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2   

ALL - . acute lymphoblastic leukemia) 

AML - o . acute myeloid leukemia) 

AML-MR - (ang. acute myeloid leukemia myelodysplasia-related)  

allo-HSCT - allogeniczne przeszczepienie krwiotwórczych komórek macierzystych (ang. 

allogeneic stem cell transplantation) 

AR - allelic ratio) 

bp - pary zasad (ang. base pair) 

bZIP - domena bZIP, region zamka leucynowego (ang. basic leucine zipper) 

CBF - c core-binding factor) 

cDNA - k complementary DNA) 

CE - elektroforeza kapilarna (ang. capillary electrophoresis) 

CHIP - klonalna hematopoeza clonal hematopoiesis of 

indeterminate potential) 

CML - chronic myeloid leukemia) 

DEL - delecja (ang. deletion) 

DIC - z disseminated 

intravascular coagulation) 

DNA - kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic acid) 

EDTA - kwas wersenowy (ang. ethylenediaminetetraacetic acid) 

ELN - European LeukemiaNet 

EMA - Europejska Agencja Leków (ang. European Medicines Agency)  

FDA - Food and Drug Administration)  

FISH - fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (ang. fluorescence in situ hybridization) 

FLT3 - kinaza tyrozynowa typu 3 (ang. FMS-like tyrosine kinase 3) 

HMA - ang. hypomethylating agents) 

ICC - klasyfikacja ICC (ang. International Consensus Classification) 

IDH - dehydrogenaza izocytrynianowa (ang. isocitrate dehydrogenase) 

IGV -  (ang. 

integrative genomics viewer) 

INS - insercja (ang. insertion) 

ISPs - ion sphere particle) 

ITD - internal tandem duplication) 

LFS - -Fraumeni (ang. Li-Fraumeni syndrome) 

Wykaz skrótów i oznaczeń 

ostra białaczka limfoblastyczna (ang 

stra białaczka szpikowa ( ang 

wskaźnik alleliczny (ang. 

zynnik wiążący rdzeń (ang. 

omplementarna cząsteczka DNA (ang. 

o nieokreślonym potencjale (ang. 

przewlekła białaczka szpikowa ( ang. 

espół rozsianeJ koagulacji wewnątrznaczyniowej (ang. 

Agencja ds. Żywności i Leków (ang. 

hipometylujące analogi nukleozydów ( 

przeglądarka genomowa do wizualizacji danych sekwencjonowania 

sferyczne cząsteczki nośnikowe (ang. 

wewnętrzna duplikacja tandemowa (ang. 

Zespół Li 
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LOH - utrata ang. loss of heterozygosity) 

MDS -  myelodysplastic syndrome) 

MPN - nowotwory mieloproliferacyjne (ang. myeloproliferative syndrome) 

MRD - mierzalna choroba resztkowa (ang. measurable residual disease) 

NFZ - Narodowy Fundusz Zdrowia  

NGS - S next-generation sequencing) 

NTC - kontrola bez matrycy (ang. no template control) 

OS - c overall survival) 

PCR - polymerase chain reaction) 

QC - k quality control) 

qPCR - reakcja PCR (ang. quantitative PCR)  

RNA - kwasy rybonukleinowy (ang. ribonucleic acid) 

RNA-seq - sekwencjonowania RNA (ang. RNA sequencing) 

RT - odwrotna transkrypcja (ang. reverse transcription) 

R/R AML - nawrotowa lub oporna na leczenie AML (ang. relapsed/refractory acute 

myeloid leukemia) 

SBS - s sequencing by synthesis) 

SHB - s . sequencing by hybridization) 

SNP - substytucje pojedynczych nukleotydów (ang. single nucleotide polymorphisms) 

UHS-NGS - e NGS (ang. ultrahigh-sensitivity next-

generation sequencing, UHS-NGS) 

VAF - variant allelic frequency) 

VCF - pliki ce  (ang. variant calling 

format) 

VUS - z variant of uncertain 

Significance) 

TKD - domena kinazy tyrozynowej (ang. tyrosine kinase domain)  

WES - whole exome sequencing) 

WGS -  (ang. whole genome sequencing) 

WHO - World Health Organization) 

 

 

heterozygotyczności ( 

zespół mielodysplastyczny (ang. 

ekwencjonowanie następnej generacji (ang. 

ałkowite przeżycie (ang. 

