miRNA, ang. micro RNA).

Niektore transkrypty pseudogendow mogag zostaé przetworzone w endo-SiRNA
za pomocg rybonukleazy DICER. Przytaczenie endo-siRNA do komplementarnego
MRNA aktywuje kompleks RISC (ang. RNA-induced silencing complex), ktory degraduje
mRNA prowadzac do obnizenia jego ekspresji w mechanizmie interferencji RNA.
Przyktadem pseudogenu dziatajacego na zasadzie endo-SiIRNA jest YPPM1K regulujacy
ekspresj¢ genu rodzicielskiego PPM1K i genu NEK8 w raku watroby [82].

Czasteczki miRNA wigza si¢ z czeSciowo komplementarnymi elementami
rozpoznajacymi miRNA (MRE, ang. miRNA recognition elements), zlokalizowanymi
gtownie na koncach 3’'UTR docelowych genow, co prowadzi do aktywacji kompleksu
RISC i obnizenia ekspresji tychze genéw. W ostatnich latach wykryto nowy mechanizm
regulacji ekspresji wykorzystujacy ceRNA. ceRNA posiadaja wspolne MRE z genami
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docelowymi, przez co regulujg wzajemnie swoja ekspresje, rywalizujac o t¢ samg pule
mMIiRNA [83]. Do grupy ceRNA zalicza si¢ m.in. pseudogeny ze wzgledu na wysokie
podobienstwo do genoéw rodzicielskich, a co za tym idzie - posiadanie takich samych
MRE. Badania nad rakiem prostaty pokazujg, ze mRNA pseudogenu PTENP1 konkuruje
z mRNA genu PTEN o wigzanie z miR-17, miR-19, miR-21, miR-26 i miR-214,
co z kolei prowadzi do zmniejszenia supresji indukowanej miRNA i w efekcie do wzrostu
poziomu mMRNA PTEN w komorce [71].

1.2.2.3. Funkcje na poziomie biatka

Z reguly, pseudogeny posiadaja mutacje genetyczne zaburzajace procesy
transkrypcji lub translacji biatka, jednak niewielka garstka przetworzonych pseudogenow
zachowuje lub odzyskuje zdolno$¢ kodowania bialka.

Niektore badania sugeruja, ze pseudogeny moga kodowa¢ w petni funkcjonalne
biatka o identycznej funkcji jak ich rodzicielskie odpowiedniki, jednak o innym wzorze
ekspresji. W raku piersi koneksyna Cx43 spowalnia wzrost komérek nowotworowych
i uwrazliwia je na chemioterapi¢, przez co cz¢sto dochodzi do zahamowania ekspresji
tego biatka. Wykryto pseudogen YCx43 ulegajacy translacji do biatka wysoce
homologicznego do biatka Cx43. Biatko WCx43 jest transkrybowane wytacznie w liniach
komorkowych raka piersi 1 tak jak Cx43 prowadzi do zahamowania wzrostu komorek
[84].

Nie wszystkie pseudogeny ulegajace translacji posiadaja w pelni funkcjonalne
biatko. Pseudogen BRAF obserwowany u chorych z rakiem tarczycy posiada wiele
kodondéw stop uniemozliwiajacych powstanie w peilni funkcjonalnego biatka.
Pseudogen ten koduje jednak polipeptyd o wysokiej homologii do domeny CR1 dzikiego
biatka BRAF 1 oddziatuje z nim aktywujac w ten sposob szlak MAPK, co w efekcie
prowadzi do rozwoju nowotworu. Co ciekawe, pseudogen BRAF byl czesciej
obserwowany w probkach bez mutacji w genie BRAF, niz w tych z mutacja, co sugeruje,
ze oba te zdarzenia moga mie¢ podobne znaczenie w rozwoju raka tarczycy [85].

Krotkie peptydy pochodzace z pseudogendw moga stanowi¢ zrodlo peptydow
antygenowych. Peptydy antygenowe sg prezentowane przez czasteczki gtdéwnego uktadu
zgodnosci tkankowej MHC (ang. major histocompatibility complex) klasy I, indukujac
odpowiedz cytotoksycznych limfocytow T. Dlatego tez, krotkie oligopeptydy
pochodzace z pseudogenéw moga przyczynia¢ si¢ do stymulacji uktadu
odpornosciowego przeciwko komoérkom nowotworowym, co zostatlo zaobserwowane
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w przypadku migsaka i peptydu pochodzacego z pseudogenu dehydrogenazy Hsd17b12
[86].

1.2.3. Pseudogeny w nowotworach ukladu krwiotworczego

Z uwagi na niewielka liczbe badan naukowych, rola psecudogendéw w patogenezie
nowotworow uktadu krwiotworczego nie jest do konca poznana. W badaniach in vivo
w modelu mysim opisano pseudogeny Braf-rs1 [87] i HMGALP7 [88], dzialajace
na zasadzie ceRNA konkurujacego o wigzanie z miRNA, ktorych ekspresja prowadzita
do wzrostu ekspresji, odpowiednio, genu rodzicielskiego (Braf) i innych genow
(regulujacych procesy zapalne, gendéw szlaku NF-xB, czy S$ciezek sygnatowych
JAK/STAT3 i mTOR). W obu przypadkach, u myszy z ekspresja pseudogenow
zaobserwowano powstanie nowotworu fenotypowo przypominajacego ludzkiego
chtoniaka rozlanego z duzych komoérek B (ang. diffuse large B cell lymphoma).
Z kolei w chtoniaku Hodgkina, wysoka ekspresja pseudogenu DUSP5P1, obserwowana
jedynie w komodrkach nowotworowych, jest zwigzana z jednoczesnym obnizeniem
ekspresji genu rodzicielskiego DUSP5, bedacego negatywnym regulatorem rodziny kinaz
regulowanych sygnatem zewnatrzkomorkowym (ERK, ang. extracellular signal-
regulated kinases). Spadek ekspresji DUSP5 zalezny od pseudogenu prowadzi wigc do
aktywacji szlaku ERK, a nast¢pnie do obnizenia ekspresji czynnika proapoptotycznego
BCL2L11 i w konsekwencji zahamowania apoptozy w komorkach nowotworowych [89].
Wrhasciwosci  pronowotworowe wykazuje rowniez pseudogen NANOGP8 [90].
Zahamowanie ekspresji tego pseudogenu za pomoca krotkiego RNA o strukturze spinki
do wlosow (ang. short hairpin RNA) w liniach komoérkowych ostrej biataczki
limfoblastycznej T-komodrkowej prowadzito do zahamowania proliferacji, zahamowania
cyklu komorkowego w fazie GO/G1 oraz indukcji apoptozy. Z kolei w AML, poziom
ekspresji pseudogenéw BMI1P1 [91], DUSP5P1 [92] i POUSF1B [93] moze stanowié
niezalezny czynnik prognostyczny w zakresie czasu przezycia catkowitego (ang. overall
survival). Wiedza dotyczaca roli pseudogenow w CML ogranicza si¢ do jednej publikacji,
w ktorej zbadano wpltyw pseudogenu OCT4-PG1 na komérki FEPS, bedace modelem
opornosci  wielolekowej, = wyprowadzone z  linii  komoérkowej  KS562.
Wyciszenie pseudogenu OCT4-PG1l w komorkach FEPS skutkowato jednoczesnym
spadkiem ekspresji genu OCT-4, bedacego czynnikiem transkrypcyjnym transporterow
ABC powigzanych z oporno$cig wielolekowg [94].
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1.3. Gen i pseudogen SMAD4

Gen SMAD4 (SMAD family member 4) zlokalizowany jest na chromosomie 18
(18921.2) i sktada si¢ z 12 egzondéw kodujgcych biatko o masie 60 kDa. Biatko SMAD4
sklada si¢ z trzech gléwnych cze$ci obejmujacych: N-koncowag domen¢ MHI,
C-koncowa domen¢ MH2 oraz tacznika pomigdzy nimi zawierajagcego domen¢ SAD.
Domena MH1 odpowiada za wigzanie DNA poprzez rozpoznawanie elementu wigzacego
(sekwencji GTCTAGAC). Domena MH2 bierze udziat w homo- i heterodimeryzacji oraz
lokalizacji jadrowej biatkka SMADA4, a takze, podobnie jak domena SAD, ma znaczenie
w aktywacji transkrypcji. SMAD4 odgrywa kluczowa role w szlaku transformujacego
czynnika wzrostu nowotworow beta (TGF-B, ang. transforming growth factor beta),
regulujacego wiele proceséw biologicznych, takich jak wzrost komorek, roznicowanie,
apoptoza, migracja oraz rozwoj i progresja nowotworu. Aktywacja szlaku podstawowego
TGF-B, zalezna od biatek rodziny SMAD, zaczyna si¢ od potaczenia ligandu z receptorem
typu Il (T-BR II), prowadzacego do fosforylacji i aktywacji bialek ponizej w szlaku,
w tym bialek SMAD2 i1 SMAD3. Biatka te, po polaczeniu ze SMADA4,
tworza heterooligomer, ktory przedostaje si¢ do jadra komérkowego i tam bierze udziat
w regulacji transkrypcji genow docelowych. SMAD4 jest genem supresorowym, ktorego
homo- i heterozygotyczne delecje zostaly po raz pierwszy opisane W gruczolakoraku
trzustki, stad alternatywna nazwa tego genu, DPC4 (deleted in pancreatic carcinoma,
locus 4), tlumaczona na jezyk polski jako ,usuniety w raku trzustki”.
Utrata SMAD4 rzadko prowadzi do bezposredniego rozwoju nowotworu, czgsciej
przyspiesza jego rozwoj lub progresje zapoczatkowang przez mutacje w innych genach.
Somatyczne mutacje SMAD4 obserwowane sg w wielu nowotworach, najczgéciej we
wspomnianym wyzej raku trzustki oraz w raku jelita grubego, drog zétciowych, zotadka
czy prostaty [95, 96].

Przetworzony pseudogen SMAD4 (WYSMADA4) zostat po raz pierwszy opisany w 2015
roku, kiedy podczas badania u 0s6b z podejrzeniem zespotu polipowato$ci mtodzienczej
odkryto duplikacje genu SMAD4, bedaca w rzeczywistosci pseudogenem [97].
YSMAD4 ulega integracji na chromosomie 9 w ostatnim intronie genu SCAI,
a jego czesto$¢ wystepowania okresla sie na poziomie ok. 0,24%. W poréwnaniu
do mRNA genu rodzicielskiego, sekwencja WYSMAD4 pozostaje skrocona na koncach
rejonéw 5’ i 3 niepodlegajacych translacji (5’UTR, 3’UTR, ang. 5°, 3’ untranslated

region), ale jego sekwencja, odpowiadajgca regionowi kodujacemu (CDS, ang. coding
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DNA sequence), pozostaje niezmieniona, co moze sugerowac funkcjonalng rolg

pseudogenu [98].
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2. ZALOZENIA I CEL PRACY

U okoto 10-20% chorych na przewleklg biataczke szpikowg dochodzi do opornosci
na standardowe leczenie z uzyciem inhibitorow kinazy tyrozynowej. Cennej wiedzy na
temat mechanizméw opornosci, czesto niezaleznych od BCR::ABL1, moze dostarczy¢
analiza mutacji w sparowanych probkach pobranych od chorych z niekorzystnym
przebiegiem choroby, jednak liczba takich badan pozostaje wcigz ograniczona.

Glownym celem niniejszej pracy byta kompleksowa analiza profilu genetycznego
komorek CML od chorych z niekorzystnym przebiegiem choroby i poszukiwanie nowych
zmian genetycznych, mogacych mie¢ wplyw na progresje przewlektej biataczki
szpikowej.

Cele szczegbdtowe pracy obejmowaly:

1. Zbadanie profilu mutacji genetycznych, zmian liczby kopii i dodatkowych aberracji
chromosomowych w grupie 25 sparowanych probek sprzed i po progresji CML oraz 20
probek wyltacznie z fazy blastycznej, a nastgpnie identyfikacj¢ znanych oraz
wytypowanie nowych zmian genetycznych o potencjalnym znaczeniu prognostycznym
lub predykcyjnym.

2. Poréwnanie zmian genetycznych w 25 sparowanych probkach oraz ocen¢ dynamiki
zachodzacych zmian, mogacych mie¢ wptyw na progresje CML.

3. Scharakteryzowanie na poziomie molekularnym przetworzonego pseudogenu SMAD4

oraz oceng jego roli w patogenezie CML.
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3. MATERIALY I METODY

3.1. Materialy
3.1.1. Material kliniczny

Material pierwotny do badan stanowily krew, szpik, pelety leukocytow oraz
cebulki wlosowe. Dodatkowo, do oceny czestosci wystepowania WSMAD4 uzyskano
material W postaci wyizolowanego wczesniej DNA. W celu anonimizacji chorych
wszystkie probki wigczone do badan zostaty odpowiednio zakodowane.

Material do badan pozyskiwany byt w ramach wspotpracy z nastepujacymi
osrodkami:

- Klinika Chorob Wewnetrznych Hematologii i Onkologii, Samodzielny Publiczny
Centralny Szpital Kliniczny, Uniwersyteckie Centrum Kliniczne Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego, Warszawa;

- Poradnia Hematologiczna oraz Zaklad Diagnostyki Hematologicznej, Instytut
Hematologii i Transfuzjologii, Warszawa;

- Oddziat Kliniczny Hematologii oraz Zaktad Diagnostyki Hematologicznej 1 Genetyki,
Szpital Uniwersytecki w Krakowie, Krakow;

- Klinika Chorob Wewnetrznych i Hematologii, Wojskowy Instytut Medyczny, Centralny
Szpital Kliniczny MON, Warszawa;

- Klinika Hematologii z Pododdziatem Chorob Naczyn, Uniwersytecki Szpital Kliniczny
w Biatymstoku, Biatystok;

- Zaktad Hematoonkologii Do$wiadczalnej, Uniwersytet Medyczny w Lublinie, Lublin;
- Katedra i Klinika Pediatrii, Hematologii i Onkologii Dzieciecej w Zabrzu, Slaski
Uniwersytet Medyczny, Katowice;

- Zaktad Genetyki Medycznej, Warszawski Uniwersytet Medyczny, Warszawa,

- Department of Molecular Genetics, Institute of Hematology and Blood Transfusion,
Praga, Czechy.

Na przeprowadzenie badan zostaly wydane odpowiednie zgody Komisji
Bioetycznych przy Warszawskim Uniwersytecie Medycznym (KB/227/2016),
Instytucie Hematologii i Transfuzjologii w Warszawie (Opinie Nr. 31/2008 i 27/2016)
oraz Wojskowym Instytucie Medycznym w Warszawie (Uchwata Nr 65/WIM/2016).
Materiat od chorych uzyskiwano po wyrazeniu pisemnej, $wiadomej zgody na udzial
w badaniu, ktére bylo prowadzone zgodnie z zasadami etycznymi okreslonymi

w Deklaracji Helsinskiej.
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3.1.1.1. Charakterystyka grupy chorych

Podstawowe dane kliniczne chorych, dla ktérych wykonano sekwencjonowanie

wybranych gené6w metodg NGS przedstawia tabela 2.

Tabela 2. Dane kliniczne chorych na CML wlaczonych do badania NGS.

Parametr Wartos$¢
liczba chorych 51
wiek [mediana (zakres)] [lata] 52,5 (18 - 77)
pte¢ [n, (%)]
kobiety 31 (61)
mezczyzni 20 (39)
faza CML w czasie diagnozy [n, (%)]
CP 28 (55)
AP 5 (10)
BP 14 (27)
brak danych 4 (8)
typ kryzy blastycznej [n, (%)]
mieloidalny 23 (45)
limfoidalny 7 (14)
nie dotyczy (wytacznie faza CP) 5 (10)
brak danych 16 (31)
liczba biatych krwinek [mediana (zakres)] [tys/mm3] 140 (9,4 — 640)
poziom hemoglobiny [mediana (zakres)] [g%] 9,8 (6,2 —15,5)
liczba ptytek krwi [mediana (zakres)] [tys/mm3] 275 (32 —1291)
splenomegalia [n, (%)]
tak 27 (53)
nie 11 (22)
brak danych 13 (25)
wskaznik Sokala [n, (%)]
niski 7(14)
wysoki 12 (24)
nie okreslono (chorzy zdiagnozowani w fazie AP lub 19 (37)
BP)
brak danych 13 (25)

3.1.2. Odczynniki

a) agaroza- Agarose LE, analytical grade (Promega), nr kat.: V3125;

b) agaroza low melting- QA-Agarose TM low melting (MP Biomedicals),
nr kat.: AGALOO050;

c) alkohol etylowy bezwodny 99,8% CZDA ODCZ.FP (POCH), nr kat.: 396480111,

d) alkohol izopropylowy cz.d.a. (Chempur), nr kat.: 117515002;

e) bromek etydyny- Ethidium bromide solution (Sigma), nr kat.: 46067,

f) bufor AE (10mMTris-Cl, 0.5mMEDTA, pH9.0), (Qiagen), nr kat.: 19077;
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9)

h)

)

K)

bufor TBE, 5-krotnie stezony (445 mM Tris, 445 mM kwas borowy
i1 10 MM EDTA, pH=8.3);

formamid- HiDi™ Formamide (Applied Biosystems), nr kat.: 4311320;

kulki paramagnetyczne VAHTS DNA Clean Beads (Vazyme), nr kat.: N411-01;
marker wielkoéci GeneRuler™ 50 bp DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific),
nr kat.: SM0372;

marker wielkosci GeneRuler™ 1kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific),
nr kat.: SM1343;

mieszanina deoksynukleotydéow, dNTP- 100mM dNTP Set (Invitrogen),
nr kat.: 10297-018;

m) proteinaza K- Puregene Proteinase K (Qiagen), nr kat.: 158920;

n)

0)
P)

RNaza- RNase A Solution (Qiagen), nr kat.: 158924;

woda- AccuGENE™ Molecular Biology Water (Lonza), nr kat.: BE51223;
zestaw Agilent High Sensitivity DNA Kit (Agilent Technologies), nr kat.: 5067-
4626;

zestaw Agilent RNA 6000 Nano Kit (Agilent Technologies), nr kat.: 5067-1511;
zestaw BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems),
nr kat.: 4336917;

zestaw dsDNA High Sensitivity Assay Kit (Invitrogen), nr kat.: Q32851;

zestaw Expand™ Long Template PCR System (Roche), nr kat.: 11681834001,
zestaw Gentra Puregene Blood Kit (Qiagen), nr kat.: 158389;

zestaw HotStarTaq® Plus DNA Polymerase (Qiagen), nr kat.:203605;

zestaw KAPA HiFi HotStart ReadyMix (Roche), nr kat.: 7958935001,

zestaw KAPA HyperPlus Library Preparation Kit (Roche), nr kat.: 07962428001,
zestaw KAPA Lib Prep kit (Kapa Biosystems, Illumina), nr kat.: KK8201;
zestaw Maxwell® FSC DNA IQ™ Casework Kit (Promega), nr kat.: AS1550;

aa) zestaw Monarch® DNA Gel Extraction Kit (New England BioLabs),

nr kat.: T1020S;

bb) zestaw Nextera XT DNA Library Preparation Kit (Illumina), nr kat.: FC-131-

1024;

cc) zestaw Nextera XT Index Kit v2 Set D (Illumina), nr kat.: FC-131-2004;
dd) zestaw QIAamp® DNA Blood Mini Kit (Qiagen), nr kat.: 51104;
ee) zestaw QIAamp® RNA Blood Mini Kit (Qiagen), nr kat.: 52304;

ff)

zestaw SepCap Adapter Kit (Roche), nr kat.: 07141530001, 07141548001;
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gg) zestaw SeqCap HE-Oligo Kit (Roche), nr kat.: 06777287001, 06777317001,

hh) zestaw SeqCap Hybridization and Wash Kit (Roche), nr kat.: 05634261001,

ii) zestaw TruSeq RNA Library Preparation Kit v2, Set A, nr kat: RS-122-2001;

JJ) zestawy sond wzbogacajacych SeqCap EZ Choice (Roche NimbleGen),

na zamowienie;

3.2. Metody

Schemat przeprowadzonych badan prezentuje rycina 4.

3.2.1. Izolacja ludzkiego materialu genetycznego

Materiat do badan stanowity probki krwi, szpiku, pelety leukocytéw oraz cebulki
wlosowe, pobierane od chorych na CML, z ktérych za pomocg komercyjnych zestawow
izolowano DNA genomowe, DNA linii zarodkowej oraz catkowite RNA.

Izolacje genomowego DNA z krwi lub szpiku wykonywano za pomoca
komercyjnego zestawu QIAamp® DNA Blood Mini Kit (Qiagen) zgodnie z zaleceniami
producenta. W skrocie, procedura polegata na lizie komorek, zwigzaniu DNA do zloza
na kolumnie, ptukaniu i elucji DNA w buforze AE (Qiagen).

Genomowe DNA z peletu leukocytow izolowano w wykorzystaniem
komercyjnego zestawu Gentra Puregene Blood Kit (Qiagen) wedlug dolaczonego
protokotu z wilasnymi modyfikacjami. Pelety leukocytowe lizowano, a nastgpnie
trawiono biatka (inkubacja catonocna) i RNA (inkubacja 1-godzinna), z uzyciem
odpowiednio proteinazy K i RNazy (Qiagen). DNA wytragcano z roztworu za pomoca
izopropanolu, plukano w 70% etanolu, suszono i zawieszano w buforze AE.

Izolacje DNA linii zarodkowej z cebulek wlosowych wykonano we wspotpracy
z Zakladem Medycyny Sadowej Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego
z wykorzystaniem systemu Maxwell RSC (Promega). DNA wyizolowano za pomocg
zestawu Maxwell® FSC DNA IQ™ Casework Kit (Promega) opartego na wigzaniu DNA
do kulek paramagnetycznych. Procedure¢ automatycznej izolacji wykonano zgodnie
z zaleceniami producenta, DNA zawieszono w buforze do elucji dotagczonym do zestawu.

RNA z krwi lub szpiku izolowano za pomoca komercyjnego zestawu QIAamp®
RNA Blood Mini Kit (Qiagen), wedtug protokotu producenta. Procedura ta polegata na
lizie erytrocytow, nastepnie lizie leukocytow, homogenizacji lizatbw komorkowych,

wigzaniu RNA do ztoza na kolumnie, ptukaniu i elucji RNA w wodzie (Lonza).
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Do «czasu dalszych analiz DNA i RNA przechowywano odpowiednio
w +4°C i -80°C.

Rycina 4. Schemat badan przeprowadzonych w niniejszej pracy doktorskiej.
Kolorem rézowym oznaczono materialy a niebieskim - badania jakie wykonano.
W badaniach dotyczacych charakterystyki WSMAD4, z uwagi na ograniczong dostepno$é
materialu do badan w nawiasach podano zakodowane nazwy probek dla ktérych wykonano
poszczegolne analizy.
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3.2.2. Sekwencjonowanie DNA za pomoca metody NGS

DNA wyizolowane od chorych na CML poddawano celowanemu
sekwencjonowaniu gendw zwigzanych z nowotworami ukladu krwiotworczego
1 onkogeneza. Badanie wykonano dla 76 probek pochodzacych od 51 chorych ze
zdiagnozowang przewlekla biataczky szpikowg (25 sparowanych prébek pochodzacych
sprzed i po progresji choroby, 20 probek BP i dodatkowe 6 probek z WSMAD4; w tym 5
z fazy CP i jedna z fazy AP).