łańcuchowa reakcja polimerazy (ang. 

ontrolajakości (ang. 

ilościowa 

ekwencjonowanie przez syntezę (ang. 

ekwencjonowanie przez hybrydyzację (ang 

ultraczułe sekwencjonowani 

częstość alleliczna wariantu ( ang. 

zaw1eraJą listę wykrytych wariantów genetycznych 

miana o nieokreślonym znaczemu klinicznym (ang. 

sekwencjonowania całego eksonu (ang. 

sekwencjonowanie całogenomowe 

Światowa Organizacja Zdrowia (ang. 
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3

3.1

(ang. acute myeloid leukemia, AML) to nowotworowa 

i progenitorowych szpiku

w tkance j (ryc. 1.) (Saultz & Garzon, 2016; Xiang i in., 2022). e

neutropenia (Tebbi, 2021; B. Kumar i in., 2018). Ponadto w wyniku niehamowanej 

proliferacji ze szpiku kostnego do krwi obwodowej, 

po czym , takie jak , , 

pokarmowy, (El-Refaei & Al Qahtani, 2016).

Rycina 1. Rycina na podstawie (Xiang
i in., 2022).

jej patogenezy. U to , 

terapeutycznego 

i in., 2022; Patel i in., 2012).

Zastosowanie technologii sekwencjonowania generacji (ang. next-

generation sequencing, NGS), .

Wstęp 

Ostra białaczka szpikowa 

Ostra białaczka szpikowa 

choroba układu krwiotwórczego, charakteryzująca się niekontrolowaną, klonalną 

proliferacją nieprawidłowych komórek macierzystych 

krwiotwórcze Powstał 

w wyniku transformacji nowotworowej niedojrzałe komórki blastyczne wykazują 

zaburzone różnicowanie oraz gromadzą się w szpiku kostnym, hamując prawidłową 

hematopoezę. Skutkiem tego często rozwijają się małopłytkowość, niedokrwistość oraz 

komórki białaczkowe przedostają się 

mogą naciekać różne narządy węzły chłonne, wątroba śledziona 

płuca, przewód 

Komórka macierzysta 
układu krwlotwórozego 

Komórka macierzysta 
Uni i mieloldalnej 

N iedojrzała komórka 
Unii mleloldolnc] 

Monocyt Megakańocyt 

skóra lub błony śluzowe 

j 

Komórki nie ulegają róźnlcowaniu 
i rozwijają się w AML 

MU1acja de novo/ 
Presja selekcyjna 

Mutacja de novo/ 
Presia selekcyjna 

Białaczkowa komóri<a 
macierzysta 

Rozrost klonalny 
Ostra białaczka szpikowa cechująca się 

wysoką hetarogennością 

Schemat patogenezy ostrej białaczki szpikowej. 

Postęp w diagnostyce molekularnej znacząco wpłynął na sposób rozpoznawania 

i leczenia ostrej białaczki szpikowej, poszerzając naszą wiedzę na temat mechanizmów 

możliwia rozwój terapii celowanych i efektywną stratyfikację ryzyka 

co stanowi fundament spersonalizowanego podejścia (Dohner 

następnej 

znacząco wpłynęło na podejście do diagnostyki AML 
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kluczowe w rozwoju i progresji choroby. 

, 

profilu molekularnego pacjenta (Haferlach, 2020; Kohlmann i in., 2014). 

specyficznymi implikacjami prognostycznymi i terapeutycznymi. Mutacje w genach, 

takich jak np. FLT3, NPM1 i CEBPA, 

 . Sekwencjonowanie 

 

  (Kerbs i in., 2022). 

Zatwierdzenie przez  (ang. Food and Drug 

Administration, FDA) European Medicines Agency, 

EMA) terapii celowanych, m.in. dla mutacji w genach IDH1, IDH2 i FLT3

indywidualnego profilu genetycznego pacjenta (Dash & Dinauer, 2021). Zastosowanie 

FLT3 IDH1 (np. ivosidenibu) 

co 

  

(DiNardo i in., 2018; Papaemmanuil i in., 2016; Stone i in., 2017). Ponadto, techniki takie 

jak NGS i r (ang. polymerase chain reaction, PCR), 

 

mierzalnej choroby resztkowej (ang. measurable residual 

disease, MRD), 

podejmowania decyzji terapeutycznych (Duncavage i in., 2022; Heuser i in., 2021). 

Diagnostyka molekularna odgrywa  leczeniu 

AML, jak przedstawiono w najnowszej klasyfikacji,  dane morfologiczne, 

kliniczne i genomowe . 

Diagnostyka molekularna AML obejmuje identyfikację aberracji genetycznych, takich 

jak translokacje chromosomalne, mutacje oraz zmiany ekspresji genów, które są 

NGS umożliwia kompleksową analizę 

pojedynczych genów oraz paneli genowych, co pozwala na precyzyjną diagnostykę 

dokładniejszą ocenę rokowania oraz dobór terapii dostosowanej do indywidualnego 

Włączenie diagnostyki molekularnej do praktyki klinicznej umożliwiło 

klasyfikację AML na odrębne podtypy molekularne i genetyczne, charakteryzujące się 

korelują z określonym przebiegiem klinicznym 

oraz odpowiedzią na leczenie (Arber i in., 2022; Dohner i in., 2022) 

RNA okazało się niezwykle przydatnym narzędziem w wykrywaniu genów fuzyjnych 

w AML, umożliwiając identyfikację zarówno znanych, jak i nowych rearanżacji, co 

wyraźnie podnosi precyzję diagnostyczną 

Agencję ds. Żywności i Leków 

i Europejską Agencję Leków (ang. 

, znacząco 

wpłynęło na leczenie AML, umożliwiając dostosowanie strategii terapeutycznych do 

inhibitorów (np. midostauryny) oraz inhibitorów 

przyniosło obiecujące rezultaty u pacjentów z określonymi zmianami genetycznymi, 

podkreśla istotną rolę diagnostyki molekularnej w doborze odpowiedniego leczenia 

eakcja łańcuchowa polimerazy stały 

się niezbędne w wykrywaniu zmian genetycznych, oferując wysoką czułość 

i specyficzność w wykrywaniu 

która stanowi kluczowy czynnik prognostyczny oraz podstawę do 

centralną rolę we współczesnym 

integrującej 

(Arber i in., 2022; Dohner i in., 2022) 
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3.2  

 krwi 

, stanowi ok. 80% wszystkich   W przypadku 

dzieci AML stosunkowo rzadko i stanowi ok. 15% (Szmajda i in., 

2017). 

W Polsce AML  

. 

wieku oraz 

 lub bywa przypisywana innym jednostkom chorobowym.  M  to 

do niedoszacowania danych epidemiologicznych . 

AML  

. Mediana wieku chorych na AML 

wynosi 67 lat (SEER Cancer Statistics Review 1975-

) (Wierzbowska, 2020). 

 

-  

AML

 

 AML  

 

  

3,0/100 tys./rok (Budziszewska i in., 2017; De Angelis i in., 2015; Stabellini i in., 2022) 

W ostatnich latach obserwowana jest znaczna poprawa w leczeniu AML, jednak 

szybko i bez 

Naturalny 

 

2-

, 

Zdrowia (NFZ) z lat 2009- ang. 

overall survival, OS  

 (Budziszewska i in., 2017). Pomimo 

Epidemiologia ostrej białaczki szpikowej 

Ostra białaczka szpikowa to najczęściej występujący nowotwór złośliwy 

u dorosłych zachorowań na ostre białaczki. 

występuje zachorowań 

stanowi około 2,4% wszystkich zachorowań na nowotwory złośliwe, 

a rocznie rejestruje się około 800 nowych przypadków choroby Szacuje się jednak, że 

rzeczywista liczba zachorowań może być wyższa, ponieważ u pacjentów w podeszłym 

z licznymi chorobami współistniejącymi diagnoza AML nie zawsze jest 

określona oże prowadzić 

(Seferyńska & Warzocha, 2014) 

Zachorowalność na wyraźnie wzrasta wraz z wiekiem. Szczególnie wysokie 

ryzyko występuje u osób powyżej 60. roku życia 

2007. Dostępne na: 

www.seer.cancer.gov. Data dostępu 28.01.2015 r. 