3.2.2.1.  Przygotowanie  bibliotek  genomowych,  wzbogacanie  celowane

i sekwencjonowanie

Biblioteki genomowe przygotowano z wysokiej jakosci genomowego DNA
(100-1000 ng) chorych na CML za pomocg zestawow KAPA HyperPlus Library
Preparation Kit lub KAPA Lib Prep kit (Kapa Biosystems). Procedury wykonano wedtug
zalecen producenta. Glowne etapy konstrukcji biblioteki obejmowaty: fragmentacje
genomowego DNA, napraw¢ koncéw, adenylacje, ligacje adaptoréw w systemie
24-indeksowym (SepCap Adapter Kit, Roche), dwustronng selekcje wielko$ci
fragmentow biblioteki za pomocg kulek paramagnetycznych VAHTS DNA Clean Beads
(Vazyme) oraz amplifikacje bibliotek za pomocg reakcji PCR z uzyciem zestawu KAPA
HiFi HotStart ReadyMix (Kapa Biosystems). W zaleznos$ci od uzytego zestawu do
konstrukcji bibliotek, DNA poddawano fragmentacji mechanicznej z wykorzystaniem
aparatu Covaris M220 (Covaris) lub fragmentacji enzymatycznej a jej czas wynosit
odpowiednio 225 sekund lub 20 minut.

Celowane sekwencjonowanie wykonano uzywajac 3 rdzne zestawy sond
wzbogacajacych (SeqCap EZ Choice, Roche NimbleGen) wychwytujacych sekwencje
kodujace okoto 950 (-7Mb), 1200 (-10Mb) lub 1500 (-8,5Mb) gendéw. Szczegdty

dotyczace sekwencjonowania poszczegolnych probek przedstawiono w tabeli 3.

Po ocenie ilosciowej i jakosciowej biblioteki genomowe taczono w pule, zwykle
o wielkosci 24 bibliotek, a nastgpnie poddawano 24-72 godzinnej hybrydyzacji
z sondami. Po tym czasie, za pomoca magnetycznych kulek sprzezonych
ze streptawidyna wychwytywano biotynylowane sondy zhybrydyzowane z DNA,
a nastepnie poddawano je serii ptukan (SeqCap Hybridization and Wash Kit, Roche)
i amplifikacji za pomocg reakcji PCR (KAPA HiFi HotStart ReadyMix, Kapa

Biosystems).
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W trakcie procedury wykonywania bibliotek trzykrotnie dokonywano pomiaru
stezenia DNA: przed przystapieniem do procedury, po skonstruowaniu indywidualnych
bibliotek genomowych oraz biblioteki wzbogaconej. Pomiary stezen wykonywano za
pomoca fluorymetru Qubit 2.0 (Life Technologies) z wykorzystaniem zestawu
odczynnikow dsDNA High Sensitivity Assay Kit (Invitrogen). Ponadto, rozktad
wielkosci bibliotek genomowych oceniano za pomoca elektroforezy w 2% zelu
agarozowym a rozktad wielko$ci biblioteki wzbogaconej - z wykorzystaniem aparatu
Bioanalyser 2100 (Agilent Technologies) i zestawu Agilent DNA 1000 kit (Agilent
Technologies).

Wzbogacone biblioteki byly sekwencjonowane w trybie sparowanych koncow

(2x100 pz) na platformach Illumina HiSeq 1500 lub NovaSeq 6000.

Tabela 3. Szczegoly celowanego sekwencjonowania wysokoprzepustowego dotyczace
zastosowanych zestawow sond wzbogacajacych oraz statystyki sekwencjonowania.

Odsetek
. . zasad
Liczba cs)lz(;d::il: pokrytych
Kod probki zsekwencjonowanych poxry ] min. 20 razy
, zakres ;
genow : -
mediana
zakres ;
mediana

1b, 2a, 2b, 3a, 3b, 4a,
4h, 6a, 6b, 7a, 7b, 8b,
9a, 9b, 10a, 114, 11b,

_ _ 0f -
12a, 12b. 22a 22b, 23a, 950 (-7Mh) 51,3-276,8x | 79,3-96,7%;

23b, 24a, 24b, 25a, 25b, ; 170,4x 95,3%
26, 28, 29, 30, 31, 32,

33, 34, 35, 43, 44
5a, 5b, 13a, 13, 14a, 174
14b, 15a, 15b, 16a, 16b, 1200 (-10Mb) Ty | o42-978%;
17a, 17b, 20a, 20b, 36, 1515 96,2%

37, 38, 45, 47, 48
1a, 8a, 10b, 18a, 18b,
_ _ 04 -
19a, 19b, 21a, 21b, 27, 1500 (- 8,5Mb) 96,1 —254,7x | 90,3-92,6% ;
39, 40, 41, 42, 46, 49, 1 113,4% 91,4%
50, 51
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3.2.2.2. Obrobka surowych danych i adnotacja wariantow

Podstawowg obrobke surowych danych oraz identyfikacje i adnotacje wariantow
genetycznych i zmian liczby kopii wykonali pracownicy Zaktadu Genetyki Medycznej
oraz Zaktadu Biologii i Genetyki Nowotworow Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego.

Obrébke danych przeprowadzono w oparciu 0 wytyczne GATK (ang. Genome
Anlysis Toolkit) [99]. W skrocie, procedura ta obejmowata konwersje surowych danych
i kontrolg ich jakosci. Nastgpnie za pomocg programu Trimmomatic [100] usuwano
sekwencje adaptorowe oraz odczyty niskiej jakosci a program BWA-MEM [101]
wykorzystano do mapowania odczytow do genomu referencyjnego hgl9.
Usuwanie duplikatow i rekalibracj¢ jakosci wynikow wykonano za pomoca pakietow
GATK i Picard, a identyfikacje wariantow z uzyciem m.in. HaplotypeCaller. Wykryte
warianty zostaty przekonwertowane do formatu MS Access do dalszej analizy manualne;.

Identyfikacj¢ zmian liczby kopii w probkach poddanych sekwencjonowaniu NGS
wykonano za pomocg programu CNVkit v0.9.5 [102]. Ustawienia programu
pozostawiono domys$lne, maksymalna wielko$¢ analizowanych regionow (ang. bins)
wynosita do 400 nukleotydow. Identyfikacji zmian liczby kopii dokonywano
na podstawie rdznicy w pokryciu analizowanych regiondow w probkach badanych
w stosunku do probek referencyjnych, ktére stanowity probki DNA (biataczkowe
I nicbialaczkowe) o znanej, pozbawionej znaczacych zmian liczbie kopii.
Regiony o podobnym odchyleniu od oczekiwanego pokrycia tgczono w grupy w ramach
tzw. segmentacji. W probee o numerze 28 dokonano recznej korekty z uwagi na widoczng
w wynikach, niepoprawng identyfikacje regionow wykazujacych normalng liczbe kopii.
Wyniki przedstawiono w formie wykresow oraz tabel z bezwzgledna liczbg kopii genow

do dalszej analizy manualnej.

3.2.2.3. Analiza patogennych wariantow

Analizie poddano 193 geny istotne w patogenezie nowotworow uktadu
krwiotwodrczego oraz najczesciej zmutowane W nowotworach ludzkich protoonkogeny
I geny supresorowe wspoélne dla wszystkich trzech uzytych paneli genowych (tabela 4).
Do wizualizacji zmapowanych odczytow oraz weryfikacji wykrytych wariantow

wykorzystano oprogramowanie IGV (Integrative Genome Viewer).
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Tabela 4. Lista 193 genow poddanych analizie.

ABL1 CCND1 |ETV6 IKZF1 MLLT10 |PHF6 SMC1A
AKAP9 CCND2 |EZH2 IKZF3 MN1 PIK3C2A |SMC3
AKT1 CCND3 |FAM46C |IRF4 MPL PIK3SCA |SPEN
APC CCNE1 FANCA |JAK1 MSH2 PIK3CB | SRSF2
ARID1A |CD274 FANCB |JAK2 MSH6 PIK3CD |STAG2
ARID2 CD79B FANCC |JAKS3 MTOR PIK3CG |STAT2
ARID4B |CDK4 FANCD2 |KDM5A |[MUTYH |PIK3R1 STAT3
ASXL1 CDKG6 FANCE |KDM6A |[MYC PIK3R2 STATSB
ATM CDKN1B |FANCF |KDR MYD88 PIM1 STK11
ATR CDKN2A |FANCG |KIT MYH11 PMS1 SYNE2
ATRX CDKN2B | FANCI KLHL6 NF1 PMS2 TERT
BAP1 CDKN2C |FANCL KMT2A  |NF2 POT1 TET2

BCL10 CEBPA FANCM |KMT2C |[NFE2L2 |PRDM1 TGFBR2
BCL2 CHD2 FAT1 KMT2D |NOTCH1 |PRDM9 TNFAIP3
BCL6 CHEK?2 FAT3 KRAS NOTCH2 |PTEN TNFRSF14
BCOR CREBBP |FAT4 LRP1B NPM1 PTPN11 | TP53
BIRC2 CSF3R FBXWY7 MALT1 NRAS PTPRD TSC1
BIRC3 CTNNB1 |FGFR1 MAP2K1 |NSD1 PTPRJ TYK2
BIRC5 CYLD FGFR2 MAP2K2 | NTRK1 RAD21 U2AF1
BRAF DAXX FGFR3 MAP3K1 |NTRK2 RADS1B  |VHL
BRCA1 DDX3X |FLT1 MAPK1 |NUP214 |RAD51C |WHSC1
BRCA2 DNMT3A |FLT3 MAX PALB2 RB1 WT1

BRD3 EGFR FOXP1 MCL1 PAX5 RUNX1 XPO1
BRIP1 EGLN1 GATAZ2 MDM4 PBRM1 |SETD2 ZMYM3
CARD11 |EP300 GNAS MECOM |PCLO SF3B1 ZRSR2
CASP8 EPCAM |HRAS MED12 PDE4DIP |SLX4

CBL ERBB2 IDH1 MET PDGFRA |SMAD4
CBLB ERBB3 IDH2 MLH1 PDGFRB |SMARCA4

W ramach analizy danych uzyskanych z sekwencjonowania NGS wykluczono
warianty:
a) czgste w populacji ogdlnej tj. takie, ktorych czgstos¢ jest wieksza od 0,1% w bazie
danych gnomAD [103],
b) czeste (>5%) w wewngtrznej bazie danych Zaktadu Genetyki Medyczne; WUM,
c) wykryte przez inne programy do wykrywania wariantow, ale nie przez
HaplotypeCaller,
d) zakwalifikowane jako artefakty sekwencjonowania na podstawie: obecnosci w wielu
probkach (warianty powtarzajace si¢ kazdorazowo w sekwencjonowanych pulach

probek), wystgpowania zmienionych odczytow tylko na jednej nici oraz
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jedno- lub kilkunukleotydowych insercji-delecji w sekwencjach tandemowych
I homopolimerycznych.

Dalszej analizie poddano warianty o potencjalnie funkcjonalnym wptywie na
kodowane biatko. Patogenno$¢ wykrytych wariantdw oceniano z wykorzystaniem
bioinformatycznych predyktorow: CADD [104], PolyPhen2 [105], SIFT [106],
FATHMM [107] i Mutation Taster [108] oraz informacji dostgpnych w publikacjach
naukowych i bazach danych: Varsome [109], COSMIC [110] i ClinVar [111].
W przypadku zbyt matej ilo$ci informacji wskazujacych na patogenny charakter wariantu
lub sprzecznych danych, warianty okreslano mianem wariantow o nieokre§lonej
patogennosci (VUS, ang. variant of uncertain significance). Pozostate warianty, tj. te,
dla ktorych nie znaleziono informacji o ich potencjalnie patogennej roli, zaklasytikowano

jako warianty tagodne / prawdopodobnie tagodne.

3.2.2.4. Analiza zmian liczby kopii

Prawdziwo$¢ wariantow oceniano liczbowo i wizualnie (na podstawie obecno$ci
w tabeli i na rycinie oraz jakosci odczytow w programie IGV), jak rowniez uwzgledniajac
ple¢ pacjenta. W opisie wynikow przyjeto nastepujace nazewnictwo: amplifikacja
(>4 kopii), nabycie liczby kopii (3 kopie), ptytka delecja (1 kopia), gleboka delecja
(0 kopii). W przypadku gdy zmianie liczby kopii ulegaty wszystkie analizowane regiony
na danym chromosomie, zmiany te opisywano jako monosomie lub trisomie.
Przykladowy wykres analizy zmiany liczby kopii ukazujacy monosomi¢ chromosomu 7

przedstawiono na rycinie 5.

3.2.2.5. Analiza umozliwiajaca identyfikacje YSMAD4

Wykrycie pseudogenu bylo mozliwe dzigki zastosowaniu sekwencjonowania
w trybie sparowanych koncoéw (ang. paired-end sequencing) polegajacego na
sekwencjonowaniu kazdego fragmentu DNA 2z obu koncéw pozostawiajgc
niezsekwencjonowang wstawke pomigdzy nimi (rycina 6A). Analiza obecnosci YSMAD4
polegata na manualnej inspekcji genow SMAD4 i SCAI (miejsca insercji pseudogenu)
w programie IGV w celu poszukiwania odczytéw na ztgczach (ang. junction reads) oraz,

co wazniejsze, odczytow sprzecznych (ang. discordant reads).
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Rycina 5. Przykladowy wykres analizy zmian liczby kopii wygenerowany za pomoca
programu CNVKit. Wykres dotyczy probki 8b. Pojedyncze szare punkty okreslaja
zlogarytmowany stosunek pokrycia analizowanych regiondw (bins) wzgledem probek
referencyjnych. Regiony o podobnym odchyleniu od oczekiwanego pokrycia, potaczone
w wyniku segmentacji, oznaczono czerwonymi liniami. Numery poszczegoélnych chromosomow
znajduja si¢ ponizej wykresu.

W  wyniku sekwencjonowania w trybie sparowanych koncow, oprocz
standardowych, sparowanych odczytow w egzonach (ang. exon reads) mozna uzyskaé
roOwniez sparowane odczyty na ztaczach, w ktorych pary odczytdéw mapujg si¢ do
sgsiadujacych egzonow (rycina 6B). Obecnos$¢ odczytéw na zlgczach w sytuacji, gdy
dlugo$¢ intronu znacznie przekracza dlugos¢ sekwencjonowanego fragmentu DNA
$wiadczy o braku sekwencji intronowej w analizowanym fragmencie a tym samym
potwierdza obecno$¢ przetworzonego pseudogenu. Z kolei obecno$¢ odczytow
sprzecznych tj. takich, w ktoérych sparowane odczyty mapowaly si¢ do rdéznych
chromosomow (rycina 6C), moze wskazywa¢ m.in. translokacj¢ lub tak jak w tym

przypadku miejsce insercji pseudogenu.

3.2.2.6. Graficzna prezentacja wynikoéw

Wyniki analizy danych uzyskanych z celowanego sekwencjonowania
sparowanych probek CML oraz probek z PSMAD4 przedstawiono w postaci wykreséw
wykonanych z uzyciem funkcji plomafSummary, oncoplot, mafCompare i coBarplot
pakietu maftools (2.12.0) dla jezyka R (wersja 4.2.1).
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Rycina 6. Schematyczne przedstawienie zasady sekwencjonowania w trybie sparowanych
koncéw oraz rodzajow odczytow, uzyskiwanych w sekwencjonowaniu NGS,
wykorzystanych do identyfikacji WSMAD4. (A) Sekwencjonowanie w trybie sparowanych
koncoéw, (B) Typy odczytéw w obrebie jednego genu, (C) Odczyty sprzeczne mapujace si¢ do
r6znych gendéw/chromosomow.

3.2.3. Reakcja lancuchowej polimerazy PCR do oceny obecnosci YSMAD4

Reakcje tancuchowej polimerazy (PCR, ang. polymerase chain reaction)
wykorzystano do szybkiej oceny czestosci wystgpowania WSMAD4 (matryca: DNA
genomowe z krwi/szpiku) oraz potwierdzenia jego zarodkowego charakteru (matryca:
DNA zarodkowe z cebulek wloséw). Wiedzac, ze przetworzone pseudogeny,
w poréwnaniu do genoéw rodzicielskich, cechuja si¢ brakiem sekwencji intronowych,
w reakcji PCR wykorzystano startery zlokalizowane w dwoch réznych egzonach genu
SMAD4 (ang. intron-spanning primers) tj. w egzonie 3 i 4. W wyniku takiej reakcji PCR,
w probkach bez pseudogenu obserwowano wytacznie produkt PCR o dtugosci 623 pz
(zamplifikowany fragment genu SMADA4 zawierajacy sekwencje intronu 3), podczas gdy
probki z WSMADA4 zawieraly zarowno pochodzacy z genu amplikon o dlugosci 623 pz,
jak réwniez produkt PCR o dtugosci 189 pz tj. zamplifikowany fragment WSMAD4

pozbawiony sekwencji intronowe;j.
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Reakcje PCR przeprowadzono z uzyciem zestawu HotStarTag® Plus DNA
Polymerase (Qiagen) a objeto$¢ mieszaniny reakcyjnej w przeliczeniu na jedng probke
wynosita 25 pl. Sktad mieszaniny reakcyjnej, sekwencje starterow wraz z dtugoscia
produktow oraz warunki reakcji PCR przedstawiono odpowiednio w tabelach 5, 6, 7.
Reakcje amplifikacji PCR przeprowadzono w termocyklerach Eppendorf Mastercycler
ep gradient lub Biorad T100 Thermal Cycler. Dlugos¢ produktow reakcji PCR
sprawdzono za pomocg elektroforezy w zelu agarozowym opisanej w podrozdziale 3.2.4.

Rozdziat elektroforetyczny produktow reakcji PCR.

Tabela 5. Sklad mieszaniny reakcyjnej PCR z uzyciem zestawu HotStarTaq® Plus DNA
Polymerase (Qiagen).

OBJETOSC STEZENIE

SKLAD [nL] KONCOWE
10x bufor CoralLoad (15 mM
MgCl) 2,5 1x
mieszanina dNTP (10 mM) 0,4 0,16 mM
starter prawy (10 uM) 0,5 0,2 uM
starter lewy (10 pM) 0,5 0,2 uM
polimeraza HotStarTaq Plus 5U/ul 0,25 1,25 U
woda 19,85 -
matryca DNA (50-100ng) 1 -

Tabela 6. Sekwencje starteréw oraz dlugosci amplikonéw w przesiewowym PCR do oceny
obecnosci YSMADA4.

s e DLUGOSC
STARTER SEKWENCJA 5°- 3 AMPLIKONU [pZ]
SMADA4pF | CGGAAAGGATTTCCTCATGT 623
lub
SMAD4pR | CTGCAGTGTTAATCCTGAGAGA 623 i 189

Tabela 7. Profil temperaturowo-czasowy reakcji PCR do oceny obecnosci YSMADA4.

TEMPERATURA LICZBA
ETAP °C CZAS CYKLI

denaturacja wst¢pna 95 5 min 1x
denaturacja 94 40 sek

przylaczanie starterow 55 40 sek 35 x
wydtuzanie 72 40 sek

wydtluzanie koncowe 72 5 min 1x
inkubacja koncowa 4 O/N 1x
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3.2.4. Rozdzial elektroforetyczny produktow reakcji PCR

Dhugosci produktow reakcji PCR sprawdzano za pomocg elektroforezy w zelu
agarozowym. Rozdziat elektroforetyczny produktow PCR prowadzono w 1,5% zelu
agarozowym (Promega) z dodatkiem bromku etydyny (Sigma, 1 pl/ 50 ml zelu) przy
napi¢ciu 100V w buforze TBE. Czas elektroforezy uzalezniony byt od dtugosci
amplikonéw 1 wynosit okoto 40-100 minut (elektroforez¢ wykonywano do momentu
doktadnego rozdzialu amplikonéw w zelu, umozliwiajagcego odczyt ich dtugosci).
Wizualizacji wynikow dokonano z uzyciem aparatu ChemiDoc™ Touch Imaging System
(BioRad), do oceny dlugosci produktow PCR wykorzystano markery wielkosci
GeneRuler™ 50 bp DNA Ladder lub GeneRuler™ DNA Ladder Mix (Thermo Fisher

Scientific).

3.2.5. Okreslenie miejsca insercji ¥SMAD4 za pomocg sekwencjonowania metoda

Sangera

Doktadne miejsce ztamania genu SCAI, bedace jednocze$nie miejscem insercji
WSMAD4, okreslono z wykorzystaniem reakcji PCR i sekwencjonowania metoda
Sangera. Sekwencje starterow zaprojektowano na podstawie danych uzyskanych
z mapowania odczytow genu SMAD4 z sekwencjonowania NGS. Wykonano dwie
reakcje PCR, w ktorych jeden ze starterow byt komplementarny do sekwencji genu SCAI
a drugi do sekwencji WSMAD4 (rycina 7) a nastgpnie zsekwencjonowano powstate

produkty PCR za pomocg metody Sangera.

SCAI ‘ ‘ SCAI
egzon 19 egzon 18
q L L L L
AY AY \ AY
potaczenie potaczenie
SCAI-WSMAD4 WSMAD4-SCAI

Rycina 7. Schemat lokalizacji starterow w reakcjach PCR wykonanych w celu okre$lenia
miejsca insercji WSMADA4. Pary starterow do reakcji PCR oznaczono niebieskimi i bezowymi
strzatkami.

3.2.5.1. Reakcja PCR do okreslenia miejsca insercji, potaczenie SCAI-PSMAD4

Reakcje PCR przeprowadzono z uzyciem zestawu HotStarTaq® Plus DNA

Polymerase (Qiagen). Sklad mieszaniny reakcyjnej, sekwencje starterow wraz
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z dlugoscig produktu oraz warunki reakcji PCR przedstawiono odpowiednio w tabelach
58,09

Tabela 8. Sekwencje starterow oraz dlugosci amplikonéw w PCR do okreslenia miejsca
insercji, polaczenie SCAI-YSMAD4.

DLUGOSC

TARTER EKWENCJA 5°- 3’
S SEKWENCJA 5°- 3 AMPLIKONU [pz]

SM_SCpsF CACTGCCTAGTGTTGCACAG

300
SM_SCpsR CTAGGGGAGAGCAGGAAGG

Tabela 9. Profil temperaturowo-czasowy reakcji PCR do okres§lenia miejsca insercji,
polaczenie SCAI-YSMADA4.

TEMPERATURA LICZBA
ETAP C CZAS CYKLI
denaturacja wstepna 95 5 min 1x
denaturacja 94 40 sek
przytaczanie starterow 65, -1°C/cykl 40 sek 6 X
wydtuzanie 72 30 sek
denaturacja 94 40 sek
przylaczanie starterow 60 40 sek 32 X
wydhuzanie 72 30 sek
wydluzanie koncowe 72 5 min 1x
inkubacja koncowa 4 O/N 1x

3.2.5.2. Reakcja PCR do okreslenia miejsca insercji, potgczenie Y'SMAD4-SCAI

Reakcje PCR przeprowadzono z uzyciem zestawu HotStarTaq® Plus DNA
Polymerase (Qiagen). Sklad mieszaniny reakcyjnej, sekwencje starterow wraz
z dlugos$cia produktu oraz warunki reakcji PCR przedstawiono odpowiednio w tabelach
5, 10, 11.

Tabela 10. Sekwencje starterow oraz dlugo$¢ amplikonu w PCR do okreslenia miejsca
insercji, polaczenie YWSMAD4-SCAI.

s s DLUGOSC
STARTER SEKWENCIJA 5- 3 AMPLIKONU [pz]
SC_SM_3F | TCCCTGATCCTATCTCCCTCT okoto 580-610

(w zaleznosci od dlugosci

psSMAD4R | TCTAAGCCCTTTGCCATCAATGATC -
sekwencji poli-A)
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Tabela 11. Profil temperaturowo-czasowy reakcji PCR do okreslenia miejsca insercji,
polaczenie YSMADA4-SCAL.