Średni roczny współczynnik zapadalności w populacji ogólnej wynosi około 

4 przypadki na 100 tysięcy mieszkańców, natomiast w populacji osób powyżej 70. roku 

życia sięga 15 20 przypadków na 100 tysięcy. W 2014 roku odnotowano w Polsce 

1,6 tysiąca nowych przypadków , co odpowiada współczynnikowi zapadalności na 

poziomie 4, 1/100 tys. mieszkańców. Liczbę chorych oszacowano wówczas na około 

4,2 tysiąca, a chorobowość wynosiła 10,9/100 tys. Zachorowalność na jest wyższa 

u mężczyzn niż u kobiet i dotyczy to wszystkich grup wiekowych. Szacuje się, że 

współczynnik zapadalności u mężczyzn wynosi 4,56/100 tys./rok, a u kobiet 

nadal etiologia choroby nie została w pełni zdefiniowana. AML postępuje 

wdrożonego leczenia w krótkim czasie prowadzi do zgonów pacjentów. 

przebieg nieleczonej choroby jest bardzo agresywny i prowadzi do zgonu w ciągu 

3 miesięcy. Zastosowanie odpowiedniego leczenia umożliwia jednak uzyskanie 

dłuższego przeżycia średnio od 3 do 5 lat. Dane z systemu Narodowego Funduszu 

2014 wskazują, że mediana całkowitego przeżycia ( 

) w tej grupie wynosiła 6 miesięcy. Trzyletnie OS osiągnęło 

26,5% pacjentów, natomiast pięcioletnie OS 23,4% 
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jednak rokowanie u starszych  jest w dalszym   

2006).  

3.3 Objawy choroby 

szpiku, k

 

 

 (Deschler & Lübbert, 2006; Wierzbowska, 2020; Vakiti i in., 2025). 

(ang. disseminated intravascular 

coagulation, DIC)

 genetycznej oraz 

przebiegu choroby (Strasser i in., 2025; Vakiti i in., 2025).  

3.4 zachorowania 

Pomimo znacznego  

rozwoju choroby nadal nie   AML  jest 

z szeregiem  genetycznych i , takich jak  na 

promieniowanie,  przyjmowanie 

mutacje 

w genach, palenie tytoniu, wiek i wiele innych nieznanych , 

jednak    czas 

że wskaźniki przeżycia uległy znacznej poprawie w młodszych grupach wiekowych, to 

pacjentów ciągu złe (Deschler & Liibbert, 

Pacjenci często zgłaszają się do lekarza z zespołem objawów, takich jak gorączka, 

ból kości i stawów, osłabienie oraz oznaki zakażenia (np. płuc czy jamy ustnej). 

Najważniejsze objawy kliniczne ostrej białaczki szpikowej są związane z naciekaniem 

rwi oraz innych narządów przez komórki białaczkowe. To prowadzi do zespołu 

objawów wynikających z niedokrwistości ( osłabienie, zawroty głowy), małopłytkowości 

(wybroczyny na skórze i błonach śluzowych jamy ustnej, krwotoki, krwawienia z nosa 

i dziąseł), neutropenii (zakażenia grzybicze i bakteryjne w tkankach i narządach), 

leukostazy (zaburzenia czynności ośrodkowego układu nerwowego, zaburzenia pracy 

serca) oraz objawów związanych z upośledzeniem odporności (np. bolesne afty 

i owrzodzenia jamy ustnej, zwiększona podatność na zakażenia). Objawy AML mogą być 

także mniej specyficzne, takie jak zmniejszenie masy ciała, bóle kostne czy nadmierne 

poceme się 

W przebiegu AML mogą występować stany bezpośredniego zagrożenia życia, takie 

jak leukostaza, zespół lizy guza oraz ciężkie zaburzenia krzepnięcia, w tym zespół 

rozsrnneJ koagulacji wewnątrznaczyniowej 

. DIC może objawiać się krwawieniami z błon śluzowych jamy ustnej, 

obecnością purpury i wybroczyn na skórze kończyn, a także krwawieniem z miejsc wkłuć 

dożylnych. Powikłania te wymagają natychmiastowego wdrożenia leczenia, często 

jeszcze przed zakończeniem pełnej diagnostyki świadczą o ciężkim 

Czynniki zwiększające ryzyko 

postępu w leczeniu ostrej białaczki szpikowej mechanizmy 

czynników 

są w pełni poznane. Występowanie 

środowiskowych 

wiązane 

narażenie 

głównie jonizujące, zawodowe narażenie na benzen, 

leków alkilujących oraz inhibitorów topoizomerazy, zespoły dziedziczne, 

określonych czynników 

żaden bezpośredni związek z rozwoJem choroby me został dotych 
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udowodniony (Yi i in., 2020; Wierzbowska, 2020; Guo i in., 2022). Istnieje  kilka 

wrodzonych ,    ryzyko rozwoju AML. N  z nich 

jest najprawdopodobniej  Downa,    z 10-18-krotnym wzrostem 

ryzyka rozwoju AML (Khan i in., 2011; El-Refaei & Al Qahtani, 2016; Verma i in., 

2023). 