TEMPERATURA LICZBA
STAT [°CI CZAS CYKLI

denaturacja wstepna 95 5 min 1x
denaturacja 94 40 sek

przylaczanie starterow 60 40 sek 38 x
wydhuzanie 72 40 sek

wydhuzanie koncowe 72 4 min 1x
inkubacja koncowa 4 O/N 1x

3.2.5.3. Rozdziat elektroforetyczny produktow PCR

Dhugos¢ produktow reakeji PCR sprawdzano za pomoca elektroforezy w zelu
agarozowym opisanej w podrozdziale 3.2.4. Rozdzial elektroforetyczny produktow
reakcji PCR.

3.2.5.4. Oczyszczenie amplikonéw za pomoca kulek paramagnetycznych

Amplikony PCR zmieszano z kulkami paramagnetycznymi VAHTS DNA Clean
Beads (Vazyme) w stosunku 1:1,8 (10 pl amplikonu i 18 pul kulek) i inkubowano 10 min
w temp. pokojowej w celu zwigzania DNA na powierzchni kulek. Nastepnie probki
wstawiono na separator magnetyczny w celu wychwycenia kulek, usuni¢to supernatant
a DNA zwigzane z kulkami dwukrotnie przeptukano w 200 ul $wiezo przygotowanego
80% etanolu. Probki wysuszono, po czym zdjeto je z separatora magnetycznego
i zawieszono w 10 pl wody. Po 10 min inkubacji, probki ponownie wstawiono na

separator magnetyczny, a wyeluowane DNA przeniesiono do nowych probowek.

3.25.5. Reakcja fluorescencyjnego  znakowania, oczyszczanie  produktow

1 przygotowanie do sekwencjonowania metodg Sangera

Oczyszczony amplikon poddano reakcji  fluorescencyjnego znakowania
z uzyciem zestawu BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit (Applied
Biosystems). Do reakcji wykorzystano startery z poprzednich reakcji PCR, ktorych
sekwencje przedstawiono w tabelach 8 i 10, z jednym wyjatkiem, gdzie zamiast startera
SC_SM_3F uzyto starter SC SM_awlIR (5’-GATTATAGGCGCCCACCAC-3"). Sktad
mieszaniny reakcyjnej oraz warunki reakcji PCR przedstawiono odpowiednio w tabelach
121 13.
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Tabela 12. Sklad mieszaniny reakcji fluorescencyjnego znakowania.

SKLAD OBJETOSC [uL]
5x Sequencing buffer 3,6
Ready reaction mix 0,4
starter prawy lub lewy (1 uM) 2
woda 2
matryca 2

Tabela 13. Profil temperaturowo-czasowy reakcji fluorescencyjnego znakowania.

TEMPERATURA LICZBA
ETAP °C CZAS CYKLI

denaturacja wstepna 95 5 min 1x
denaturacja 95 10 sek

przyltaczanie starteréw 50 15 sek 55 x
wydluzanie 60 1min 30 sek
wydluzanie koncowe 60 5 min 1x
inkubacja koncowa 4 O/N 1x

Po skonczonej reakcji produkt ponownie oczyszczono za pomocag kulek
paramagnetycznych VAHTS DNA Clean Beads (Vazyme). W tym celu do 10 pl
amplikonu dodano 10 ul kulek, wymieszano i dodano 42 ul $wiezo przygotowanego 90%
etanolu, cato$¢ dokladnie wymieszano i1 inkubowano 5 min. Probki wstawiono
na separator magnetyczny w celu wychwycenia kulek ze zwigzanym DNA, usuni¢to
supernatant a osad kulek z DNA przeptukano dwukrotnie w 100 pl 90% etanolu.
Probki wysuszono pozostawiajac je na separatorze. Nastepnie zdjeto je z magnesu,
zawieszono w 10 pl wody i inkubowano przez 5 min. Probki ponownie wstawiono na
Separator magnetyczny a 8 ul oczyszczonego amplikonu przeniesiono do nowych
probowek zawierajacych 8 ul formamidu (Applied Biosystems).

Oczyszczone produkty zsekwencjonowano w Pracowni Sekwencjonowania DNA
i Syntezy Oligonukleotydow Insytutu Biochemii i Biofizyki PAN. Chromatogramy

analizowano za pomoca oprogramowania FinchTV.

3.2.6. Okreslenie sekwencji YSMADA4 za pomoca sekwencjonowania NGS

W celu okreslenia doktadnej, catkowitej sekwencji YSMAD4, zamplifikowano go
za pomocg reakcji PCR, otrzymane amplikony zsekwencjonowano metoda NGS

a nastgpnie ztozono sekwencje de novo bez wykorzystania genomu referencyjnego.
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3.2.6.1. PCR do amplifikacji YSMAD4

Opracowano 3 reakcje PCR umozliwiajace catkowita badz czgSciowa

amplifikacje WYSMAD4 wraz z miejscem insercji (rycina 8).

{

SCAI ‘ u SCAI
egzon 19 egzon 18

Rycina 8. Schemat lokalizacji starteréw oraz amplikonéw powstalych w reakcjach PCR
wykonanych w celu okreslenia sekwencji WSMADA4. Pary starteréw do reakcji PCR oznaczono
strzatkami nad schematem WSMADA4, za§ amplikony powstate w wyniku reakcji PCR oznaczono
prostokatami pod schematem WYSMADA4. Kolory strzalek oraz prostokatow odpowiadaja kolejnym
reakcjom PCR: 1 (niebieski), 2 (szary) oraz 3 (zielony). Starter oznaczony kolorem bezowym
zostat wykorzystany w reakcjach PCR 11 2.

Reakcje PCR przeprowadzono z uzyciem zestawow KAPA HiFi HotStart
ReadyMix (Roche) Ilub Expand™ Long Template PCR System (Roche).
Sktady mieszanin reakcyjnych, sekwencje starteréw wraz z dlugo$ciami produktéw oraz

warunki reakcji PCR przedstawiono w tabelach 14-19.

Tabela 14. Sklad mieszaniny reakcyjnej PCR z uzyciem zestawu KAPA HiFi HotStart
ReadyMix (Roche) do amplifikacji WSMAD4- reakcja 1i 2.

OBJETOSC STEZENIE
SKLAD [nL] KONCOWE
2x ReadyMix (5 mM MgCly) 12,5 1x
starter prawy (10 uM) 1,5 0,6 uM
starter lewy (10 uM) 1,5 0,6 uM
woda 8,5 -
matryca DNA (50-100ng) 1 -
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Tabela 15. Sklad mieszaniny reakcyjnej PCR z uzyciem zestawu Expand™ Long
Template PCR System (Roche) do amplifikacji Y SMAD4- reakcja 3.

OBJETOSC STEZENIE

SKLAD [pL] KONCOWE
10x bufor 2 (27,5 mM MgCly) 2,5 1x
mieszanina dNTP (10 mM) 1,25 0,5mM
starter prawy (10 uM) 0,75 0,3 uM
starter lewy (10 uM) 0,75 0,3 uM
polimeraza 5U/ul 0,38 19U
woda 18,37 -
matryca DNA (50-100ng) 1 -

Tabela 16. Sekwencje starterow oraz dtugosci amplikonéow w reakcjach PCR do

amplifikacji YSMAD4.
s DLUGOSC
REAKCJA | STARTER SEKWENCJA 5°- 3 AMPLIKONU [pz]
SC_SM_3F | TCCCTGATCCTATCTCCCTCT ok. 3900-3930
1 (w zaleznosci od
SM_SCzIR | AAAAATTTCCCCTGGTCGTC | dlugosci sekwencji
poli-A)
) SM_SCpskF | CACTGCCTAGTGTTGCACAG 1926
SMpslF | CTCTGTACAAAGACCGCGTG
SC_SM_3F | TCCCTGATCCTATCTCCCTCT ok. 2190-2220
3 (w zaleznosci od
SC_SM_3R | CACGCGGTCTTTGTACAGAG | dlugosci sekwencji
poli-A)

Tabela 17. Profil temperaturowo-czasowy pierwszej reakcji PCR do amplifikacji
YSMADA4.

TEMPERATURA LICZBA
ETAP C CZAS CYKLI

denaturacja wstepna 95 3 min 1x
denaturacja 98 20 sek

przytaczanie starterow 65 15 sek 38 x
wydhuzanie 72 1 min

wydhuzanie koncowe 72 4 min 1x
inkubacja koncowa 4 O/N 1x
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Tabela 18. Profil temperaturowo-czasowy drugiej reakcji PCR do amplifikacji ¥ SMADA4.

TEMPERATURA LICZBA
ETAP C CZAS CYKLI

denaturacja wstgpna 95 3 min 1x
denaturacja 98 20 sek

przytaczanie starterow 65 15 sek 38 x
wydtuzanie 72 45 sek

wydtuzanie koncowe 72 3 min 1x
inkubacja koncowa 4 O/N 1x

Tabela 19. Profil temperaturowo-czasowy trzeciej reakcji PCR do amplifikacji WSMADA4.

TEMPERATURA LICZBA
ETAP C CZAS CYKLI

denaturacja wstgpna 94 2 min 1Xx
denaturacja 94, -0,2°C/cykl 10 sek
przytaczanie starterow 60 30 sek 10 x
wydtuzanie 68 40 sek
denaturacja 94, -0,1°C/cykl 15 sek
przytaczanie starterow 60 30 sek 25 x
wydtuzanie 68 4 min,

+20sek
wydtuzanie koncowe 72 7 min 1x
inkubacja koncowa 4 O/N 1x

3.2.6.2. Rozdziat elektroforetyczny produktéw PCR 1 oczyszczanie amplikondéw z Zelu

agarozowego

Dhugos¢ produktow reakcji PCR sprawdzono za pomoca elektroforezy w zelu
agarozowym opisanej w podrozdziale 3.2.4. Rozdzial elektroforetyczny produktow
reakcji PCR, z t3 roznica, ze rozdziat elektroforetyczny prowadzono w 1% zelu
wykonanym z agarozy o niskiej temperaturze topnienia (MP Biomedicals). Z powodu
obecnosci niespecyficznych prazkow, specyficzne produkty PCR wycieto z zelu
I oczyszczono za pomoca zestawu Monarch® DNA Gel Extraction Kit (New England
BioLabs) zgodnie z zaleceniami producenta. Oczyszczony produkt PCR zawieszono
w 10 ul wody.
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3.2.6.3. Sekwencjonowanie amplikonoéw metoda NGS

Oczyszczone produkty PCR przygotowano do sekwencjonowania NGS poprzez
wykonanie bibliotek za pomoca komercyjnego zestawu Nextera XT DNA Library
Preparation Kit (Illumina), zgodnie z zaleceniami producenta. Biblioteki przygotowano
z 1 ng amplikonéw PCR a 0golne etapy procedury obejmowaly: tagmentacje (proces
jednoczesnej fragmentacji DNA 1 dotaczenia sekwencji adaptorowych), amplifikacje
bibliotek w reakcji PCR, oczyszczenie bibliotek za pomoca kulek paramagnetycznych
oraz ocen¢ jakosciowa bibliotek z uzyciem aparatu Bioanalyser 2100 (Agilent
Technologies) i zestawu Agilent High Sensitivity DNA Kit (Agilent Technologies).
Gotowe biblioteki zostaly zsekwencjonowane na platformie Illumina HiSeq 1500

w trybie sparowanych koncow (2x100 pz).

3.2.6.4. Ztozenie sekwencji de novo bez wykorzystania genomu referencyjnego

Wyniki otrzymane z sekwencjonowania amplikonow metoda NGS analizowano
we wspolpracy z pracownikami Zaktadu Sztucznej Inteligencji Politechniki
Warszawskiej. W skrocie, przeprowadzona analiza polegata na selekcji wysokiej jakosci
odczytow z sekwencjonowania amplikonow w trybie sparowanych koncow, a nastepnie
zlozeniu sekwencji de novo bez wykorzystania genomu referencyjnego z uzyciem

programu ABYSS 2.0 [112] oraz autorskiej aplikacji dnaasm [113].

3.2.7. Sekwencjonowanie transkryptomu (RNAseq)

Sekwencjonowanie transkryptomu (RNAseq, ang. RNA-sequencing) wykonano
dla 16 chorych na CML. Probki od chorych podzielono na dwie grupy: badang (probki
CML z WYSMAD4) i kontrolng (probki CML bez pseudogenu), a w obu grupach
znajdowato si¢ po 5 probek z fazy CP i 3 probki z fazy BP.

3.2.7.1. Przygotowanie bibliotek cDNA i sekwencjonowanie NGS

Biblioteki do sekwencjonowania transkryptomu przygotowano za pomoca
komercyjnego zestawu TruSeq RNA Library Prep Kit (Illumina), umozliwiajacego
konwersje¢ mRNA do biblioteki ¢cDNA poddawanej sekwencjonowaniu. Procedure
wykonano zgodnie z zaleceniami producenta w $ciezce dla mniejszej ilosci probek (,,Low

sample protocol™).
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Przed przystgpieniem do konstrukcji bibliotek, jako§¢ RNA zostala oceniona
z wykorzystaniem aparatu do elektroforezy mikroprzeptywowej Bioanalyser 2100
(Agilent Technologies) i zestawu Agilent RNA 6000 Nano Kit (Agilent Technologies).
Do dalszej procedury zostaly dopuszczone jedynie takie probki RNA, dla ktorych RIN
(ang. RNA Integrity Number) okres$lajacy integralnos¢ RNA wynosit >8.

Glowne etapy konstrukcji biblioteki obejmowaty: wychwycenie mRNA
z catkowitego RNA za pomocg kulek magnetycznych skoniugowanych z oligo-dT,
fragmentacje mMRNA, synteze pierwszej a nastepnie drugiej nici cDNA, naprawe koncow,
adenylacje, ligacje adaptoréw w systemie 24-indeksowym, amplifikacje biblioteki cDNA
za pomocg reakcji PCR.

Stezenie gotowych bibliotek byto mierzone z uzyciem fluorymetru Qubit 2.0 (Life
Technologies) z wykorzystaniem zestawu odczynnikow dsDNA High Sensitivity Assay
Kit (Invitrogen). Rozktad wielko$ci bibliotek oceniano za pomocg aparatu Bioanalyser
2100 (Agilent Technologies) i zestawu Agilent High Sensitivity DNA Kit (Agilent
Technologies).

Biblioteki byly sekwencjonowane w trybie sparowanych koncow na platformach
[llumina HiSeq 1500 lub NovaSeq 6000.

3.2.7.2. Obrobka i analiza danych uzyskanych z sekwencjonowania

Wyniki RNAseq analizowano we wspolpracy z firmg Xenstats.
W skrocie obrobka danych polegala na ocenie jako$ci surowych odczytow za pomoca
programow fastqc (v0.11.9) i multiqc (v1.0.dev0), zmapowaniu surowych odczytow
do sekwencji genomu ludzkiego (Ensembl GRCh38) z wykorzystaniem STAR (v2.7.10b)
i zliczeniu odczytdéw zmapowanych do sekwencji egzonow z uzyciem featureCounts
(v2.0.1). Ekspresja réznicowa gendéw zostala obliczona za pomocg pakietu edgeR
(v3.36.0) a jej wyniki zobrazowano za pomoca heatmap wygenerowanych
z wykorzystaniem pakietu mixOmics (v6.18.1) w jezyku R (v4.1.2).

Dodatkowym sposobem oceny ekspresji YSMAD4 byto zmapowanie surowych
odczytow do recznie przygotowanej sekwencji referencyjnej, tj. sekwencji pseudogenu
wraz z miejscem jego insercji w genie SCAI (egzon 18 i intron 18) a nastgpnie
poszukiwanie pojedynczych odczytow oraz par odczytow mapujacych si¢ zarowno do

pseudogenu jak i miejsca insercji.
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3.2.8. Analiza statystyczna

Analiza statystyczna zostala wykonana dla okreslenia czestosci wystepowania
YSMAD4. Roznice pomiedzy kontrolg (osoby bez biataczki) a probami badanymi (0soby
z r6znymi rodzajami biataczki) oceniono za pomocg testu doktadnego Fishera (Fisher’s
exact test). Wartos$¢ p <0,05 uznano za istotng statystycznie. Analizy statystyczne zostaty
wykonane z uzyciem programu PQStat 1.8.2.

W przypadku analizy poroéwnawczej czgstosci zmian punktowych i matych
insercji-delecji w 25 sparowanych probkach CML analiza statystyczna zostata wykonana

za pomocg funkcji mafCompare pakietu maftools (test Fishera).
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4. WYNIKI

4.1. Analiza danych uzyskanych z celowanego sekwencjonowania
probek CML

W celu identyfikacji nowych zmian genetycznych w CML wykonano celowane
sekwencjonowanie 9501500 gené6w powigzanych z onkogenezg i nowotworami uktadu
krwiotworczego u 45 chorych w fazie blastycznej a dla 25 z nich zsekwencjonowano
réwniez dostgpne probki sprzed progresji choroby, gtownie z fazy CP, jak rowniez AP
lub pierwszej fazy BP (w sumie 70 probek CML). Analiza uzyskanych wynikow
obejmowata identyfikacje mutacji matej skali tj. zmian punktowych i matych insercji-
delecji w 193 genach (tabela 4), zmian liczby kopii genéw (analiza wykonana dla
wszystkich zsekwencjonowanych gendw, ale prezentacja wynikéw ograniczona do
istotnych zmian w genach: IKZF1, CDKN2A, CDKN2B, TP53 i BCR::ABL1) oraz
dodatkowych aberracji chromosomowych- ACA.

Patogenne zmiany wykryte w ramach niniejszej pracy doktorskiej okreslane sa
mianem patogennych wariantow, a nie mutacji, gdyz brak materialu zarodkowego
uniemozliwial jednoznaczne potwierdzenie somatycznego charakteru wykrytych zmian.
W toku analizy mutacji matej skali zidentyfikowano w sumie 146 wariantow
patogennych / prawdopodobnie patogennych (dla uproszczenia w dalszej czgsci pracy
okreslane jako warianty patogenne); 104 i 42 odpowiednio w probkach BP i probkach
sprzed progresji choroby. Szczegotowe informacje dotyczace wykrytych patogennych
wariantow przedstawiono na rycinach 9 (probki BP) i 10 (probki sprzed progresji
choroby). Patogenne zmiany punktowe i male insercje-delecje wykryto w 39/45 (87%)
probkach BP oraz odpowiadajgcym im 19/25 (76%) probkach sprzed progresji CML
(ryciny 9C i 10C), mediana liczby patogennych wariantow na probke wynosita 2 i 1
odpowiednio w fazie BP i probkach sprzed progresji choroby. W obu grupach najwickszy
odsetek patogennych wariantéw stanowily warianty pojedynczych nukleotydow
(SNV, ang. single nucleotide variant) w postaci wariantow zmiany sensu (ryciny 9A-B
i 10A-B).

Wedhug przyjetych kryteriow (opisanych w podrozdziale 3.2.2.3. Analiza
patogennych wariantow), przeprowadzona analiza pozwolita na wykrycie 126 wariantow
VUS 0 nieokres$lonej patogennosci, w tym 89 w probkach BP 1 37 w probkach sprzed

progresji. Do gendéw, w ktorych warianty VUS wykryto u minimum 3 chorych zaliczono:
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MYH11 (5/45; 11%), PDEADIP (4/45; 9%), LRP1B (4/45; 9%), NTRK1 (3/45; 7%) oraz
PCLO (3/45; 7%).

Klasyfikacja wariantéw B Typ wariantéw

zmiany sensu _ -
zmiany ramki odczytu
INS
nonsensowny - I

miejsca splicingowego

insercja/delecja DELINS
w ramce odczytu
T T T T T T 1 T T 1
S 2 ®§ 8 § 8 8 8 § 8 8
calkowma liczba patogennych wariantéw catkowita liczba patogennych wariantow

Patogenne warianty w poszczegdlnych prébkach
mediana: 2

11

liczba wariantéw
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NORQ289RA
HERIS[EYS/WR
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Al
Rycina 9. Statystyki dotyczace patogennych wariantéw zidentyfikowanych w wyniku
sekwencjonowania NGS 45 probek CML od chorych w fazie BP. (A) Klasyfikacja wykrytych
wariantow ze wzgledu na wywolywany przez nie efekt, (B) Klasyfikacja wykrytych wariantow
ze wzgledu na ich typ; SNV- wariant pojedynczego nukleotydu, INS- insercja, DEL- delecja,
DELINS- delecja-insercja, (C) Liczba patogennych wariantéw wykryta w poszczegolnych
probkach; kody probek znajduja sie pod odpowiadajacymi im stupkami. Przerywang linig
oznaczono mediang patogennych wariantow. Wykresy wygenerowano za pomocg funkcji
plomafSummary pakietu maftools dla patogennych zmian punktowych i matych insercji-delecji,
z pominigciem zmian liczby kopii genow oraz aberracji chromosomowych.
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Klasyfikacja wariantéw B Typ wariantéw
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Rycina 10. Statystyki dotyczace patogennych wariantow zidentyfikowanych w wyniku
sekwencjonowania NGS 25 sparowanych probek CML sprzed progresji choroby. (A)
Klasyfikacja wykrytych wariantow ze wzgledu na wywolywany przez nie efekt, (B) Klasyfikacja
wykrytych wariantow ze wzgledu na ich typ; SNV- wariant pojedynczego nukleotydu, INS-
insercja, DEL- delecja, DELINS- delecja-insercja, (C) Liczba patogennych wariantow wykryta
w poszczegdlnych probkach; kody probek znajduja si¢ pod odpowiadajacymi im stupkami.
Przerywang liniag oznaczono median¢ patogennych wariantow. Wykresy wygenerowano za
pomocg funkcji plomafSummary pakietu maftools dla patogennych zmian punktowych i matych
insercji-delecji, z pominigciem zmian liczby kopii genéw oraz aberracji chromosomowych.

4.2. Identyfikacja patogennych wariantow, zmian liczby kopii
I aberracji chromosomowych w fazie BP

Przeprowadzona analiza wykazata patogenne zmiany tacznie u 89% (40/45)
chorych w fazie BP, z czego warianty punktowe i mate insercje-delecje wykryto u 87%
(39/45) chorych a zmiany liczby kopii wybranych genéw u 22% (10/45).

62



Rycina 11 przedstawia wszystkie istotne, patogenne zmiany jakie wykryto w trakcie
analizy, natomiast dla utatwienia analizy tych najczestszych, rycina 12 ograniczona
zostala do gendéw, w ktorych patogenne warianty lub zmiany liczby Kkopii
zidentyfikowano u minimum dwojga chorych.

Zmiany punktowe, male insercje-delecje lub zmiany liczby kopii wykryto
w 45 ze 193 przeanalizowanych genow (rycina 11). Do gendéw w ktorych patogenne
warianty/zmiany liczby kopii zidentyfikowano u minimum 3 chorych nalezaty: ABL1
(SNV) (11/45; 24%), ASXL1 (11/45; 24%), IKZF1 (9/45; 20%), RUNXL1 (8/45; 18%),
TP53 (7/45; 16%), DNMT3A (6/45; 13%), CDKN2A i CDKN2B (4/45; 9%), BCR::ABL1
(zmiana liczby kopii) (3/45; 7%) i WYSMAD4 (3/45; 7%) (rycina 11-12). Obserwowane
patogenne warianty mialy charakter zmian charakterystycznych dla poszczegdlnych
genow. Przyktadowo, w ABL1 obserwowano typowe warianty zmiany sensu w domenie
kinazowej, w ASXL1 byty to warianty o charakterze zmian ramki odczytu oraz warianty
nonsensowne w egzonie 12, natomiast w RUNX1 zmiany wystgpowaly w obrebie
funkcjonalnych domen, zaburzajacych naturalng funkcje kodowanego biatka. W genach
IKZF1 i TP53, oprocz wariantow SNV, zaobserwowano réwniez zmiany liczby kopii:
w przypadku genu TP53 - ptytkie delecje, a w IKZF1 — plytkie i glebokie delecje.
Natomiast w genach CDKN2A i CDKN2B zidentyfikowano ptytkie i gigbokie delecje bez
dodatkowych wariantow SNV (rycina 11-12).
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Rycina 11. Profil zmian genetycznych zidentyfikowanych na podstawie sekwencjonowania
NGS 45 probek CML w fazie BP. Wykres przedstawia wszystkie istotne, patogenne zmiany

jakie zidentyfikowano w ramach analizy zmian punktowych, matych insercji-delecji i zmian

liczby kopii genow. Lewa czgs¢ wykresu dotyczy probek sparowanych a prawa niesparowanych.

istotnych zmian.

w ktorych nie wykryto Zadnych

Kody poszczegdlnych probek umieszczono pod wykresem. Po prawej stronie podano odsetek
probek, w ktorych wykryto istotne zmiany w poszczeg6élnych genach. Wykres wygenerowano za

pomocg funkcji oncoplot pakietu maftools.

Na wykresie pomini¢to probki,
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Typ wariantu: Zmiana liczby kopii: Typ prdbki: Pted:
. zmiany sensu zmiany ramki odczytu mm 0 kopii sparowana kobieta
NoONsSensowny B kilka wariantéw 1 kopia niesparowana mezczyzna

miejsca splicingowego mm 3-5 kopii

O wariant obecny rowniez w sparowanej probce

Rycina 12. Profil zmian genetycznych w najczesciej zmutowanych genach w CML w fazie
BP. W porownaniu do ryciny 11, wykres zostal ograniczony jedynie do genow, w ktorych
patogenne warianty i zmiany liczby kopii wykryto w probkach BP u minimum 2 z 45 chorych.
Lewa czes¢ wykresu dotyczy probek sparowanych a prawa niesparowanych.
Kody poszczegdlnych probek umieszczono pod wykresem. Po prawej stronie podano odsetek
probek, w ktorych wykryto istotne zmiany w poszczegdlnych genach. Wykres wygenerowano za
pomoca funkcji oncoplot pakietu maftools.

Aberracje chromosomowe, w tym ACA, wykryte za pomocg badania
cytogenetycznego (wykonanego przez osrodek, z ktérego pochodzi dany materiat)
lub analizy zmian liczby kopii (przeprowadzonej na podstawie badania NGS) zostaly
przedstawione w tabeli 20. U 5/45 (11%) chorych wykryto po 3 lub wigcej aberracje
chromosomowe, tym samym okreslajac ich kariotyp jako ztozony. W zadnej z probek BP
nie wykryto dodatkowego chromosomu Ph, jednak analiza zmian liczby kopii wykazata
amplifikacje (4-5 kopii) lub nabycie liczby kopii (3 kopie) genu fuzyjnego BCR::ABL1
u trzech chorych (7%, rycina 12; probki 10b, 25b i 35).
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Tabela 20. Aberracje chromosomowe w CML w fazie BP. Aberracje wykryte w ramach
analizy zmian liczby kopii z danych NGS lub badania cytogenetycznego (gdy dostepne).
zmiana rowniez w sparowanej probee sprzed progresji, “brak petnego kariotypu, zmiany wykryte
w badaniu NGS, *w probee CP zlozony kariotyp obserwowany w jednym klonie komorek.

Wykryta aberracja chromosomowa

Numer probki

ACA
trisomia chromosomu 8 32
monosomia chromosomu 7 8bt, 13b?
izochromosom 17q 40
rearanzacja MECOM (3q26.2) 42,43

kariotyp ztozony

6b, 10b, 23D, 28, 41

inne zmiany

der(7;9)(q10;910) 21b

del(7p), del(9p), subklonalna tetrasomia 89 18b
del(7p), del(9p)? 38

del(17p), del(9p21.3-p13.2)? 35
del(9p), amp(9q)? 25b

del(17p), amp(17q)? 1403, 32

del(17p13.3-p13.1), amp(17¢21.33-025.3)? 30

4.3 Identyfikacja patogennych wariantow, zmian liczby kopii
I aberracji chromosomowych w probkach sprzed progresji choroby

Za pomocg metody NGS zsekwencjonowano réwniez pochodzace sprzed
progresji choroby, sparowane probki dostepne dla 25 chorych, w tym 19 probek z fazy
CP, 1 probke opornosci wtornej w fazie CP (CP res, probka 22a), dwie probki z fazy AP
(probka 4a, 6a) i trzy probki z pierwszej fazy blastycznej (BP 1, probki 8a, 19a i 21a).
W toku analizy zidentyfikowano patogenne zmiany w 80% (20/25) probek sprzed
progresji, w tym: zmiany punktowe i mate insercje-delecje w 19 probkach (76%) oraz
ACA w 3 probkach (12%). Zdecydowana wigkszos¢ wykrytych patogennych wariantow
byta obecna rowniez w sparowanych probkach z fazy BP, a do najczesciej zmutowanych
genow zaliczono: ASXL1 (8/25; 32%), DNMT3A (4/25; 16%), ABL1 (3/25; 12%),
PYSMAD4 (3/25; 12%) i CHEK2 (2/25; 8%) (rycina 13). Podobnie jak w przypadku
probek z fazy BP, zidentyfikowane warianty miaty charakter typowych, opisanych

w literaturze zmian. W 3 probkach sprzed progresji CML wykryto monosomig
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chromosomu 7, obserwowang rowniez w fazie BP w przypadku dwoch z nich (probki 8
I 13; tabela 20, rycina 13). W probkach sprzed progresji nie stwierdzono istotnych zmian
liczby kopii genow IKZF1, CDKN2A, CDKN2B, TP53 i BCR::ABL1 obecnych

w prébkach z fazy BP.
0 liczba probek 8
L 1
AsxL1 IEH [ ] 32% L]
DnmT3A RENEN | o | 16% |
ABL1 [ o | | o | 12%
WSMAD4 [ e | [ o | [ e | 12%
CHEK2 e | 8% [l
BRCA2 4%
CCND2 K3 4% [l
GATA2 [ o | 4% 1R
IDH1 | o | 4% 1l
IDH2 ] 4% [l
KDM6A | o | 4%
MAX | o | 4%
MLH1 4%
MSHE | o | 4% 1R
NF1 4%
PTPRJ [ o | 4%
RUNX1 4%
STAG2 4%
TET? ol 4% I
TNFRSF14 4%
wrT1 4%
©« ®© ®© ®© ®©® ®©® ®© ®©® ®©@ ® ® ® ® ® @O @ @O ©@ © @©
o & O &N + W~ ¥ 0O = ®©® O ¥ © 0 & @M &N = ™M
« o~ - - N - - - - N - N - N
| faza choroby
plec
ACA

Typ wariantu: Faza choroby: Ptet: ACA:

[ | zmiany sensu zmiany ramki odczytu cp kobieta tak
nonsensowny . insercja/delecja w ramce odczytu Micpres mezczyzna nie
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Rycina 13. Profil zmian genetycznych zidentyfikowanych na podstawie sekwencjonowania
NGS 25 probek CML sprzed progresji choroby. Wykres przedstawia wszystkie patogenne
zmiany jakie zidentyfikowano w ramach analizy zmian punktowych i matych insercji-delecji
(gérny panel) oraz ACA, typowych dla CML (dolny panel).
Na wykresie pomini¢to probki, w ktorych nie wykryto zadnych istotnych zmian genetycznych.
Kody poszczegblnych probek umieszczono pomiedzy goérnym a dolnym panelem.
Po prawej stronie goérnego panelu podano odsetek probek, w ktorych wykryto patogenne warianty
w poszczegdlnych genach. Wykres wygenerowano za pomoca funkcji oncoplot pakietu maftools.
Skroty; ACA- dodatkowe aberracje chromosomowe, CP- faza przewlekta, CP res- oporno$c¢
wtorna w fazie przewleklej, AP- faza akceleracji, BP 1- pierwsza faza blastyczna

4.4 Analiza poro6wnawcza wybranych zmian punktowych, matych
insercji-delecji i zmian liczby kopii w 25 sparowanych prébkach

W celu wytypowania genow, ktorych status mutacji mogtby mieé potencjalny
wplyw na niekorzystny przebieg choroby, poréwnano profile zmian punktowych, matych
insercji-delecji i zmian liczby kopii genow u 25 chorych, dla ktérych dostepne byly
probki sprzed i po progresji CML. Analize wykonano dla genow zmutowanych u min.

dwojga chorych a wyniki przedstawiono na rycinie 14. Wykazano wzrost iloSci
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wariantow patogennych w genach ABL1 (SNV) i RUNX1 w probkach po progresji do
fazy BP a w przypadku genu RUNX1 wzrost ten byt statystycznie istotny (P= 0,0487, OR
0,11, 95% CI 0,0022 — 0,99, test Fishera). W przypadku genu ASXL1 patogenne warianty
obserwowano czgsciej w probkach przed progresja choroby, z kolei w genach IKZF1,
PTPN11, BCR::ABL1 (zmiany liczby kopii), CDKN2A i CDKN2B zmiany wystgpowaty
jedynie w probkach po progresji do fazy BP. Dla genu IKZF1 zaobserwowano zmiany na
granicy istotnosci statystycznej; P= 0.0501, OR 0.00, 95% CI 0.0000 — 1.0012 (test
Fishera). Przeprowadzona analiza nie wykazata réznic w ilosci patogennych

wariantow/probke pomiedzy obiema grupami w genach DNMT3A, YSMAD4 i CHEK?2.

przed progresjg [N=25] po progresji [N=25]

ASXL1 32% . I 20%
ABL1 12% I.-. 20%
RUNX1 4% .I 28% p = 0.0487

IKZF1 Izo% p = 0.0501

0%
DNMT3A | |

16%

vsaos ~
CHEK2 aff -
PTPN11 o[
BCR::ABL1 o[~
CDKN2B o [
CDKN2A 0% Is%
| T T T T T T T T T 1
100% 80% 60% 40% 20% 0% 20% 40% 60% 80% 100%
odsetek chorych
Typ wariantu: Zmiana liczby kopii:
M zmiany sensu zmiany ramki odczytu M 0 kopii
nonsensowny [l kilka wariantéw 1 kopia
M 3-5 kopii

Rycina 14. Analiza poréwnawcza czestosci zmian punktowych, malych insercji-delecji
i zmian liczby kopii u 25 chorych w sparowanych probkach CML sprzed i po progresji
CML. Funkcje coBarplot i mafCompare pakietu maftools wykorzystano odpowiednio
do wygenerowania wykresu oraz przeprowadzenia analizy statycznej (test Fishera).

Dodatkowo, poroéwnanie wystepowania patogennych wariantéw pomiedzy
probkami sprzed i po progresji CML pozwolito na wyodrgbnienie 7 wzorcow dynamiki
patogennych zmian zachodzacych w poszczegolnych sparowanych probkach (tabela 21).

U jednego chorego nie zaobserwowano patogennych zmian zaréwno przed jak i po
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progresji CML (wzorzec 1). U 5 chorych patogenne warianty zidentyfikowano dopiero
po progresji (wzorzec 2). Utrzymywanie si¢ tych samych patogennych wariantow
w probkach sprzed, jak i po progresji CML zaobserwowano u 6 chorych (wzorzec 3),
a u kolejnych 9 dochodzito do nabycia dodatkowych patogennych zmian po progresji
(wzorzec 4). U jednego chorego doszto do utraty patogennych wariantow w probce po
progresji CML (wzorzec 5), a u nastepnych 2 chorych, w probkach z fazy BP
obserwowano utrat¢ czeSci patogennych wariantdow oraz jednoczesne nabycie innych
(wzorzec 6). Wreszcie, u 1 chorego w probcee z fazy BP obserwowano zanik patogennych
wariantow obecnych przed progresja choroby i pojawienie si¢ nowego patogennego
wariantu w innym genie (wzorzec 7) co jednak jest najprawdopodobniej zwigzane z tym,

ze chory zostat poddany procedurze przeszczepu allo-HCT.

Tabela 21. Analiza poréwnawcza patogennych wariantow ukazujaca dynamike zmian
zachodzacych w 25 sparowanych prébkach sprzed i po progresji CML. W kolumnie
pierwszej w sposob schematyczny przedstawiono zmiany zachodzace w sparowanych probkach
sprzed i po progresji CML. Kolorem zottym oznaczono komorki nowotworowe bez patogennych
wariantow, natomiast kolorem niebieskim, czerwonym i zielonym komorki nowotworowe
ze zidentyfikowanymi patogennymi zmianami.

Geny Geny
Waorzec Kod z patogen_nyml z pa_togenn;_/ml
chorego | wariantami przed wariantami po
progresja CML progresji CML
1
2 brak brak
przé& brogresja po_pkc;gresii
2 ABL1, RUNX1,
@ @ 3 brak LRP1B
/ @ (aln. 0 @
Wseian , (ol he 5 brak ABL1
e a9 (o ol 7 brak RUNX1, KMT2D
(8 d® (e
et BroEreel B 13 brak CSF3R, RUNX1
16 brak RUNX1
3 4 ASXL1, DNMT3A ASXL1, DNMT3A
‘n. P (&) < 9 ABL1, ASXL1, ABL1, ASXL1, NF1,
e ., ‘%- NF1, BRCA2 BRCA2
e ooV 10 WSMAD4 WSMAD4
przed progresja po prc;gresji 12 TET2 TET2
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15 ASXL1, GATAZ2, ASXL1, GATAZ2,
CCND2, WT1 CCND2, WT1
20 ASXL1, DNMT3A ASXL1, DNMT3A
4 YSMADA4, ASXL1,
" 1 YSMAD4, ASXL1 ABLL, RUNXL
YSMADA4
YSMADA4, ’
o e o 8 DNMT3A, CHEK2, DNMTSA, CHEK2,
przed progresjg po progresji MAX MAX’ ABLl’
PTPN11, SYNE2
DNMT3A, MSH6,
11 DNMT3A, MSH6 PTPN11
14 CHEK2 CHEK2, ABL1
18 ABL1 ABLL (kilka
wariantow)
21 TNFRSF14 TNFRSF14, ABL1
23 RUNX1 RUNX1, IKZF1
24 ASXL1 ASXL1, PHF6
KDM6A, ERBB2,
25 KDM6A IDH?2
5
PTPRJ, ASXL1
17 ’ PTPR
(kilka wariantow) )
6 IDH1, IDH2 IDH1, RUNX1
19 MLH1, STAG2 MLH1, ABL1
22 ABL1, ASXL1 NSD1
a4 c
przed p]'ogresjq poiprc;gresji

4.5 Ocena czestosci wystepowania YSMAD4 w réznych rodzajach

bialaczek

Oproécz dobrze scharakteryzowanych mutacji w genach ABL1, ASXL1, IKZF1,

RUNX1, TP53 czy DNMT3A, analiza danych uzyskanych z sekwencjonowania NGS

ujawnita obecnos¢ licznych wariantéw miejsc splicingowych w genie SMAD4 w 12%
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(3/25) sparowanych probek (ryciny 11-13). Doktadna analiza tych wariantow wykazala,
ze w rzeczywistosci reprezentowaly one obecnos¢ WSMADA4, ktory jak dotad nie zostat
opisany w nowotworach ztosliwych. Warianty zadnotowane jako warianty w miejscach
splicingowych SMAD4 odpowiadaty sparowanym odczytom mapujacym si¢ na koncach
sgsiadujacych egzonow SMAD4 (tzw. odczytom na zlaczach), wskazujacym na brak
sekwencji intronowych i tym samym sugerujacym obecnos¢ przetworzonego pseudogenu
(rycina 15A, cz¢$¢ centralna i prawa strona). Dodatkowo, wylgcznie w probkach
z YSMAD/4 zidentyfikowano odczyty sprzeczne, w ktorych jeden odczyt z pary mapowat
si¢ do genu SMAD4 potozonego na chromosomie 18, a drugi odczyt z pary mapowat si¢
do genu SCAI zlokalizowanego na chromosomie 9, tj. w miejscu insercji pseudogenu

(rycina 15A, lewa strona i cze$¢ centralna).
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Rycina 15. Przykladowa analiza wizualna obecnosci ¥SMAD4 w badanych prébkach za
pomocg sekwencjonowania NGS. Zrzut ekranu z programu IGV: (A) probka z YSMADA4,
(B) probka bez WYSMADA4. Kolorem zielonym zaznaczono odczyty sprzeczne wskazujace na
obecnos¢ WSMADY4, z ktérych jeden mapuje si¢ w miejscu insercji pseudogenu, tj. w intronie 18
genu SCAI (czes¢ lewa) a drugi w egzonie 1 genu SMAD4 (czgs¢ centralna). Kolorem czerwonym
oznaczone sg pary odczytow zlokalizowanych na koncach sasiadujacych egzondéw, tzw. odczyty
na ztaczach, wskazujace na brak sekwencji intronowej pomigdzy nimi (cz¢$¢ centralna i prawa).

Dane z sekwencjonowania NGS zgromadzone w wewnetrznej bazie Zaktadu

Genetyki Medycznej WUM pozwolily na retrospektywng analize czestosci
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wystepowania WSMADA4 zaréwno w probkach nowotworowych jak i nienowotworowych
- lacznie ok. 2 tys. probek, z czego zdecydowang wigkszo$¢ stanowily probki
nienowotworowe. WSMAD4 zostal wykryty jedynie w 3 probkach CML oraz
w 2 probkach nienowotworowych pochodzacych od krewnych pierwszego stopnia
(pseudogenu nie wykryto w zadnym innym typie nowotworu). Poniewaz w przypadku
CML, wszystkie trzy probki z WSMADA4 pochodzity od pacjentow majacych progresje do
fazy blastycznej, postanowiono sprawdzi¢, czy obserwowany pseudogen jest nowym
markerem w CML lub ma zwigzek z progresjg tej choroby.

Ostatecznie, czestos¢ wystepowania WSMAD4 okreslano glownie za pomocy
reakcji PCR (opisanej w podrozdziale 3.2.3 Reakcja tancuchowej polimerazy PCR do
oceny  obecnosci  WSMAD4), rzadziej wykorzystujac  wylacznie  metode
sekwencjonowania NGS. Czes¢ probek zostata przebadana obiema metodami w celu ich
walidacji. Przyktadowy wynik reakcji PCR umozliwiajacej identyfikacje WSMAD4
przedstawiono na rycinie 16.

MWM1 2 3 4 56 7 89 10 11 neg

!
w/

Opz>rweweeeweweOw w
200 pz » w= L -

Rycina 16. Przykladowy obraz elektroforetyczny przedstawiajacy wynik reakcji PCR
oceniajacej obecnos¢ WYSMAD4 w badanych préobkach. MWM- marker wielkosci mas
(GeneRuler™ DNA Ladder Mix, Thermo Fisher Scientific), strzatkami oznaczono prazki
o wielkosci 200 1 600 pz; sciezki: 1-10- probki bez ¥SMAD4, amplikon o dlugosci 623 pz; 11-
probka z PSMAD4, amplikony o dtugosci 623 pz i 189 pz; neg- kontrola negatywna reakcji PCR.
Kolory odwrécone.

Poczatkowo, czestos¢ wystepowania WSMAD4 oceniono w probkach CML
pochodzacych od polskich pacjentow 1 porownano jg z czgstoscig populacyjna, ktérg

okreslono na podstawie analizy probek zgromadzonych w Zaktadzie Genetyki
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Medycznej WUM w ramach uczestnictwa w Wieloosrodkowym Ogdlnopolskim Badaniu
Stanu Zdrowia Ludnosci (WOBASZ)!. Czestos¢ wystepowania WYSMAD4 w CML
wyniosta 1,35% (9 z 669 probek) i byla 2,5-krotnie wyzsza od czgstosci badanego
pseudogenu w populacji polskiej, ktora wyniosta 0,54% (12 z 2242 probek).
Do 0s6b z grupy kontrolnej, u ktorych wykryto WSMAD4 wystano ankiety z pytaniami
pozwalajacymi wykluczy¢ obecnos¢ choroby nowotworowej, w szczego6lnosci biataczki,
u badanych o0sob lub najblizszych cztonkéw ich rodzin. Przeprowadzony wywiad
wykluczyt obecnos¢ choroby nowotworowej w przypadku wszystkich o0sob,
ktore odpowiedziaty na pytania zawarte w ankiecie (n=9).

W zwiagzku ze zwigkszong czestoscia YSMAD4 w CML, badanie postanowiono
poszerzy¢ o probki z innych, najczgstszych nowotworéw uktadu krwiotworczego,
tj. AML oraz ALL i przewleklej biataczki limfocytowej (CLL, ang. chronic lymphocytic
leukemia). Dodatkowo, dla doktadniejszej oceny czestosci wystepowania WSMADA,
nieograniczajacej si¢ jedynie do polskiej populacji, badanie wykonano réowniez dla
273 czeskich probek CML. Uzyskane wyniki oceny czgstosci wystepowania YSMAD4

w roznych rodzajach biataczek przedstawiono w tabeli 22.

Tabela 22. Czestos¢ wystepowania WSMAD4 w roznych rodzajach biataczek. CML-
przewlekta biataczka szpikowa, CLL- przewlekta biataczka limfocytowa, AML- ostra biataczka
szpikowa, ALL- ostra biataczka limfoblastyczna. Wyniki dla CML przedstawiono osobno dla
probek polskich i czeskich, oraz po potaczeniu tych danych. Znamienno$¢ statystyczna wzgledem
probek kontrolnych zostata oznaczona za pomoca testu doktadnego Fishera (Fisher’s exact test).

Liczba Liczba Wartos¢ p
Grupa zbadanych probek wzgledem
prébek 2 WSMAD4 grupy
kontrolnej
populacja polska 669 9 (1,35%) 0,034
CML populacja czeska 273 3 (1,1%) 0,217
populacja polska 942 12 (1,27%) 0,028
+ czeska
CLL 458 2 (0,44%) 0,567
AML 614 4 (0,65%) 0,462
ALL 641 5 (0,78%) 0,321
kontrola (populacja polska) 2242 12 (0,54%)

! Celem badania WOBASZ byta ocena czynnikdw ryzyka choréb sercowo-naczyniowych a do badania
wlaczono reprezentatywna liczbe osob z calej Polski w wieku powyzej 19 roku zycia.
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Ostatecznie, wyniki istotne statystycznie otrzymano jedynie dla probek CML
(populacja polska i polska potagczona z czeskg). Dlatego tez, w dalszych badaniach
dotyczacych WSMAD4 analizowano juz wylacznie 9 polskich chorych na CML
Z badanym pseudogenem, dla ktérych zostata zabezpieczona odpowiednia ilo$¢ materiatu

genetycznego do kolejnych badan.

4.6 Potwierdzenie zarodkowego charakteru YSMAD4

W nastgpnym etapie prowadzonych badan postanowiono potwierdzi¢ zarodkowy
(obecny nie tylko w komoérkach nowotworowych, ale we wszystkich komoérkach ciata)
charakter YSMAD4. W tym celu ponownie wykonano reakcje PCR do okreSlania
czestosci wystepowania WSMAD4 (opisang w podrozdziale 3.2.3 Reakcja taricuchowej
polimerazy PCR do oceny obecnosci YSMAD4), jednak tym razem do reakcji uzyto DNA
pochodzenia zarodkowego, ktore wyizolowano z cebulek wlosowych (materiat mozliwy
byt do uzyskania jedynie od 2 chorych na CML z pseudogenem).

Przeprowadzona analiza wykazata obecno$¢ prazka pochodzacego z pseudogenu
zarowno w probkach z DNA zarodkowym jak i nowotworowym, co potwierdzito
zarodkowy charakter WYSMAD4 u obojga chorych. Zdjecie obrazu elektroforetycznego

prezentujacego uzyskane wyniki przedstawia rycina 17.

MWM1 2 3 & 5 neg
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Rycina 17. Obraz elektroforetyczny przedstawiajacy wyniki reakcji PCR potwierdzajacej
zarodkowy charakter YSMAD4. MWM- marker wielko$ci mas (GeneRuler™ 50 bp DNA
Ladder, Thermo Fisher Scientific), strzatkami oznaczono prazki o wielkosci 200 i 600 pz; Sciezki:
11 3- DNA zarodkowe wyizolowane z cebulek wtosowych chorych o numerach odpowiednio 47
i 50 ; 2 i 4- DNA nowotworowe wyizolowane z krwi chorych o numerach odpowiednio 47 i 50;
5- DNA nowotworowe wyizolowane z krwi chorego na CML bez WYSMAD4; neg- kontrola
negatywna reakcji PCR. Kolory odwrdcone.
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4.7 Okreslenie genomowej lokalizacji WSMADA4

Przyblizong lokalizacj¢ przetworzonego WSMAD4 okreslono na podstawie
danych uzyskanych z sekwencjonowania NGS, natomiast dokladne miejsce insercji
okreslono poprzez zsekwencjonowanie metoda Sangera produktéw PCR powstatych
w wyniku amplifikacji regiondw na ztgczach (rycina 7). Gen SMADA4 zlokalizowany jest
na dhugim ramieniu chromosomu 18. Analiza wynikow sekwencjonowania NGS
wykazata obecnos$¢ odczytow sprzecznych w genie SMAD4, dla ktérych pary mapowaly
si¢ na chromosomie 9 w obrebie genu SCAI (Suppressor of cancer cell invasion),
a doktadniej - w jego 18 intronie (NM_173690.5). Na tej podstawie zaprojektowano
startery do reakcji PCR, ktéore umozliwity precyzyjne okreslenie miejsca insercji
pseudogenu oraz sekwencji na ztaczach (tj. fragmentow sekwencji WSMAD4 i SCAI,
ktore ulegly polaczeniu). Przeprowadzona analiza wykazala, ze miejsce pgknigcia genu
SCAI, bedace jednoczesnie miejscem insercji YSMAD4, zlokalizowane jest w ostatnim
intronie, w pozycji chromosomowej chr9:127732713-127732714 (rycina 18).
Wykazano, ze w miejscu peknigcia intronu SCAI, dochodzi do jego polaczenia
z sekwencja WSMAD4, odpowiadajaca fragmentowi mRNA genu SMADA4
(NM_005359.6), pochodzacemu z egzonu 1 (potaczenie SCAI-¥PSMAD4, rycina 18A)
I egzonu 12 (potgczenie WSMAD4-SCAI, rycina 18B). W miejscu polgczenia
PSMAD4-SCAIl pomigdzy sekwencjami WSMAD4 i SCAI zidentyfikowano sekwencje
poli-A. Potwierdzono, ze miejsce insercji WSMAD4 oraz sekwencje na zlaczach
sg identyczne u wszystkich 9 pacjentow CML 2z badanym pseudogenem.
Poniewaz WYSMAD4 ulega insercji na chromosomie 9, poréwnano jego lokalizacje
z potozeniem genu ABL1 zaangazowanego w powstawanie chromosomu Ph.
Ustalono, ze YSMADA4 zlokalizowany jest proksymalnie od ABL1 o niecate 6 Mpz,
co schematycznie przedstawiono na rycinie 18C.
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SCAI SCAI intron 18 SCAI
egzon 19 chr9:127732713-127732714 é egzon 18

B SCAI SCAI intron 18 SCAI

egzon 19 chr9:127732713-127732714 é egzon 18

chr9 WSMAD4 ABL1

I »< |
P24l p223  p21.3  p2id  pi3z  pii2 qi2 qi3 q21.12 q21.2 q21.33  q2232 q3l1  q313 Q331  q333 Q3413

Rycina 18. Schemat genomowej lokalizacji WSMAD4. (A) potaczenie SCAI-PSMAD4,
(B) potaczenie ¥SMAD4-SCAI, (C) potozenie wzgledem ABL1. Na rycinach 18A-B, czerwona
blyskawica oznacza miejsce insercji ¥SMAD4 w 18 intronie genu SCAI. Czarny i r6zowy kolor
prostokatow nad chromatogramami okres§la pochodzenie sekwencji odpowiednio z genu SCAI
I YSMAD4. Prostokaty w kolorze biekitnym odpowiadajg wstawce bedacej duplikacja miejsca
insercji (TSD, ang. target site duplications). Na rycinie 18B zielonymi kropkami w sekwencji
oznaczono sekwencje poli-A o réznej dtugosci w kazdej badanej probee. Rycina 18C przedstawia
schemat chromosomu 9, na ktérym zaznaczono lokalizacje Y'SMAD4 wzgledem genu ABL1.
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4.8 Okreslenie pelnej sekwencji YSMAD4 wraz z miejscem insercji
Powszechnie wiadomo, ze pseudogeny roznig sie od gendéw rodzicielskich
obecnoscig mutacji zaklocajacych powstawanie funkcjonalnego biatka. Dlatego tez,
kolejnym etapem badan byto okreslenie catkowitej sekwencji ¥SMAD4. W tym celu trzy
amplikony, obejmujace caly YSMADA4 lub jego cze¢s¢, zsekwencjonowano metoda NGS
a uzyskane sekwencje ztozono de novo, bez wykorzystania genomu referencyjnego,
jak opisano w podrozdziale 3.2.6 Okresienie sekwencji ¥YSMAD4 za pomocg
sekwencjonowania NGS. Przeprowadzona analiza wykazata, ze sekwencja YSMAD4 ma
dhugos¢ 3466 pz i w poréwnaniu do sekwencji mRNA genu rodzicielskiego SMAD4 jest
krotsza o poczatkowe 41 pz na koncu 5’UTR oraz 5265 ostatnich pz na koncu 3’UTR,
co zostato schematycznie przedstawione na rycinie 19. Na koncu 3° YSMAD4 wystepuje

sekwencja poli-A o dtugosci ok. 60-90 pz.

g
-y

Rycina 19. Schematyczne poréwnanie struktury YSMAD4 i mRNA genu SMAD4. Konce
5’UTR i 3’UTR pseudogenu sg krotsze o odpowiednio 41 i 5265 pz w poréwnaniu do mMRNA
genu SMAD4 (NM_005359.6). Kolorem jasnor6zowym oznaczono fragmenty odpowiadajace
rejonom 5’ i 3’ niepodlegajacym translacji (5’UTR, 3’UTR, ang. 5°, 3’ untranslated region),
natomiast kolorem ciemnorézowym regionowi kodujacemu (CDS, ang. coding DNA sequence).

Cata sekwencja kodujaca biatko zostata zachowana i jest identyczna w przypadku
genu i pseudogenu — nie wykryto zadnych wariantow SNV, wystepujacych powszechnie
w sekwencjach pseudogenow. Rycina 20 przedstawia porownanie catkowitej sekwencji

YSMAD4 z odpowiadajacym fragmentem sekwencji mMRNA genu SMADA4.
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SMADA 1881 1820
WSMADA 1820 1878
SMADA 1921 1880
WSMADA 1280 1030
SMADA 1981 2040
WSMADA 1940 1008
SMADA 2041 2100
WSMADA 2000 2059
SMADA 2101 2180
WSMADA 2060 2119
SMADA 2181 2220
WSMADA 2120 2179
SMADA 2221 2280
WSMADA 2180 2239
SMADA 2281 2340
WSMADA 2240 2209
SMADA 2341 2400
WSMADA 2300 2350
SMADA 2401 2480
WSMADA 23860 2418
SMADA 2481 2520
WSMADA 2420 2479
SMADA 2521 2580
WSMADA 2430 2539
SMADA 2581 2640
WSMADA 2540 2509
SMADA 2641 2700
WSMADA 2600 2659
SMADA 2701 2780
WSMADA 2660 2719
SMADA 2761 2820
WSMADA 2720 2779
SMADA 2821 2880
WSMADA 2780 2839
SMADA 2881 2040
WSMADA 2840 2809
SMADA 2041 3000
WSMADA 2000 2050
SMADA 3001 3080
WSMADA 2080 3019
SMADA 3061 3120
WSMADA 3020 3079
SMADA 3121 3180
WSMADA 3080 3139
SMADA 3181 3240
WSMADA 3140 3199
SMADA 3241 3300
WSMADA 3200 3250
SMADA 3301 3360
WSMADA 3260 3319
SMADA 3361 3420
WSMADA 3320 3379
SMADA 3421 3430
WSMADA 3380 3439
SMADA 3481 CAAAGTTGAATTCTAGGTTTGATTTTTAAGATT 3540
WSMADA 3490 GCATAAATAAAACTGAATETBAACATA - - - - - - - -« - oo mmm oo em e e e oo 3486

Rycina 20. Porownanie calkowitej sekwencji WSMAD4 z sekwencja mRNA genu
rodzicielskiego SMAD4. Sekwencja WSMAD4 o dlugosci 3466 pz zostata poroéwnana
z sekwencjag mRNA SMAD4 (NM_005359.6). Dla zachowania przejrzystosci sekwencje SMAD4
ograniczono do pierwszych 3540 pz, w obrebie ktorych przyrownano sekwencje pseudogenu.
Kolor ciemnoniebieski odpowiada sekwencji identycznej a jasnoniebieski wskazuje réznice
w porownywanych sekwencjach. Rycing przygotowano z uzyciem oprogramowania Jalview
w wersji 2.11.2.5.
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4.9 Ocena typu obserwowanego pseudogenu

Okreslenie pelnej sekwencji WSMAD4 pozwolito na zidentyfikowanie
I potwierdzenie cech charakterystycznych dla pseudogenow przetworzonych takich jak:
- brak sekwencji intronowych,
- obecno$¢ sekwencji poli-A na koncu 3°,
- obecno$¢ wstawki TSD (w tym przypadku ,,TTTC”) bedacej duplikacja miejsca insercji.
Powyzsze cechy, pomimo braku dodatkowych wariantow SNV, pozwolily na
jednoznaczne zakwalifikowanie obserwowanego WSMAD4 do grupy pseudogendéw

przetworzonych.

4.10 Identyfikacja patogennych wariantow, zmian liczby kopii
I aberracji chromosomowych u chorych z YSMAD4

Nastgpnie postanowiono sprawdzi¢, czy probki CML z WSMAD4 cechujg si¢
unikalnymi zmianami genetycznymi, nieobecnymi w probkach CML bez pseudogenu.
W tym celu za pomocg metody NGS zsekwencjonowano pozostate probki CML
z WYSMAD4 wykryte podczas skriningu, tj. probki 46-51. Ostatecznie, analiz¢ danych
pochodzacych z sekwencjonowania NGS wykonano dla 5 probek CP (probki 47-51),
jednej AP (probka 46) i trzech, zsekwencjonowanych wczesniej, probek BP z YSMAD4
(probki 1b, 8b 1 10b). Analiz¢ przeprowadzono jak dla sparowanych probek CML.
Szczegbdtowe informacje dotyczace wykrytych patogennych wariantow przedstawiono na
rycinach 21 i 22.

Analiza mutacji matej skali umozliwita identyfikacj¢ 31 patogennych lub
istotnych wariantow, z czego 16 potwierdzato obecno$¢ pseudogenu we wszystkich
badanych probkach (9/9; 100%). Patogenne warianty u wigcej niz jednego chorego
zidentyfikowano w genach: DNMT3A (3/9; 33%), ABL1 (2/9; 22%) i ASXL1 (2/9; 22%)
(rycina 22). Liczba wariantow patogennych lub istotnych wahata si¢ od 1 do 11 na
probke; wigcej zmian obserwowano w probkach z fazy BP (rycina 21C). Z uwagi na fakt,
ze przetworzone pseudogeny nie posiadaja sekwencji intronowych, odczyty
potwierdzajace obecno$¢ WSMAD4 interpretowane byly przez programy do wykrywania
wariantow jako insercje lub delecje na koncach egzonow genu SMAD4, w obrebie miejsc
splicingowych i stanowily najwigkszy odsetek istotnych wariantow wykrytych
w analizowanych probkach (rycina 21A-B). W dwoch probkach z fazy AP lub CP
(odpowiednio probki 46 i 49), poza wariantami w genie SMAD4 wspierajagcymi obecnosé
pseudogenu nie wykryto patogennych zmian genetycznych. Z kolei w dwoch probkach
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BP, oprocz zmian punktowych i matych insercji-delecji, dodatkowo zidentyfikowano
zwickszong liczbe kopii BCR::ABL1 oraz trisomie chromosoméw 8 i 21 (probka 10b)
a takze monosomi¢ chromosomu 7 (probka 8b). Powyzsze wyniki przedstawiono na
rycinie 22. Ponadto, w probce 49 wykryto delecje chromosomu Y a w probce
50- translokacj¢ t(1;9;22)(q21;q34;q11) - dane pominigto na rycinie 22 z uwagi na to,
ze aberracje te nie sg typowymi ACA obserwowanymi w CML.

A Klasyfikacja wariantéw B Typ wariantéw

miejsca splicingowego

zmiany o -

zmiany ramki odczytu

nonsensowny I DEL

SNV

INS

T 1 1
S o) ) ) <) © &N w © ® o o
« R

catkowita liczba patogennych wariantow catkowita liczba patogennych wariantéw

Patogenne warianty w poszczegdlnych prébkach
mediana: 2

119
(I

liczba wariantow
w ~N
1 1

o
L

Rycina 21. Statystyki dotyczace patogennych lub istotnych wariantéw zidentyfikowanych
w wyniku sekwencjonowania NGS 9 probek CML z YSMADA4. (A) Klasyfikacja wykrytych
wariantow ze wzgledu na wywolywany przez nie efekt, (B) Klasyfikacja wykrytych wariantow
ze wzgledu na ich typ; SNV- wariant pojedynczego nukleotydu, INS- insercja, DEL- delecja,
(C) Liczba patogennych lub istotnych wariantoéw wykryta w poszczegdlnych probkach; kody
probek znajduja sie¢ pod odpowiadajacymi im stupkami. Przerywang linig oznaczono mediang
patogennych wariantoéw. Wykresy wygenerowano za pomoca funkcji plomafSummary pakietu
maftools dla zmian punktowych i matych insercji-delecji, z pominigciem zmian liczby kopii
gendw oraz aberracji chromosomowych.
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0 liczba prébek 9
L J

ASXL1 22%
BCR:ABL1 I 1% .
CHEK2 1%
MYH11 1%
PTPN11 - 1% .
RUNXT - 1% .
SYNE2 1%
~ =) - © © =) el a o
< [T} w <t < < <] - Q
faza choroby
ple¢
ACA
Typ wariantu: Zmiana liczby kopii: Faza choroby: Plec: ACA:
M zmiany sensu zmiany ramki odczytu mm 3 kopie przewlekta (CP) kobieta tak

nonsensowny . kilka wariantow akceleracji (AP) mezczyzna nie
miejsca splicingowego blastyczna (BP)

O wariant obecny rdwniez w sparowane]j probce

Rycina 22. Profil zmian genetycznych zidentyfikowanych na podstawie sekwencjonowania
NGS 9 probek CML z YSMADA4. Wykres przedstawia wszystkie patogenne lub istotne zmiany
jakie zidentyfikowano w ramach analizy zmian punktowych i matych insercji-delecji, zmian
liczby kopii gendow (gorny panel) oraz ACA (dolny panel). Kody poszczegdlnych probek
umieszczono pomigdzy gornym a dolnym panelem. Po prawej stronie gornego panelu podano
odsetek probek, w ktorych wykryto patogenne lub istotne zmiany w poszczegdlnych genach.
Wykres wygenerowano za pomoca funkcji oncoplot pakietu maftools. Skrot; ACA- dodatkowe
aberracje chromosomowe.

4.11 Analiza transkryptomu u chorych z ¥SMAD4

Niewielka cze$¢ pseudogenéw moze podlegaé transkrypcji i w konsekwencji
regulowac ekspresj¢ roznych genow. W celu sprawdzenia czy badany WYSMAD4 ulega
ekspresji wykonano analize transkryptomu za pomocg metody RNAseq dla 8 probek
CML z WYSMADA4. Kontrolg w eksperymencie stanowito 8 probek CML bez badanego
pseudogenu. Uktad probek w grupie badanej i kontrolnej byt taki sam i obejmowat
5 probek CP i 3 BP. Przy zalozeniach minimum dwukrotnej réznicy ekspresji
(fold change; log.FC >1 lub <-1) i odrzuceniu wynikoéw falszywie pozytywnych
(false discovery rate; wspotczynnik FDR <0,05), przeprowadzona analiza nie wykazata
istotnych roznic w ekspresji gendéw SMAD4 (wartos¢ p= 0,35 ; log2FC= -0,15 ;
FDR= 0,84) i SCAI (wartos¢ p= 0,43 ; log2FC= -0,39 ; FDR= 0,87) oraz pozostatych
genow ulegajacych ekspresji w probkach z YSMAD4 wzgledem probek kontrolnych.

Catosciowe dane uzyskane z sekwencjonowania RNAseq zostang zdeponowane

82



w repozytorium Gene Expression Omnibus na etapie skladania manuskryptu
z uzyskanych wynikow w recenzowanym czasopi$mie naukowym. Zmiany ekspresji
gendw nie byly obserwowane ani w analizie wszystkich probek jednoczesnie (rycina 23),
ani z podziatem na fazy choroby (rycina 24). Przedstawiona na rycinie 23 zbiorcza analiza
probek z fazy CP i BP wykazata klastrowanie hierarchiczne probek wzgledem fazy
choroby, ale nie wzglgdem obecnosci WYSMADA4. Analizy porownawcze ekspresji genow
w fazie CP (rycina 24A) i BP (rycina 24B) rowniez nie wykazaly klastrowania
hierarchicznego probek wzgledem obecnosci YSMADA.

Z powodu braku roéznic w sekwencji YSMAD4 i mRNA genu rodzicielskiego
poréwnanie ekspresji SMAD4 w analizowanych grupach jedynie posrednio dowodzi
braku ekspresji pseudogenu. Z tego wzgledu, drugim sposobem oceny potencjalnej
ekspresji YSMAD4 bylo przyréwnanie surowych odczytow z RNAseq do sekwencji
referencyjnej stanowigcej sekwencje WSMAD4 wraz z miejscem jego insercji
w 18 intronie SCAI. Analiza nie wykazata obecnosci odczytow (lub par odczytow)
mapujacych sie jednoczesnie do SCAI i YSMAD4, co dodatkowo potwierdza brak jego

ekspresji.
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Rycina 23. Sygnatura ekspresji genow u chorych na CML z WYSMADA4. Na wykresie
przedstawiono klastrowanie hierarchiczne danych z RNAseq dla probek CML z WSMAD4
i probek kontrolnych CML bez pseudogenu. Heatmapa zostata wygenerowana za pomocg pakietu
mixOmics dla 10,7 tys. genéw, po weczesniejszym odfiltrowaniu genow o niskim i $rednim
poziomie ekspresji (10g.CPM>2); rzedy przedstawiaja poziom ekspresji genow zobrazowanych
za pomoca Z-score, kolumny odpowiadajg chorym poddanym analizie. CPM- counts per milion.
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Rycina 24. Sygnatura ekspresji genow u chorych na CML z YSMAD4 z podzialem na fazy
choroby. Na wykresach przedstawiono klastrowanie hierarchiczne danych z RNAseq dla probek
CML z YSMAD4 i probek kontrolnych CML bez pseudogenu w fazie CP (A) i BP (B).
Heatmapy zostaly wygenerowane za pomoca pakietu mixOmics odpowiednio dla 10,2 tys.
i 11,1 tys. gendw, po wezesniejszym odfiltrowaniu genéw o niskim i §rednim poziomie ekspresji
(log2CPM>2); rzedy przedstawiaja poziom ekspresji genow zobrazowanych za pomoca Z-SCOre,
kolumny odpowiadajg chorym poddanym analizie. CPM- counts per milion.
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5. DYSKUSJA

Chromosom Filadelfia, b¢dacy wynikiem translokacji t(9;22)(q34;g11), stanowi
modelowy przyktad tego, jak obecnos¢ pojedynczej aberracji genetycznej inicjuje proces
transformacji nowotworowej, a jednoczesnie pozwala na zastosowanie skutecznej terapii
celowanej. Wprowadzenie terapii z uzyciem TKI sprawilo, ze CML ma jedno
Z najlepszych rokowan wsrod nowotworéw hematologicznych. Mimo to, opornos¢ na
imatynib lub TKI drugiej generacji zastosowany w pierwszej linii leczenia wystepuje
u, odpowiednio, 10-15% i <10% chorych [10]. Najczestsza przyczyna oporno$ci sa
mutacje w domenie kinazowej BCR::ABL1, jednak zr6znicowana odpowiedzZ na leczenie
z uzyciem TKI wskazuje udziat niezaleznych od BCR::ABL1 mechanizméw w progresji
CML. Mechanizmy nabywania opornosci oraz przyczyny progresji z fazy CP do BP nie
zostaly do konca poznane, jednak moga by¢ one powigzane m.in. z niestabilnoscig
genetyczng, indukowana przez onkogen BCR::ABL1, prowadzaca do nabycia
dodatkowych aberracji genetycznych, poczawszy od mutacji matej skali, az po aberracje
chromosomowve.

Ciagly rozwoj wysokoprzepustowych technologii, wzrost ich dostepnosci oraz
obnizenie kosztow sekwencjonowania NGS umozliwia nie tylko poszukiwanie nowych
czynnikéw prognostycznych i predykcyjnych, ale réwniez odkrywanie molekularnych
mechanizméw patogenezy, opornosci i progresji wielu chorob, w tym chorob
nowotworowych. Prowadzone w ostatnich latach badania wielkoskalowe z uzyciem
sekwencjonowania NGS wskazuja, ze staba odpowiedZ na leczenie z zastosowaniem TKI
oraz progresja z fazy CP do BP w CML moze po czes$ci wynikac z nabycia dodatkowych
mutacji  genetycznych, dotyczacych w szczegélnosci gendéw zaangazowanych
w mechanizmy epigenetyczne tj. modyfikacj¢ struktury chromatyny (np. ASXL1, BCOR,
EZH2, KDM6A) i metylacje DNA (np. DNMT3A, IDH1, IDH2, TET2) [52, 61, 62, 66,
114]. Podobne profile mutacji obserwuje si¢ réwniez w innych nowotworach uktadu
krwiotworczego takich jak: AML [115, 116], MPN [117] i MDS [118, 119].

W poznaniu molekularnych przyczyn opornosci na TKI oraz progresji CML
uzasadniong strategig badan jest wigc identyfikacja i poréwnanie profili mutacji
genetycznych w probkach z fazy CP (pobranych jeszcze przed wdrozeniem leczenia)
ze sparowanymi probkami zebranymi w trakcie progresji choroby. Analiza takich danych
pozwala na wytypowanie zmian genetycznych, zaréwno tych juz istniejgcych na etapie

diagnozy jak i nabytych w trakcie leczenia, o istotnym znaczeniu prognostycznym
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I predykcyjnym, co moze mie¢ konkretne przelozenie na wybdr najkorzystniejszej dla
chorego terapii. O ile dostgpnych jest wiele wynikow badan naukowych wskazujacych
geny zmutowane w sposob istotnie czgsty w CML nawet na duzych zbiorach probek
z fazy CP lub BP, o tyle liczba publikacji uwzgledniajgca dane dla sparowanych probek
jest wcigz ograniczona i zwykle dotyczy kilku-kilkunastu par (tabela 1). Dlatego celem
niniejszej pracy doktorskiej bylo znalezienie nowych zmian genetycznych
w sparowanych probkach z r6znych stadiow CML, mogacych mie¢ zwigzek z opornoscia
na TKI i progresja choroby. Za pomocg metody NGS zsekwencjonowano
25 sparowanych probek CML oraz dodatkowe 20 probek wylacznie z fazy BP,
a nastgpnie przeprowadzono analiz¢ mutacji 193 genow (tabela 4), powigzanych
z patogenezg nowotworéw uktadu krwiotworczego oraz onkogeneza (najczgsciej
zmutowane protoonkogeny i geny supresorowe).

Przedstawiona w rozprawie analiza wykazata patogenne zmiany w genach
zaangazowanych w regulacje metylacji DNA (DNMT3A, IDH2, TET2), modyfikacje
struktury chromatyny (ASXL1, KMT2D) i mechanizmy naprawy DNA (TP53, CHEK2),
a takze w genach kodujacych czynniki transkrypcyjne (IKZF1, RUNX1, WT1), genach
$ciezki sygnatowej RTK-RAS (ABL1, PTPN11) oraz genach uczestniczacych w regulacji
cyklu komorkowego (CDKN2A, CDKN2B) (ryciny 11-13). Najczestsza i zarazem
najlepiej poznang przyczyna opornosci na TKI w CML sg mutacje w domenie kinazowe;j
BCR::ABL1, co potwierdzajg rowniez wyniki przedstawione w ramach tej rozprawy.
Analiza wykazata obecno$¢ patogennych wariantow w ABL1 w 11 z 45 (24%) probek
z fazy BP, w tym w 9 sparowanych probkach i 2 niesparowanych (rycina 12).
W przypadku sparowanych probek BP, te same patogenne warianty obserwowane byty
jedynie w dwoch probkach sprzed progresji choroby, co 0znacza, ze U pozostatych
7 chorych wykryte warianty powstaty pod presja terapii TKI. Z drugiej strony, w 10 z 11
(91%) probek z fazy BP ze zmutowanym ABL1 wykryto dodatkowe, patogenne warianty
w innych genach, co moze wskazywac na udziat w progresji choroby mutacji w genach
innych niz w BCR::ABL1. Wszystkie patogenne warianty wykryte w ABL1 miaty
charakter mutacji zmiany sensu, a wigkszo$¢ z nich zostala wcze$niej opisana
w literaturze jako mutacje typu ,hot spot”, tj. jako najczgsciej wystepujace.
Czgsto$¢ patogennych wariantow W genie ABL1 jest podobna lub nieco nizsza niz
czestos¢ obserwowana w innych, opublikowanych wynikach badan naukowych. W pracy
Curik i in. mutacje w genie BCR::ABL1 wykryto u 28% (24/87) chorych z nieoptymalng

odpowiedzig na TKI lub jej brakiem, z czego u 8 z nich (33%) zidentyfikowano rowniez
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wspotistniejagce mutacje w innych genach, w wigkszosci wystepujace rowniez
w probkach z momentu diagnozy CML [120]. Z kolei analiza 33 probek z fazy BP po
leczeniu TKI wykazata mutacje w ABL1 w 19 probkach (58%) i wystepowaty one
czesciej u chorych z kryza limfoidalng, niz mieloidalng. W 89% probek ze zmutowanym
ABL1 zidentyfikowano istotne mutacje w innych genach, ktére w ponad potowie
przypadkéw wystepowaly jeszcze przed pojawieniem si¢ mutacji w ABL1 [61].
Ilo$¢ wykrywanych wariantow w duzej mierze zalezy od czulosci stosowanej metody.
Ztotym standardem w ocenie mutacji w domenie kinazowej BCR::ABL1 od lat pozostaje
sekwencjonowanie metoda Sangera, ktorego czulo$¢ ocenia si¢ na poziomie okoto
15-20%. W powyzszej pracy czgstosé allelu alternatywnego (VAF, ang. variant allele
frequency) patogennych wariantoéw wykrytych w ABL1 wynosita od 1,5 do 56%; potowa
tych wariantow (9/18) miata VAF <20%, a wigc ponizej czutosci sekwencjonowania
metoda Sangera. Co istotne, wsrod wariantéw o niskim VAF wystgpowaty zmiany
zaliczane do najbardziej opornych mutacji w domenie kinazowej tj. p.Gly250Glu,
p.Glu255Val, p.Glu255Lys, p.Thr315lle oraz p.Phe317Leu, w przypadku ktorych stosuje
si¢ szczegblne protokoty leczenia [121]. Wariant p.Thr315lle zostat wykryty u dwoch
chorych: w probce CP 22a (VAF 19%) oraz BP 19b (VAF 4,6%) i obu chorych
skierowano do terapii komorkowej, tj. allo-HCT lub immunoterapii z uzyciem
limfocytow T z chimerycznym receptorem antygenowym (CAR-T, ang. T cells modified
with chimeric antigen receptor). Istote czuto$ci metody uzywanej do oceny mutacji
w domenie kinazowej BCR::ABL1 podkresla rowniez praca Soverini i in., w ktorej
poréwnano wyniki sekwencjonowania BCR::ABL1 uzyskane metoda Sangera i NGS
[122]. Réwnolegta analiza obiema metodami 236 probek CML wykazata obecnosé
mutacji wykrywanych jedynie metoda NGS u 51 chorych. Dodatkowo, u 29 z 60 chorych,
u ktorych wykryto mutacje metodg Sangera, analiza wynikéw z sekwencjonowania NGS
wykazala obecnos¢ dodatkowych mutacji z nizszym VAF. 18% wszystkich mutacji
niewykrywalnych metoda Sangera mialo istotne znaczenie kliniczne. Co ciekawe,
sekwencjonowanie metoda NGS umozliwia identyfikacje mutacji w domenie kinazowej
ABL1 odpowiedzialnych za progresj¢ choroby juz po 3 miesigcach od rozpoczgcia terapii
z TKI [123].

Gen ASXL1 (Additional sex comb like 1) koduje biatko biorace udziat w regulacji
procesow epigenetycznych i transkrypcji. Prawidtowe biatko ASXL1, poprzez interakcje
z kompleksem biatek PRC2 (Polycomb repressive complex 2) wptywa na trimetylacje

lizyny 27 histonu H3, prowadzac do zahamowania transkrypcji genéw docelowych [124].
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Mutacje genu ASXL1 sa zazwyczaj monoalleliczne, wystepuja w obrgbie egzonu 12
1 majg charakter zmian ramki odczytu lub mutacji nonsensownych, skutkujacych
przedwczesnym skroceniem C-koncowej czesci biatka 1 w konsekwencji utratg jego
funkcji [125]. Liczne doniesienia literaturowe potwierdzaja wysoka czestos¢ mutacji
w ASXL1 w nowotworach hematologicznych linii mieloidalnej m.in. w MDS, MPN,
CML i AML wtoérnej do innych choréb hematologicznych [114, 126-128].
W niniejszej pracy patogenne warianty w genie ASXL1 zostaly wykryte, podobnie jak
w przypadku ABL1, w 24% (11/45) probek z fazy BP (rycina 11-12). Dodatkowo, byt to
réwniez najczesciej zmutowany gen w probkach sprzed progresji CML (8/25 probek,
32%) (rycina 13). Przeprowadzona analiza wykazata obecno$¢ typowych dla ASXL1
wariantow o charakterze zmian ramki odczytu oraz wariantow nonsensownych w egzonie
12, do najczgstszych zmian nalezaty warianty: p.Gly646Trpfs*12 (5/45, 11%) oraz
p.Glu635Argfs*15 (3/45, 7%). Mutacje w ASXL1 uwazane sg za nickorzystny czynnik
prognostyczny w réznych nowotworach. Retrospektywna analiza 81 genéw powigzanych
z nowotworzeniem u 115 chorych na CML w r6znych stadiach choroby wykazata,
ze najczestszym genem zmutowanym w fazie CP i AP byt ASXL1, odpowiednio 14 i 40%.
Co wigcej, w analizie wieloczynnikowej pokazano, ze mutacje w ASXL1 byly jedynym
niezaleznym czynnikiem ryzyka zwigzanym z gorszym czasem przezycia wolnym
od zdarzen (EFS, ang. event-free survival) w fazie przewlektej CML [129].
Ostatnie badania wskazuja, ze mutacje w ASXL1l, s3a nie tylko czynnikiem
prognostycznym, ale i predykcyjnym w CML. Schonfeld i in. przeprowadzili analizg,
w ktorej] wykazali, ze chorzy na CML ze zmutowanym ASXL1 w fazie CP,
odpowiadali gorzej na terapi¢ z nilotynibem w stosunku do pozostalych badanych
chorych, mimo zaobserwowanej eradykacji wigkszosci mutacji w trakcie leczenia [130].
Do niedawna mutacje w ASXL1 uwazano za zdarzenia powigzane z podesztym wiekiem,
jednak badanie przeprowadzone przez Ernsta i in. na grupie mtodych dorostych i dzieci
chorych na CML wykazato, ze ASXL1 byt jedynym z analizowanych 30 gendéw ktory
ulegal mutacji (6/21 chorych) [131]. W niniejszej pracy, u dwoch chorych
zaobserwowano zanikanie patogennych wariantow w ASXL1 w trakcie progresji choroby.
U chorego o numerze 22 zanik wariantéw jest wynikiem przeprowadzonego przeszczepu
allo-HCT, natomiast w przypadku chorego o numerze 17 doszto do utraty dwoch
wariantow: zamiany ramki odczytu (VAF= 29%) i nonsensownego (VAF= 16%),
co moze $wiadczy¢ o wznowie nowotworu z innego klonu komorek biataczkowych.

Zanik mutacji w genie ASXL1 wraz z progresja choroby zostal juz wczesniej opisany
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w AML [132] i CML [133], co wskazuje, ze status mutacji ASXL1 moze ulega¢ zmianie
w trakcie ewolucji choroby, a mutacje te nie stanowig dobrego markera do monitorowania
choroby resztkowej w AML.

Analiza przeprowadzona w ramach niniejszej pracy pozwolita na identyfikacje
patogennych wariantow w genie IKZF1 (IKAROS family zinc finger 1), kodujacym
czynnik transkrypcyjny odgrywajacy kluczowsa rolg w hematopoezie, szczeg6lnie w linii
limfoidalnej, jako gldwny regulator wczesnego rozwoju limfocytdéw, ich réoznicowania
i homeostazy [134]. W wyniku alternatywnego splicingu mogg powstawac skrocone
izoformy IKZF1, ktére utracity zdolno$¢ wigzania DNA, ale moggce hamowaé
funkcjonalne biatko o pelnej dlugosci (ang. dominant-negative isoforms) [135].
Heterozygotyczne mutacje IKZF1 prowadza zazwyczaj do szybkiego rozwoju ostrych
biataczek i chioniakéw [136]. Delecje IKZF1 sg najczgstszym typem mutacji
wystepujacej w ALL z chromosomem Ph i stanowig negatywny czynnik prognostyczny,
zarowno u dorostych, jak i dzieci [137, 138]. Delecji moze ulegac caty gen lub jedynie
cze$¢ egzondw (najczesciej egzony 2-7 i 4-7), a zmiany te obserwowane sg zard6wno
w ALL, jak i CML w fazie BP o fenotypie limfoidalnym; brak jest ich w kryzie
mieloidalnej i fazie CP [139, 140]. Zgodnie z powyzszym, w przeprowadzonej analizie
patogenne zmiany w genie IKZF1 wystgpowaly jedynie w fazie BP (rycina 11-12),
gtownie w postaci delecji 1 lub 2 kopii obejmujacych caty gen lub egzony 2—7 albo 4-7.
Podobne zmiany w probkach CML zaobserwowali wczesniej Branford i in.; co ciekawe,
delecje wykryto nie tylko w fazie BP, ale rowniez w kilku probkach z fazy CP
0 niekorzystnym przebiegu [61]. Opisano roéwniez nietypowy przypadek, w ktorym
u 1,5-rocznej dziewczynki z CML zidentyfikowano delecje w genach IKZF1, CDKN2A,
PAX5 i ETV6. Zmiany te przyczynily si¢ do progresji do fazy BP, a nastepnie
transformacji do ALL w przeciagu 6 miesi¢cy od diagnozy [141].

RUNX1 (RUNX family transcription factor 1) jest kolejnym czynnikiem
transkrypcyjnym pelnigcym kluczowa rolg w regulacji hematopoezy. Mutacje
somatyczne w RUNX1 wystepuja czesto W nowotworach i stanowig niezalezny
negatywny czynnik prognostyczny, co zaobserwowano m.in. w: AML [142], MDS [143]
i ALL [144]. Ostatnic badania wskazujg jednak, ze efekt ten moze zalezeé
od zastosowanej terapii [145]. Z kolei zarodkowe mutacje RUNX1 powigzano
z wystgpowaniem rodzinnego defektu ptytek z predyspozycja do AML (ang. familial
platelet disorder with predisposition to AML) [146]. W przeprowadzonej analizie

patogenne warianty w RUNX1 zidentyfikowano u 18% chorych w fazie BP, z czego 2/3
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wykryto w domenie RUNT, odpowiedzialnej za wigzanie DNA, i byly to gltéownie
warianty zmiany sensu. Pozostale warianty byly zlokalizowane w domenie
transaktywacyjnej TAD (lub w jej poblizu), posredniczacej w odziatywaniach biatko-
biatko, i mialy charakter wariantow zmiany ramki odczytu lub wariantow
nonsensownych (rycina 11-12). Profil zmian w RUNX1 jest zgodny z opublikowanymi
dotychczas danymi [64, 142]; przypuszcza si¢ ze obserwowane zmiany zaburzajg
fizjologiczng funkcje RUNX1 poprzez uposledzenie zdolnosci wigzania DNA lub
przedwczesng terminacje biatka [147]. Mutacje w RUNX1 sg czesto identyfikowane
rowniez w CML [63, 64]. Wykazano takze ich potencjalny udziat w transformacji do
AML [148]. Oprocz mutacji mono i biallelicznych, RUNX1 jest rowniez partnerem
fuzyjnym w ponad 50 translokacjach chromosomowych, obserwowanych
w nowotworach uktadu krwiotworczego [149].

Analiza danych z sekwencjonowania NGS pozwolita na wykrycie w 13% probek
(6/45) z fazy BP patogennych wariantoéw w genie DNMT3A (DNA methyltransferase 3
alpha), kodujacym metylotransferaz¢ DNA, zaangazowang w proces metylacji de novo
(rycina 11-12). U 4 chorych warianty te byly obecne roéwniez w probkach sprzed progresji
choroby, przez co DNMT3A byt drugim najczgséciej zmutowanym genem w tej grupie
(16%) (rycina 13). Mutacje w DNMT3A wystepuja z rozng czestotliwoscia w wielu
nowotworach hematologicznych, w tym gtownie w AML i MDS [150] i na og6t maja
charakter mutacji punktowych, zlokalizowanych w obrebie funkcjonalnych domen,
prowadzacych do utraty funkcjonalnego biatka [151]. Mutacje typu ,hot spot”
w DNMT3A najczgsciej dotycza kodonu p.Arg882 [152], jednak nie zidentyfikowano ich
w przeprowadzonej, w ramach niniejszej rozprawy, analizie. Ciekawe wydaja si¢ jednak
dwie inne, dotychczas nieopisane patogenne zmiany (p.Leu798Phe i p.Pro799Thr)
znajdujace si¢ w tej samej domenie katalitycznej DNMT3A, co najczgstsze mutacje
p.Arg882. Badanie przeprowadzone przez Kim i in. wykazalo, ze somatyczne mutacje
w DNMT3A i ASXL1 mogg pehnic istotng rolg w progresji CML i rozwoju opornosci na
terapi¢ TKI niezaleznej od mutacji w BCR::ABL1 [57]. Istnieja rowniez dane wskazujace,
ze mutacje w genach zaangazowanych w procesy epigenetyczne (W tym DNMT3A)
wystepuja czesciej u chorych, u ktérych po odstawieniu TKI doszto do nawrotu CML,
w poréwnaniu z chorymi w remisji [153]. Mimo, iz mutacje w DNMT3A sg czg¢sto tgczone
ze zjawiskiem CHIP i podesztym wiekiem chorych [54], wykrywane sa roéwniez

w pediatrycznych probkach nowotworowych [154].
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TP53 (Tumor protein p53) jest genem supresorowym zaangazowanym w wiele
kluczowych proceséw na poziomie koméorkowym, w tym regulacje cyklu komérkowego
I mechanizmy naprawy uszkodzen DNA. TP53 jest czesto zmutowany w guzach litych,
natomiast w przypadku CML mutacje obserwuje si¢ u okoto 20% chorych w fazie BP
[155]. W badaniu prezentowanym w rozprawie, patogenne warianty w genie TP53
zostaly zidentyfikowane jedynie w fazie BP u 16% chorych (7/45, rycina 11-12).
Obserwowane zmiany miaty charakter typowych dla tego genu patogennych wariantow
SNV lub ptytkich delecji wynikajacych z delecji catego krotkiego ramienia chromosomu
17 lub jego czesci. Polgczenie wariantu SNV i delecji, skutkujace biallelicznym
wylaczeniem TP53 zaobserwowano u 2 chorych. Mutacje w TP53, chociaz rzadko,
sg obserwowane rowniez w CML w fazie CP, a ich obecno$¢ moze mieé¢ zwigzek
z nieoptymalng odpowiedzig na leczenie lub progresja choroby [156]. Istniejg badania
wskazujace, ze TP53 jest selektywnie aktywowany przez imatynib w komoérkach CML,
a mutacje w tym genie moga przyczyniac si¢ do indukowania opornosci na terapi¢ z tym
inhibitorem [157].

W 9% probek BP (4/45) zaobserwowano ptlytkie 1 glebokie delecje genow
CDKN2A i CDKN2B (Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 2A/B), ktorych produkty
biatkowe zaangazowane sg w regulacje cyklu komorkowego i apoptozy. Co ciekawe,
we wszystkich probkach z delecja CDKN2A/B stwierdzono réwniez kodelecje IKZF1,
a zmiany te nie wystepowaly w probkach sprzed progresji choroby (rycina 11-12).
Delecje CDKN2A/B zostaly wczesniej opisane w CML jako zmiany charakterystyczne
dla limfoidalnej fazy BP [63, 66], jednak najczgsciej identyfikowane sa w ALL
u dorostych i dzieci [158]. Wykazano, ze bialleliczna utrata CDKN2A czesto
wspotwystepuje z delecja IKZF1 lub PAXS5, a takze jest zwigzana ze stabg odpowiedzia
na leczenie sterydami oraz zwigkszonym ryzykiem nawrotu ALL z prekursorow
limfocytow B u dzieci [159]. Natomiast kodelecja CDKN2A 2z IKZF1
u dorostych chorych na ALL koreluje z istotnie gorszym czasem przezycia catkowitego
w porownaniu do delecji tylko jednego lub zadnego z tych genéw [160].

U dwoch pacjentow wykryto rowniez patogenne warianty w PTPN11 (Protein
tyrosine phosphatase non-receptor type 11) w probkach BP (brak w sparowanych
probkach sprzed progresji CML) (ryciny 11-12). W prawidlowej hematopoezie PTPN11
jest regulatorem szlaku sygnatowego RAS/MAPK, a mutacje nabycia funkcji (ang. gain-
of-function) prowadza do hiperaktywacji tego szlaku i w konsekwencji do transformacji

nowotworowej [161]. Mutacje w PTPN11l s3 czesto obserwowane w rdéznych
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nowotworach uktadu krwiotworczego tj. AML, CML, MDS, ALL atakze w guzach litych
np. w raku phuc, piersi, jelita grubego. Przeprowadzona analiza wykazala obecnosé
patogennych wariantdow w najczes$ciej zmutowanych kodonach Ala72, Gly60 i Glu76
m.in. w AML, rasopatiach i zespole Noonan [162].

Znanym czynnikiem prognostycznym w CML sg ACA [163]. Analiza danych
uzyskanych z sekwencjonowania NGS pozwolita na identyfikacje aberracji
chromosomowych, typowych dla CML, takich jak monosomia chromosomu 7,
trisomia chromosomu 8, ztozony Kariotyp, jak réwniez innych, mniej typowych zmian
(tabela 20). Do innych aberracji ACA najczeSciej pojawiajacych sie w publikacjach
naukowych [61, 66], ale niezaobserwowanych w wynikach niniejszej pracy doktorskiej
zalicza si¢ trisomi¢ chromosomow 17 i 19 oraz dodatkowy chromosom Ph
(w prezentowanej rozprawie zaobserwowano jedynie zwigkszong liczbg kopii
BCR::ABL1, ale nie pozostatych genéw zlokalizowanych na chromosomie Ph).
Kompleksowej analizy ACA dokonali Hehlmann i in., ktérzy na podstawie danych dla
ponad 1500 chorych na CML leczonych imatynibem wytypowali aberracje, ktore mimo
niskiego odsetka blastow zwigkszaty ryzyko progresji choroby oraz $mierci [163].

Znajomo$¢ patogennych zmian moze mie¢ rowniez przetozenie na doktadniejszg
klasyfikacj¢ 1 okreslenie podtypu choroby. Jak wynika z przeprowadzonych dotychczas
badan naukowych, mimo wielu naktadajacych si¢ zmian genetycznych, fazy blastyczne
limfo- i micloidalne majag odmienne profile molekularne. Do zmian typowych dla
limfoidalnej fazy BP zalicza si¢: delecje IKZF1, CDKN2A/B, monosomie chromosomu 7
1 9. Z kolei w mieloidalnej fazie BP czg¢sciej obserwuje si¢ mutacje w ASXL1 i TP53 oraz
trisomie chromosomow 8, 19 1 21. W obu rodzajach kryzy z podobng czgstoscia
obserwuje si¢ mutacje w RUNX1 i dodatkowy chromosom Ph [61, 64, 66, 164].

Analiza danych klinicznych w polaczeniu z wynikami sekwencjonowania NGS
umozliwia identyfikacje nie tylko czynnikow prognostycznych, ale i predykcyjnych.
W 2019 roku Nteliopoulos i in. opublikowali wyniki badan przeprowadzone na grupie
124 chorych na CML w fazie CP, od ktorych zebrano material do badan przed
1 po rozpoczgciu leczenia z uzyciem imatynibu lub TKI drugiej generacji, a nastgpnie
probki te poddano sekwencjonowaniu 71 gendéw metodg NGS. Analiza umozliwita
identyfikacj¢ somatycznych mutacji w 21 genach u 30% chorych, z ktorych wigkszosc¢
nie odpowiadata na leczenie. Do gendéw z najwigksza liczba mutacji nalezaty: ASXL1,
IKZF1, DNMT3A, CREBBP, KMT2D, KMT2E i EP300. Co ciekawe, obecnosc¢

patogennych wariantow negatywnie wplywala na szybko$¢ osiggania wigkszej
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odpowiedzi molekularnej (ang. major molecular response), czas przezycia wolny od
progresji (PFS, ang. progression-free survival) i EFS w kohorcie chorych leczonych
imatynibem, ale nie u chorych leczonych TKI drugiej generacji [165]. Zwigzek pomiedzy
mutacjami w genach innych niz BCR::ABL1 a odpowiedzig na leczenie wykazaty
réwniez inne badania, w ktorych analiza in silico mutacji w genach czgsto zmutowanych
w nowotworach pozwolita na identyfikacje pacjentow z wysokim ryzykiem
niepowodzenia terapii z zastosowaniem imatynibu [166].

Ewolucja klonalna komorek nowotworowych jest efektem gromadzenia sig¢
w nich roéznych mutacji somatycznych, majacych wpltyw na fenotyp komorek,
czy wrazliwos$¢ na leki. Modelowym przyktadem rozwoju nowotworu w wyniku ewolucji
Klonalnej jest AML [167], pojawiaja si¢ jednak doniesienia o jej roli rowniez
w patogenezie CML [59, 114]. Przedstawiona w rozprawie analiza porownawcza profili
mutacyjnych 25 sparowanych probek pozwolita na okreslenie dynamiki patogennych
zmian i ich r6ézny charakter. Progresji choroby towarzyszyt zaréwno zanik patogennych
wariantow/probke (ASXL1), jak rowniez pojawianie si¢ lub wzrost ich ilosci (ABLL,
RUNX1, IKZF1, PTPN11, CDKN2A/B) albo brak zmian (DNMT3A, SMAD4, CHEK?2)
(tabela 21). Roznice obserwowane w obrebie probek z odmiennych punktéow czasowych
u poszczegdlnych pacjentow sugerujag obecno$¢ roznych klondéw biataczkowych
ulegajacych ekspansji lub regresji wraz z progresja choroby. W przeprowadzonej
analizie, brak dostepu do DNA linii zarodkowe]j uniemozliwit jednoznaczne okreslenie
charakteru wykrytych zmian, jednak VAF wigkszosSci z nich sugeruje, ze sg to warianty
somatyczne. Niewatpliwg warto§¢ mialoby skorelowanie powyzszej analizy
z doktadnymi danymi klinicznymi dotyczacymi zastosowanej terapii i poziomu
transkryptu BCR::ABL1, ktore umozliwitoby precyzyjne okreslenie zalezno$ci pomigdzy
obserwowanymi aberracjami a odpowiedzig na leczenie i przebiegiem choroby. Bez tych
danych mozna jedynie spekulowaé, ze utrata i pojawianie si¢ patogennych zmian
w trakcie choroby wigzg si¢ odpowiednio z eradykacja biataczkowych klonéw wskutek
wilasciwie dobranej terapii lub progresja choroby / opornoscia na zastosowanie leczenie.
Schmidt i in. wykonali gtebokie sekwencjonowanie NGS 25 genow w komorkach z i bez
chromosomu Ph, pochodzacych od chorych na CML. Analiza wykazata obecno$¢ mutacji
w genach innych niz BCR::ABL1 (np. w ASXL1, DNMT3A, EZH2, RUNX1, TP53i TET2)
zaro6wno W klonach komoérkowych z chromosomem Ph, wyizolowanych z prébek CP na
etapie diagnozy, jak i klonach bez tego chromosomu w trakcie leczenia TKI.

W niektorych przypadkach obserwowane zmiany byty obecne jednocze$nie w klonach
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z chromosomem Ph, jak tez w sparowanych probkach bez chromosomu Ph, przez co
autorzy sugerujg, ze mutacje niezalezne od BCR::ABL1 moga stanowi¢ wazny czynnik
ewolucji klonalnej w CML. Autorzy powyzszego badania proponujg 3 modele ewolucji
klonalnej CML, w ktérych mutacje dodatkowe wystepuja w obrebie klonu z translokacja
BCR::ABL1, poprzedzaja ja lub wystepuja w catkowicie odrgbnych klonach [59]. Inne
badanie, w ramach ktérego zsekwencjonowano seryjne probki od 100 chorych na CML,
pochodzace sprzed rozpoczecia i po zakonczeniu terapii z TKI, wyodrebnity 5 wzorcow
ukazujgcych dynamike mutacji wynikajagcg z zastosowanego leczenia. Autorzy wykazali
korelacje pomigdzy nabywaniem, utrzymywaniem lub zanikiem mutacji w trakcie terapii
a przebiegiem choroby. Najlepsza odpowiedZ molekularng zaobserwowano u chorych,
u ktorych mutacje wykryte na etapie diagnozy, wykrywane byly réwniez w probkach po
zastosowaniu TKI pomimo skutecznej eradykacji klonéw z chromosomem Ph, ale nie
byty obserwowane w limfocytach T. Z kolei najgorszy przebieg leczenia zaobserwowano
u chorych, w przypadku ktorych mutacje pojawiaty si¢ dopiero po terapii z TKI, a ktore
nie byly obecne na etapie diagnozy oraz w limfocytach T [114].

Analiza przeprowadzona w ramach niniejszej pracy pozwolita na identyfikacje
patogennych wariantow w genach stanowigcych potencjalne cele terapeutyczne,
takich jak: RUNX1, IKZF1, ASXL1, TP53 czy IDH1/2. Wysokoprzepustowe testy
wrazliwosci i oporno$ci na leki (ang. high-throughput drug sensitivity and resistance
testing) przeprowadzone na komorkach pochodzacych od chorych na CML
ze zmutowanym RUNX1 wykazaty ich wrazliwos¢ na inhibitory mTOR, VEGFR i BCL2
oraz na glikokortykoidy [64]. Co wigcej, potaczenie tych lekow z imatynibem dawato
efekt  synergistyczny, obserwowany szczegélnie w przypadku kombinacji
z deksametazonem. Ponadto, ze wzgledu na obserwowany wzrost ekspresji antygenu
CD19 u chorych z aberracja w RUNX1, zastosowanie immunoterapii z uzyciem CAR-T
skierowanych przeciwko czasteczce CD19 wykazatlo ex vivo silng aktywnos¢
cytotoksyczng komoérek CAR-T w stosunku do komorek biataczkowych.
Opisano przyktad chorego na AML z t(8;21)(RUNX1-RUNX1T1), u ktoérego po
wdrozeniu immunoterapii CD19 CAR-T zaobserwowano remisj¢ choroby [168]. Inna,
réwnie obiecujgcy strategig leczenia chorych ze zmutowanym RUNX1 wydaje si¢ by¢
zastosowanie inhibitorow BET. BRD4 (Bromodomain containing 4) jest jednym z biatek
rodziny BET, ktore wigzac si¢ do acetylowanych histonow reguluje transkrypcje wielu
gendéw, w tym RUNX1 [169]. Zastosowanie inhibitorow BET prowadzi do zahamowania

funkcji RUNXT1, prowadzgc tym samym do nasilonej apoptozy komorek biataczkowych
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ze zmutowanym RUNX1 w poréwnaniu do komorek z niezmutowanym genem.
Inne badania pokazuja, ze inhibitory BET moga przynies¢ korzy$¢ rowniez w leczeniu
pacjentow z mutacjami ASXL1, skracajacymi cze$¢ C-koncowg biatka, gdyz skrocona
forma biatka ASXL1 ulega interakcji z BRD4, co w konsekwencji powoduje
uwrazliwienie komorek szpiku na inhibitory BET [170]. Kolejnym obiecujacym celem
terapeutycznym jest IKZF1. Mutacje w Ikzf1 w mysich komérkach AML z chromosomem
Ph ostabiajg odpowiedZ na leczenie dasatynibem. Wykazano, ze dodanie do terapii
retinoidow nasila dziatanie dasatynibu, zar6wno w komoérkach mysich jak i ludzkich, oraz
odwraca efekt wywotany mutacjami w IKZF1, powodujac obnizenie adhezji i proliferacji
komorek, zatrzymanie cyklu komorkowego i w konsekwencji $mier¢ komorek
biataczkowych [171]. Potencjalng korzys$¢ kliniczng mogliby rowniez odnies¢ chorzy,
u ktorych wykryto mutacje w IDH1/2, gdyz inhibitory tych genoéw tj. enasidenib
(inhibitor IDH2) [172] i ivosidenib (inhibitor IDH1) [173] zostaty zatwierdzone przez
FDA w leczeniu AML z mutacjami IDH1/2. Pojawia si¢ coraz wigcej badan naukowych
i klinicznych, w ktorych celami terapeutycznymi sg takze inne geny czg¢sto zmutowane
w r6znych nowotworach hematologicznych, w tym w CML tj.: TP53 [174], DNMT3A
[175], EZH2 [176] i NOTCH1 [177]. Analiza przeprowadzona w ramach niniejszej pracy
doktorskiej wykazata delecjc CDKN2A w 9% (4/45) analizowanych probek z fazy BP
majaca potencjalnie istotne znaczenie w konteks$cie odpowiedzi na inhibitory kinaz
zaleznych od cyklin (CDK4/6) [178]. Ponadto, u pojedynczych chorych wykryto rowniez
patogenne warianty w genach uczestniczacych w naprawie DNA: CHEK2, ATM, BRCA2,
MLH1, MSH2 i MSHG6 stanowigcych obiecujacy cel terapeutyczny z zastosowaniem
inhibitorow PARP w terapii opartej o zjawisko tzw. syntetycznej letalnosci
(ang. synthetic lethality), stosowanej m.in. w raku jajnika [179]. Co wigcej, istniejg
badania sugerujace, ze z terapii z uzyciem inhibitorow PARP mogliby skorzysta¢ rowniez
chorzy ze zmutowanym TET2, ale nie DNMT3A, gdyz mutacje w tych genach powoduja
odpowiednio uwrazliwienie i oporno$¢ na te inhibitory [151]. Niemniej, w przypadku
CML podejscie takie wydaje sie¢ dos¢ ryzykowne wobec pojawiajacych si¢ doniesien
o wzroscie ryzyka rozwoju AML lub MDS po terapii z inhibitorami PARP [180].
Oprécz patogennych zmian genetycznych w genach omoéwionych powyzej,
ktorych rola w CML zostala juz opisana, w toku przeprowadzonej analizy
zidentyfikowano réwniez 126 wariantow typu VUS. Zaliczaly si¢ do nich gléwnie
warianty zmiany sensu, na ktorych patogenno$¢ wskazywaly bioinformatyczne

predyktory (minimum 3 z zastosowanych 5) i bazy danych, jednak brakowato
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dodatkowych danych jednoznacznie potwierdzajacych ich patogenny charakter.
Warianty VUS, wykryte u minimum 3 chorych dotyczyly genow: MYH11, PDE4DIP,
LRP1B, NTRK1 i PCLO. Co cickawe, zaden z tych gendw nie zostat jak dotad opisany
jako czesto zmutowany w CML za wyjagtkiem PDE4DIP, w ktorym mutacje
w roznych typach biataczek opisano po raz pierwszy u chinskich chorych w 2020 roku
[181]. Wedlug danych TCGA zgromadzonych na portalu cBioPortal (dostepne zbiory
Firehose Legacy) mutacje w tych genach wyst¢puja w wielu typach nowotworow,
najczegsciej w czerniaku, raku plaskonablonkowym przetyku i ptuc oraz chioniaku
rozlanym z duzych komoérek B [182]. MYH11 jest dobrze opisanym partnerem fuzyjnym
w AML, gdzie fuzja CBFB::MYH11 wynikajaca z inv(16)(p13.1q22) jest powigzana
z korzystnym przebiegiem choroby [183]. Innym genem, uczestniczacym w fuzjach
genowych, obserwowanych w AML jest NTRK1: wykazano, Zze niektére mutacje
wystepujace w tym genie mogg indukowaé opornos¢ na leczenie za pomocg inhibitorow
kinaz tyrozynowych z rodziny TRK [184]. LRP1B jest genem supresorowym
zmutowanym w wielu nowotworach. Chorzy ze zmutowanym LRP1B moga odnies¢
korzys$¢ z terapii z uzyciem inhibitoréw punktow kontrolnych (ang. checkpoint inhibitors)
[185]. Podsumowujac, istnieje potrzeba dalszych badan, zwtaszcza funkcjonalnych, ktore
pozwolg na okreslenie roli powyzszych genéw zard6wno w patogenezie, jak i przebiegu
CML.

Interesujaca zmiang wykryta w trakcie przeprowadzonej analizy a jednocze$nie
nieopisang jak dotad w nowotworach, w tym w CML, byl przetworzony pseudogen
SMADA4. W niniejszej pracy doktorskiej podjeto probe oceny jego znaczenia W przebiegu
CML. WSMAD4 zostat poczatkowo wykryty u 3 chorych w fazie BP (7%, 3/45).
Przeprowadzono poszerzony skrining w roznych typach biataczek, ktory wykazat istotny
statystycznie wzrost czgstosci wystgpowania WSMAD4 jedynie w przypadku CML,
ale nie AML, ALL i CLL, w porownaniu do obserwowanej czgstosci w polskiej populacji
(tabela 22). Co wiecej, wydaje sie, ze czestos¢ wystgpowania pseudogenu moze roznic¢
si¢ w zaleznosci od badanej populacji. Wykazano, ze czgstos¢ wystepowania YSMADA4
w badanej grupie kontrolnej byta dwukrotnie wyzsza niz obserwowana w amerykanskich
(0,26%) i brytyjskich (0,24%) badaniach naukowych, w ktérych material stanowity
probki od 0sob skierowanych do badan genetycznych oceniajacych m.in. predyspozycje
do nowotworow dziedzicznych [97, 98]. W nastepnym etapie potwierdzono zarodkowy
charakter WSMADA4, okreslono jego dokladng pozycje genomowa oraz sekwencje

(ryciny 17-20). Co cickawe, jedyng zmiang odrozniajagcg pseudogen od genu
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rodzicielskiego byly skrocone konce 5 i 3' UTR, nie zaobserwowano natomiast zadnych
roéznic W sekwencji CDS (rycina 19-20). Otrzymane wyniki dotyczace lokalizacji
i sekwencji WSMAD4 s3 zgodne z opublikowanymi dotychczas danymi [98].
Kolejno postanowiono sprawdzi¢, czy probki z WSMAD4 posiadajg inne warianty,
odrdzniajace je od probek CML bez pseudogenu. Analiza danych z sekwencjonowania
193 genow wykazata, ze profil zmian genetycznych probek z WYSMAD4 byt zblizony do
profilu probek CML bez pseudogenu, przeanalizowanych w ramach niniejszej pracy
doktorskiej (rycina 22). Poza odczytami w genie SMAD4 potwierdzajgcymi istnienie
pseudogenu, wykryto, obserwowane u minimum 2 chorych, patogenne zmiany w genach
DNMT3A, ABL1 i ASXL1, ktorych znaczenie oméwiono powyzej. U jednego chorego
w fazie CP wykryto wariant nonsensowny w genie MYH11 (Myosin heavy chain 11).
MYH11 jest dobrze opisanym partnerem fuzyjnym genu CBFB w AML [183], jednak
mutacje punktowe w tym genie w nowotworach uktadu krwiotworczego pojawiaja si¢
rzadko, a ich znaczenie nie jest do konca poznane [186]. Istniejg badania naukowe
wskazujace, ze obnizona ekspresja MYH11 lub warianty SNV mogg mie¢ zwigzek
z rozwojem raka jelita grubego [187] i wywotuja fenotyp zblizony do fenotypu zespotu
polipowatos$ci mtodzienczej [188]. Co ciekawe, w patogenezie tych chorob istotng role
odgrywa rowniez SMADA4.

W celu sprawdzenia czy WSMAD4 ulega ekspresji wykonano analize
transkryptomu technikg RNAseq. Z powodu braku roznic w sekwencji ¥SMAD4 i mMRNA
SMAD4 niemozliwe bylo wykrycie odczytow specyficznych jedynie dla pseudogenu,
ktore bezsprzecznie dowodzityby jego ekspresji. Oceny potencjalnej ekspresji ¥YSMAD4
dokonano wigc w sposob posredni, poprzez poroéwnanie poziomu ekspresji SMAD4
w probkach z i bez pseudogenu. Analiza nie wykazata istotnych roznic w ekspresji
SMAD4, co sugeruje prawdopodobny brak ekspresji i wptywu WSMADA4
na funkcjonowanie genu rodzicielskiego na poziomie RNA. Drugim sposobem na
potwierdzenie braku ekspresji WYSMAD4 byta manualna inspekcja miejsca insercji
pseudogenu w programie IGV, podczas ktorej nie zaobserwowano odczytéw sprzecznych
(ang. discordant reads), z ktorych jeden odczyt z pary mapowalby si¢ do pseudogenu
a drugi do miejsca jego insercji, ani odczytéw rozszczepionych (ang. split reads),
gdzie czes¢ jednego odczytu mapowataby sie do SMAD4, a druga czes¢ tego samego
odczytu - do intronu SCAI. Wreszcie, trzecim sposobem byta bioinformatyczna analiza
danych, w ktorej surowe odczyty z RNAseq przyrownano do sztucznej referencji

stanowigcej doktadng sekwencje WYSMAD4 wraz z okalajacg ja sekwencjg ostatniego
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intronu SCAI. Ponownie nie wykryto odczytow mapujacych si¢ jednoczesnie do
YSMAD4 i miejsca jego insercji. Podobne podejscie do detekcji ekspresji pseudogenow
w swojej pracy naukowej zastosowali Cooke i in., ktorzy za pomocg odczytow
sprzecznych potwierdzili ekspresj¢ somatycznego przetworzonego pseudogenu KTN1
zlokalizowanego w intronie genu PSD3 w raku ptuca [78].

Pseudogeny moga mie¢ wplyw na funkcjonowanie nie tylko genoéw
rodzicielskich, ale réwniez innych, niezwigzanych gendéw, w tym tych bedacych
miejscem ich insercji. Z tego wzgledu porownano poziom ekspresji SCAl w probkach
z WYSMAD4 i probkach kontrolnych, jednak analiza nie wykazala istotnych zmian.
Porownujac obie grupy nie zaobserwowano takze istotnych réznic w poziomie ekspresji
wszystkich pozostatych genoéw poddanych analizie. Klastrowanie hierarchiczne
wykazato grupowanie si¢ probek jedynie wzgledem fazy choroby, a roznice ekspresji
genoéw pomiedzy fazag CP i BP CML zostaly juz wczesniej opisane [63, 189, 190].
Uzyskane wyniki z analizy RNAseq sugeruja, ze WSMAD4 nie ulega ekspresji,
a tym samym nie pehni istotnej roli na poziomie RNA w stosunku do genu rodzicielskiego
SMAD4, wzgledem SCAI, stanowigcego miegjsce jego insercji ani tez wzglgdem innych
genow, ulegajacych ekspresji w analizowanych probkach. Majac na uwadze
umiejscowienie pseudogenu mozna przypuszczac, ze YSMAD4 ulega wycigciu razem
intronem SCAI (stanowigcym miejsce insercji) W trakcie obrobki potranskrypcyjnej
podczas splicingu pre-mRNA.

Ciekawa kwestig wydaje si¢ potozenie YSMADA4, zwtaszcza w kontekscie istotnie
zwigkszonej czestosci jego wystepowania W CML, poniewaz jest on zlokalizowany
proksymalnie od genu ABL1, w odlegtosci niecatych 6 Mpz (rycina 18C). Otwartym
pozostaje wigc pytanie, czy mozliwe jest aby insercja DNA o dtugosci niecatych 3,5 kpz
wplywata na ostabienie struktury dlugiego ramienia chromosomu 9, przyczyniajac si¢
w  konsekwencji do zwickszonej czgstosci  translokacji  t(9;22)(q34;911)?
Istnieje potrzeba przeprowadzenia dodatkowych badan, w ktorych ocenionoby
potencjalny wplyw WYSMADA4 na powstawanie translokacji t(9;22). Doktadna przyczyna
powstawania chromosomu Ph na poziomie molekularnym nie zostata jak dotad odkryta,
a narazenie na promieniowanie jonizujgce jest jedynym znanym zewngtrznym
czynnikiem zwigkszajacym ryzyko rozwoju CML [7]. Opublikowano réwniez badania
wskazujace na przestrzennie bliskie potozenie regionow 9q34 i 22q11 wzgledem siebie
w jadrze, ulatwiajace ich wzajemng translokacje [191]. Innym czynnikiem potencjalnie

ulatwiajgcym powstawanie chromosomu Ph moze by¢ rowniez duplikon (specyficzne dla
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chromosomu powtoérzenie 0 niskiej liczbie kopii) o dlugosci 76 kpz mapujacy sig
w poblizu genu BCR oraz ABL1 [192]. Istniejg takze Sprzeczne doniesienia dotyczace
udziatu sekwencji Alu w powstawaniu translokacji t(9;22) [193, 194].

Podsumowujac, analiza danych uzyskanych z sekwencjonowania NGS
25 sparowanych probek CML o niekorzystnym przebiegu i kolejnych 20 probek z fazy
BP umozliwita wytypowanie zmian o charakterze prognostycznym (m.in. ACA oraz
patogenne warianty w genach ASXL1, IKZF1, RUNX1) oraz zmian o potencjalnym
znaczeniu terapeutycznym (patogenne warianty w RUNX1, IKZF1, ASXL1, TP53,
IDH1/2). Z uwagi na dtugi okres czasu (Kilka lat), w ktorym zbierano materiat do badan
od chorych na CML w fazie BP i wykonywano sekwencjonowanie z uzyciem roéznych,
dostgpnych w danym momencie paneli genowych, analiza mutacji zostata
przeprowadzona dla niemal 200 wsp6lnych gendéw, zsekwencjonowanych we wszystkich
probkach. Ograniczenie liczby analizowanych gendéw miato przetozenie na uzyskane
wyniki, ktore czg¢sciowo stanowily potwierdzenie opublikowanych dotychczas danych,
ale zidentyfikowano roéwniez nowe, dotychczas nieopisane patogenne warianty
(np. w DNMT3A), jak rowniez warianty VUS w genach (m.in. MYH11, PDE4DIP,
LRP1B, NTRK1 i PCLO), ktérych rola w patogenezie CML nie zostala jasno okres§lona
i wymaga dalszych badan. Przedstawione w rozprawie wyniki z analizy poréwnawczej
profili mutacyjnych sparowanych probek pozwolity na okreslenie dynamiki patogennych
zmian w trakcie progresji CML, mogacych wskazywa¢ na aktywny proces ewolucji
klonalnej w komorkach biataczkowych. Warto$¢ analizy porownawczej z pewnoscia
zwigkszytoby skorelowanie otrzymanych wynikéw z danymi klinicznymi, co by¢ moze
pozwolitoby na identyfikacj¢ dodatkowych, istotnych zmian o0 znaczeniu
prognostycznym lub predykcyjnym. Do przeprowadzenia takiej analizy potrzebne bytyby
dane dotyczace m.in. poziomu transkryptu BCR::ABL1, linii leczenia oraz przezycia,
ktore nie byty dostepne dla wszystkich chorych wiaczonych do analizy. Nieoczekiwang
zmiang zarodkowg o zwigkszonej czestosci wystgpowania W CML okazal si¢ YSMAD4,
ktéry jak dotad nie zostal opisany w kontekscie chordob nowotworowych.
Przeprowadzona analiza wykazata brak jego ekspresji a tym samym brak funkcjonalnej
roli na poziomie RNA. Jednakze jego bliskie potozenie wzgledem genu ABL1 bedacego
partnerem fuzyjnym w translokacji prowadzacej do powstania chromosomu Ph sugeruje,
ze badany pseudogen potencjalnie mogtby mie¢ funkcjonalne znaczenie na poziomie
DNA, zwigkszajac podatnos¢ chromosomu 9 na ztamania prowadzace do rozwoju CML.

Hipoteza ta wymaga jednak potwierdzenia w dalszych badaniach.
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6. WNIOSKI

Dzigki zastosowaniu sekwencjonowania nastepnej generacji W probkach od chorych
z CML o niekorzystnym przebiegu choroby zidentyfikowano zaréwno nowe,
jak 1 wcze$niej opisane patogenne warianty, w tym warianty o charakterze zmian

punktowych oraz zmiany liczby kopii i dodatkowe aberracje chromosomowe.

1. Zidentyfikowane zmiany majg charakter prognostyczny (m.in. ACA oraz patogenne
warianty w genach ASXL1, IKZF1l, RUNX1) jak rowniez potencjalne znaczenie
predykcyjne (patogenne warianty w RUNX1, IKZF1, ASXL1, TP53, IDH1/2). Cz¢$¢ tych
zmian byta mozliwa do wykrycia w probkach od chorych w diagnozie lub przed progresja
choroby, przez co wskazane moze by¢ w przysztosci wlaczenie w diagnostyke

genetyczng gendéw innych niz BCR::ABL1.

2. Analiza poréwnawcza 25 sparowanych probek CML umozliwita okreslenie ro6znic
w wystgpowaniu patogennych zmian w poszczegoélnych genach przed i po progresji
CML. Zidentyfikowano 7 wzorcow dynamiki zmian genetycznych wynikajacych

z nabywania, utrzymywania si¢ lub zanikania aberracji genetycznych.

3. Przetworzony pseudogen SMAD4 jest wariantem zarodkowym, dotychczas
nieopisanym w przewleklej biataczce szpikowej, a jego wzrost czestosci wystgpowania
w tej chorobie jest znamienny statystycznie. Jednoczesnie wykazano, ze ¥YSMAD4 nie
ulega transkrypcji i nie wptywa na ekspresj¢ innych genow. Przeprowadzone badania
sugeruja, ze obserwowany WSMAD4 jest najprawdopodobniej aberracjg genetyczng, nie
majaca bezposredniego wptywu progresje¢ CML, jednak mogaca mie¢ rol¢ w inicjacji

| patogenezie tej choroby, co wymaga dalszych badan.
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OPINIE KOMISJI BIOETYCZNYCH

 WEDICY 7 slie .
T EE T Komisja Bioetyczna
¢ W\ o (o) . . .
% 2 przy Warszawskim Uniwersytecie Medycznym
= m
= < Z .
% 2 Tel.: 022/57-20-303 ul. Zwirki i Wigury nr 61
- :’ Fax: 022/57 - 20 -165 02-091 Warszawa
o X
'7((/ 1809 \(,VS’ e-mail: komisja.bioetyczna@wum.edu.pl
7T puBV™ www.komisja-bioetyczna.wum.edu.pl
KB/.22%/2016

Komisja Bioetyczna przy Warszawskim Uniwersytecie Medycznym
w dniu 08 listopada 2016 r. po zapoznaniu si¢ z wnioskiem:

Dr Tomasz Stoklosa
Zaklad Immunologii WUM,
ul. Banacha 1a, 02-097 Warszawa

dotyczgcym: wyrazenia opinii w sprawie badania pt. ,, Zbadanie podloza genetycznego oraz
mechanizméw progresji i niestabilnosci genomowej przewleklej biataczki szpikowej
BCR/ABL- dodatniej oraz wybranych innych choréb mieloproliferacyjnych BCR-ABL1-ujemnych.”

wyraza nastgpujgca
opinieg
- stwierdza, ze jest ono dopuszczalne i zgodne z zasadami naukowo-etycznymi*.

Uwagi Komisji — verte

Komisja dziala na podstawie art.29 ustawy z dnia 5.12.1996r. o zawodzie lekarza /Dz.U.nr 28/97
poz.152 wraz z pézn.zm./, zarzadzenia MZiOS z dn.11.05.1999r. w sprawie szczegblowych zasad
powolywania i finansowania oraz trybu dzialania komisji bioetycznych /Dz.U.nr 47 poz.480/,
Ustawy prawo farmaceutyczne z dnia 6 wrze$nia 2001r. (Dz.U.Nr 126, poz. 1381 z p6zn. zm.) oraz
Zarzadzenie nr 56/2007 z dnia 15 pazdziernika 2007r. w sprawie dzialania Komisji Bioetycznej
przy Warszawskim Uniwersytecie Medycznym /Regulamin Komisji Bioetycznej przy
Warszawskim Uniwersytecie Medycznym/.

Komisja dziala zgodnie z zasadami GCP .

W zalaczeniu: sklad komisji oraz lista obecnosci

Przewodniczgcy Komisji Bioetycznej

~ |
) XA l
Prof. dr hab. n. med. Zbigniew Wierzbicki

*niepotrzebne skresli¢
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Komisja wyraza pozytywna opini¢ w sprawie przeprowadzenia wnioskowanych

badan- na warunkach okreslonych we wniosku oraz dodatkowo zastrzegajac:

1/ obowigzek przedstawienia Komisji:

- wszystkich zmian w protokole majacych wplyw na przebieg oraz oceng
badania,

- wszystkich przypadkow zdarzen niepozadanych,

- zawiadomienia o przyczynach przedwczesnego zakonczenia badania,

- sprawozdania w toku przeprowadzonych badan-za szes¢ miesigcy,

- raportu koncowego.
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strona podpisowa do uchwaly Komisji Bioetycznej przy Warszawskim
Uniwersytecie Medycznym nr KB/......5% 5. ... .. z dnia 08 listopada 2016r.

1. Prof. dr hab. med. Zbigniew WIERZBICKI

2. Prof. dr hab. Barbara GAJKOWSKA

3. Prof. dr hab. med. Jadwiga KOMENDER

4. Prof. dr hab. med. Bozenna WOCIAL

5. Prof. nadzw. dr hab. med. Andrzej KANSKI

6. Prof. dr hab. med. Jadwiga DWILEWICZ-TROJACZEK
7. Prof. dr hab. med. Krzysztof J. FILIPIAK

8. Dr n. med. Zygmunt JAMROZIK

9. Dr hab. n. med. Mariusz JASIK

10. Dr hab. n. med. Andrea HORVATH-STOLARCZYK
11.Dr Agnieszka PIECHAL

12. Mec. Ryszard PLACZKOWSKI

14. Alicja JAWORSKA

15. Ksiadz Wiadystaw GREDOWSKI
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opo2r
KOMISJg DEDFTYOZINA
ey
[nstytucie Hemarologii i izznsruzioiogii Komisja Bioetyczna

02-776 Warszaw o indiy Gerdn 14
tal. 022 34 96 204, faw V2% 34 ¥€ 3phy Instytucie Hematologii i Transfuzjologii

ul. I. Gandhi 14, 02 -~ 776 Warszawa
tel: (022) 349 61 00 wew. 239

Opinia Nr. 31/2008r
z dnia 12.11.2008r.

Na podstawie art. 29 ustawy z dnia 5 grudnia o zawodzie lekarza (Dz.U. z 1997r. Nr 28 poz. 152 z pozn.
zm.) oraz rozporzadzenia Ministra Zdrowia i Opicki Spotecznej z dnia 11 maja 1999r. w sprawie
szezegStowych zasad powolywania i finansowania oraz trybu dziatenia komisji bioetycznych (Dz.U. Nr 47,
poz. 480 orez Dz.U. z 2007 r. Nr 6, pozd6) Komisja Biostyczna przy Instytucie Hsmatologii
i Transfuzjologii w Warszawie na posiedzeniu w dniu 12 listopada 2008 r. przeanalizowata wniosek ztozony
przez Pania dr n. med. llong Scferyiska gléwna wykonawczynie projekw p.L.: ,, Zbadanie molekularmych
mechanizméw lekoopomosei oraz proby jej przelamywania w przewlekle] biataczce szpikowej BCR/ABL-
dodatniej.”, ktéry realizowany bedzie w Zakiadzie Immunologii | Zakladzie Histologii Centrum
Biostruktury, Warszawskiego Uniwersytetu Medycznege w Warszawie, kierownikiem projektu jest dr n.
med. Tomasz Stoklosa. W wyniku przeprowadzonej dyskusji oraz glosowania podjela uchwale
0 pozytywnym zaopiniowaniu badania.
Komisja zapoznata si¢ z nastepujacymi dokumentami, ktére byky dolaczone do wniosku:

1. Opis projektu badania.

2. Informacja dla pacjenta o programie bedawezym.

3. Karta zgody na pobranie krwi lub szpiku do badania.

Komisja dziala zgodnie z zasadami Prawidlowego Prowadzenia Badaf Klinicznych (GCP)
opracowanymi w opareiu o Deklaracje Helsifiska,
Qd niniejszej opinii przystuguje ad-wofanie do Odwolawczej Komisji Bioetyezne]j przy Ministrze Zdrowia 23
posrednictwem Komisji Bioetycznej przy Instytucie Hematologii i Transfuzjologii w Warszawie.
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Lista obecnosci cztonkéw Komisji Bioetycznej przy Instytncie Hematologii

+48 22 3496338 C2640  5.002/002

i Transfuzjologii na posiedzeniu w dn. 12.11.2008 r.

Lp. Imieg i nazwisko

podpis

1. |prof. dr hab. med. Stanistaw Maj

Ay

2 |prof. dr hab. med. Bozena Mariafiska

by

3 |prof. dr hab.med. Jerzy Meissner

4 ptrof. dr hab. Wincenty Tryzno

U
o

5 doc. dr hab. med. Magdalena Letowska

Mg,

6 dr med. Bernadeta Ceglarek

|7 dr med. Jerzy Ratajczak

8 mgr Andrzej Kalifiski

9 mgr farm. Bozena Wajdyk

10 'Mgr Malgorzata Piatek

11 |Ks. dr Artur Filipowicz

12 |Marzena W6jcik

KOMISJA BIOETYCZNA
ot

= Py
clgp‘t?y;lgt& Hematologii i Tnnsfuzjoloqii
H Varsz ul. in & i
o, 022 34 56 453 ax oy SE 383l

Przew czacy

Prof. e/ Stanisiaw Maj

0027

116



16=03-2000  13:20 OD:KLINIKA HEMATCLOGI| IHiT NARSZAWA +48 22 3406335 C2030 5 001/002 OCO26

Informacja dla chorego o protokole projektu badawczego

Zbadanie molekularnych mechanizméw lekoopornosci oraz préby jej przelamywania w
przewleklej bialaczce szpikowej BCR/ABL-dodatnie).

Szanowni Panstwo,

Proponujemy Pani/Panu udziat w badaniu naukowym, ktérege celem jest zbadanie
molekularnych mechanizméw lekoopomosci oraz préby jej przetamywania w przewlektej
biataczee szpikowej z obecnoscia chromosomu Filadelfia. Badania moga byé¢ przydatne w
przyszlosei w stworzeniu nowych, skuteczniejszych metod terapii. Badania przeprowadzane
beda w Zaktadzie Immunologii Centrum Biostruktury, Akademii Medycznej w Warszawie,
ul. Zwirki i Wigury 61.

Udzial w badaniu polegaé bedzie na oddaniu krwi lub szpiku w ilosci od 3 do 10 ml.
Pobranie krwi do badan odbywaé sig bedzie przy okazji pobierania krwi lub szpiku do
rutynowych badan diagnostycznych. Nadzér nad pobieraniem prébek zgodnym z zasadami
GCP (Good Clinical Practice) oraz gromadzenie danych klinicznych o pacjentach bedzie
sprawowata dr med. llona Seferyriska - jedna z gtéwnych wykonawczyn projektu.

Rezygnacja Pani/Pana z udzialu w badaniu nie bedzie miata zadnego wplywu na
jako§é oferowanej opieki medycanej w Instytucie Hematologii i Transfuzjologii.
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Karta zgody chorego na udzial w badaniu

Zbadanie molekularnych mechanizméw lekoopornoici oraz préby jej przetamywania w
przewleklej bialaczce szpikowe] BCR/ABL-dodatniej.

Wyrazam zgodg na wzigcie udzialu w wyzej wymienionym badaniu, tj. oddaniu krwi lub
szpiku w ilosci 3-10 ml dla celéw badania.

Oswiadczam, e przeczytatem/lam, zrozumiatem i jestem w posiadariy kopii ulotki
informacyjne; Informacja dla chorego o protokole projektu badawezego, dotyczacej
wymienionego badania,

Wyrazam 2gode na anommowy (postugiwanie sie inicjatami) dostep do danych medyeznych
dotyczacych mojej osoby dla 0sob bezposrednio zaangazowanych w prowadzenie badania.

Podpis chorego ......... Data
Podpis lekarza. . wsmaivisvivin DB
Imie $ nasWisko IeRBEA i
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Komisja Bioetyczna
przy Instytucic Hematologii i Transfuzjologii
ul. I. Gandhi 14, 02 — 776 Warszawa
tel.: (022) 34 96 472

Opinia Nr 27/2016
z dnia 12.09.2016 1.

Na podstawie art. 29 ustawy z dnia 5 grudnia 1996 r. o zawodzie lekarza (Dz.U. z 1997r. Nr
28 poz. 152 z pézn. zm.) oraz rozporzadzenia Ministra Zdrowia i Opieki Spolecznej z dnia 11
maja 1999r. w sprawie szczegolowych zasad powolywania i finansowania oraz trybu
dzialania komisji bioetycznych (Dz.U. Nr 47, poz. 480 oraz Dz.U. z 2007 r. Nr 6, poz.46)
Komisja Bioetyczna przy Instytucie Hematologii i Transfuzjologii w Warszawie na
posiedzeniu w dn. 12.09.2016 r. przeanalizowata wniosek: ,,Zbadanie podloza genetycznego
oraz mecchanizméw progresji i niestabilno$ci genomowej przewleklej  bialaczki

szpikowej BCR/ABL-dodatniej oraz innych choréb mieloproliferacyjnych”.

Kierownik samodzielnej jednostki organizacyjnej: Prof. dr hab. med. Krzysztof Warzocha
Wykonawey: Dr n. med. Tomasz Stoklosa wraz z zespolem badawczym — Zaklad
[mmunologii Centrum Biostruktury, Warszawski Uniwersytet Medyczny; Dr med. llona
Seferynska, Prof. Joanna Goéra-Tybor — Klinika Hematologii Instytutu Hematologii i
Transfuzjologii w Warszawie.

Finansowanic:

1. Grant Harmonia z Narodowego Centrum Nauki (NCN) Nr rej. 2014/14/M/NZ5/00441.

2. Grant Opus z Narodowego Centrum Nauki (NCN) Nr rej. 2015/19/B/NZ5/03501.

W wyniku przeprowadzonej dyskusji oraz glosowania komisja podjela uchwalg
0 pozytywnym zaopiniowaniu w/w badania naukowego.
Komisja zapoznala sig z nastepujgcymi dokumentami:
1. Wniosek do Komisji Bioetycznej z prosbg o wyrazenie zgody na prowadzenie
badania.
2. Streszczenie projektu.
3. Zalacznik Nr 1 ,Deklaracja $wiadomej zgody na wykonanie badan genetycznych”.

4. Zatacznik Nr 2 Informacja dla chorego o protokole projektu badawczego™.
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Komisja dziala zgodnie z zasadami Prawidlowego Prowadzenia Badan Klinicznych (GCP)
opracowanymi w oparciu o Deklaracje Helsinska. Od niniejszej opinii przystuguje odwolanie
do Odwolawczej Komisji Bioetycznej przy Ministrze Zdrowia za posrednictwem Komisji
Bioetycznej przy Instytucie Hematologii i Transfuzjologii w Warszawie.

Prz i¢zgcy

Prof. dr ¥etb. ngd. Stanistaw Maj
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Lista obecnosci czlonkéw Komisji Bioetycznej przy Instytucie Hematologii

i Transfuzjologii na posiedzenin w dniu 12.09.2016 r.

Lp.

Imig i nazwisko

podpis

Prof. dr hab. med. Stanistaw Maj

%,

2 |Prof. dr hab. med. Bozena Marianska : f 4
3 Prof. dr hab.med. Alfred Jerzy Meissner M/f/{(
4 (.7

4 Prof. dr hab. med. Magdalena L¢towska
5 Dr med. Bernadetta Ceglarek
6 Dr med. Jerzy Ratajczak = W
7 Mgr Andrzej Kalinski
8 Mgr farm. Bozena Wajdyk éz/ﬁl//ly?
9 Mgr Malgorzata Pigtek

WM@VWC?"%\'@“
10 |Ks. Eugeniusz Kliminski /){ ~
11 |Piel. Sylwia Siarkowska

KOMISJUA B

Instytucie Hematologii i Transfi;

02-776 Wars
tel. 022 34 g5 334,

IOETYCZNA
zjologii

Zawa, ul. Indiry Ganahi 14

fax 022 34 96 335
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INSTYTUT MEDYCZNY
wo{!%%gm BYOETYCZNA

- rszawa, ul. Szaserow 128
g‘m;\;;‘ (\)}\1%294487; NIP 113-23-93-221

UCHWALA NR 65/WIM/2016
Komisji Bioetycznej Wojskowego Instytutu Medycznego
Z dnia 19.10.2016 r.

W sprawie wyrazenia opinii o projekcie eksperymentu medycznego zgloszonego przez:
dr. n. med. Waldemara SAWICKIEGO

zatrudnionego w Klinice Choréb Wewnetrznych i Hematologii Centralnego Szpitala Klinicznego
Ministerstwa Obrony Narodowej Wojskowy Instytut Medyczny, ul. Szaseréw 128, 04-141

Warszawa.

Na podstawie art. 29 ust. 2 ustawy z dn. 5 grudnia 1996 roku o zawodzie lekarza (Dz. U. z
1997 r. Nr 28, poz. 152 z p6ézn. zm.) oraz § 6 ust. 5 rozporzadzenia Ministra Zdrowia i Opieki
Spotecznej z 11 maja 1999 roku w sprawie szczegétowych zasad powotywania i finansowania
oraz trybu dziatania komisji bioetycznych (Dz. U. Nr 47, poz. 480) uchwala sig co, nastepuje:

§1

Komisja Bioetyczna Wojskowego Instytutu Medycznego — zwanej dalej ,,Komisja” w skiadzie:

Przewodniczacy: plk prof. dr hab. med. Dariusz Jurkiewicz
Wiceprzewodniczacy: mec. Andrzej Niewiadomski
Czlonkowie: prof. dr hab. med. Wlodzimierz Baranowski

prof. dr hab. med. Wojciech Kozlowski

prof. dr hab. med. Marek Maruszynski

prof. dr hab. med. Anna Jung

prof. dr hab. med. Jerzy Kruszewski

prof. dr hab. med. Adam Stepien

prof. dr hab. med. Piotr Rzepecki

dr hab. med. Andrzej Chcialowski

dr hab. med. Andrzej Cwetsch

prof. dr hab. med. Marek Re¢kas

pik mgr farm. Tadeusz Nierebinski
Kapelan: ks. dr filoz. i teol. Wiestaw Bozejewicz
Pielegniarka: dr n. o zdr. Olga Dembicka
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zapoznata si¢ z projektem eksperymentu medycznego pt.: ,Zbadanie podloza genetycznego
oraz mechanizméw progresji i niestabilnosci genomowej przewleklej bialaczki szpikowej
BCR/ABL-dodatniej oraz innych nowotworéw mieloproliferacyjnych”,

do ktérego dotaczone zostaty nastepujace dokumenty:

e Informacja o badaniu
¢ Informacja dla pacjenta,
e Deklaracja Swiadomej zgody na wykonanie badan genetycznych.

§2

Badanie finansowane jest ze $srodkéw wiasnych.

§3

Komisja przeanalizowata projekt, o ktérym mowa § 1 w oparciu o Deklaracje Helsinska z roku
1996 i zasady opracowane przez Unie Europejska pt.: ,,Good clinical practice for on medical
products in the European Community. The rules governing medical products in the European
Community”, Vol. III, 1990, zatwierdzone przez Komisj¢ Etyczng w Polsce od 1 stycznia 1993
roku.

§4

Kazde powazniejsze powikianie nie wchodzace w zakres znanych i mogacych wystapi¢ skutkéw
leczenia badanym lekiem, powinno by¢ natychmiast zgloszone Komisji Bioetycznej. Komisja
zastrzega sobie zmiane badan lub ich wstrzymanie.

§5

Kazde pojedyncze badanie musi byé¢ poprzedzone wyjasnieniem przez lekarza pacjentowi o
zakresie badan klinicznych i wymaga podpisu przez pacjenta i lekarza protokotu $wiadomej
zgody. Po zakonczeniu badan Zespét prowadzacy projekt zobowiazany jest dotaczy¢ badania
opublikowane konczace opracowanie.
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§6
Komisja:
1) oceniajac pod wzgledem etycznym, celowosci oraz wykonalno$é projektu eksperymentu
medycznego dotyczacego: ,Zbadanie podloza genetycznego oraz mechanizméw progresji i
niestabilnosci genomowej przewleklej bialaczki szpikowej BCR/ABL-dodatniej oraz innych
nowotworéw mieloproliferacyjnych”,

2) na podstawie opinii Recenzenta o projekcie i cztonkéw Komisji,
postanawia wyrazi¢ pozytywng opini¢ o wymienionym w § 1 projekcie badania.

§7
Uchwata wchodzi w zycie z dniem podjecia
Uchwate podjeto w glosowaniu tajnym.

W glosowaniu uczestniczyla ponad potowa czionkéw Komisji pod przewodnictwem
przewodniczacego z udziatem, co najmniej dwéch cztonkéw Komisji nie bedacych lekarzami.
Podpisy cztonkéw Komisji:

1. Przewodniczacy

2. Wiceprzewodniczacy
3. Cztonkowie
4.

o e X g W
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GKOWY INSTYTUT MEDYCZNY
aE&Wu:m.S BIOETYCZNA

04-141 Warsza

wa, ul, Szaserow 128

Regon: 015294487; NIP 113-23-93-221

SKEAD KOMISJI BIOETYCZNEJ PODEIMUJACEJ DECYZIE

WARSZAWA, dnia 19.10.2016r.

Lp. Imig i nazwisko Zawdd Miejsce pracy
i plk prof. dr hab. med. Dariusz Jurkiewicz Lekarz/Otolaryngolog | Wojskowy Instytut Medyczny
2. |mec. Andrzej Niewiadomski Radca Prawny Departament Kadr MON
3 prof. dr hab. med. Wiodzimierz Baranowski Lekarz/Ginekolog Wojskowy Instytut Medyczny
4. prof. dr hab. med. Wojciech Koztowski Lekarz/Patomorfolog Wojskowy Instytut Medyczny
5 prof. dr hab. med. Marek Maruszynski Lekarz/Chirurg Wojskowy Instytut Medyczny
6. prof. dr hab. med. Anna Jung Lekarz/Pediatra Wojskowy Instytut Medyczny
T prof. dr hab. med. Jerzy Kruszewski Lekarz/Alergolog Wojskowy Instytut Medyczny
8. prof. dr hab. med. Adam Stepien Lekarz/Neurolog Wojskowy Instytut Medyczny
9. prof. dr hab. med. Piotr Rzepecki Lekarz/Hematolog Wojskowy Instytut Medyczny
10.  |plk dr hab. med. Andrzej Cheiatowski wmum\_mu_ago_om. Wojskowy Instytut Medyczny
11.  |drhab. med. Andrzej Cwetsch Lekarz/Kardiolog Wojskowy Instytut Medyczny
12. | prof. dr hab. med. Marek Rekas Lekarz/Okulista Wojskowy Instytut Medyczny
13. | mgr Tadeusz Nierebinski Farmaceuta Inspektorat Wojskowej Stuzby Zdrowia
14.  |ks. dr filoz.i teol. Wiestaw Bozejewicz Kapelan Ordynariat Polowy WP
15.  |drn. o zdr. Olga Dembicka Pielggniarka %MMM%MME Szpital  Chirurgii  Urazowej w
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