 

Li-Fraumeni (ang. Li-Fraumeni syndrome, LFS). T

 

 z mutacjami germinalnymi w genie TP53. Mutacje w TP53 

 (Choe i in., 2023; Chamarthi & Kasi, 2025). 

, Fredericka 

Li i Josepha  

 (F. P. Li i in., 1988; F. P. Li & Fraumeni, 

1969) spowodowany mutacjami germinalnymi w genie 

TP53   (Swaminathan i in., 2019). 

 (Kratz i in., 2021; Chamarthi & Kasi, 

2025) nowotwory jajnika, przewodu 

- o  

 (Kerrigan i in., 2021; Benusiglio i in., 2021).  

limfoblastyczna (ang. acute lymphoblastic leukemia, ALL), ale 

 (ang. chronic myeloid leukemia, CML) 

ang. myelodysplastic syndrome, 

ok. 4% (Bougeard i in., 2015; Swaminathan i in., 

2019; Bundrant i in., 2024). 

, takie jak 

. 

Jednak w de novo, 

ekspozycji na czynnik leukemogenny 

Grosicki, 2014; Dunbar i in., 2020; Capelli i in., 2022; McKinnell i in., 2022).  

schorzeń które mogą zwiększać 

zespół który wiąże się 

również 

aj częstszym 

Innym schorzeniem mogącym przyczyniać się do rozwoju AML jest zespół 

o autosomalna dominująca choroba 

związana z wysokim ryzykiem wystąpienia szerokiej gamy nowotworów u pacjentów 

i ich rodzin. LFS wiąże się 

zwiększają ryzyko rozwoju nowotworów poprzez zmniejszenie zdolności organizmu do 

usuwania komórek nowotworowych 

Choroba ta została opisana po raz pierwszy w 1969 roku przez dwóch lekarzy 

Fraumeni, którzy zauważyli występowanie wielu przypadków raka piersi 

i nowotworów dziecięcych w jednej rodzinie 

. Obecnie wiadomo, że LFS jest 

, które dziedziczą się w sposób autosomalny dominujący 

Pacjenci, u których stwierdzono zespół LFS są narażeni na zwiększone ryzyko rozwoju 

wielu pierwotnych nowotworów, w tym raka piersi, mięsaka tkanek miękkich, guzów 

mózgu, kostniakomięsaka i raka kory nadnerczy 

. Inne nowotwory związane z LFS obejmują 

pokarmowego, trzustki, układu moczowo płcioweg , skóry, nerek, tarczycy, prostaty 

i płuc Najczęściej występującym 

hematologicznym nowotworem związanym z LFS jest hipodiploidalna ostra białaczka 

szpikowa, przewlekła białaczka szpikowa 

i zespoły mielodysplastyczne ( 

występowania białaczek w LFS wynosi 

również ostra białaczka 

MDS). Częstość 

Wpływ na rozwój AML wykazują choroby układu krwiotwórczego 

mieloproliferacje, zespoły mielodysplastyczne czy nocna napadowa hemoglobinuria 

iększość przypadków AML rozwija się bez możliwej do uchwycenia 

(Deschler & Lubbert, 2006; Jabbour i in., 2014; 
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3.5 Klasyfikacja  

Klasyfikacja ICC (ang. International Consensus 

Classification , wytyczne ELN (ang. 

European LeukemiaNet) oraz V edycja klasyfikacji  (ang. 

World Health Organization, WHO  . 

 

International Consensus Classification of Myeloid Neoplasms 

and Acute Leukemias

 

i cytogenetycznych (ryc. 2.). W liczeniu 

RARA, takich jak PML::RARA lub innych warian  fuzyjnych. 

go przypadki na pograniczu 

 szpikowej  

i in., 2022)  

w tabeli 1.

molekularna ostrej białaczki szpikowej 

W 2022 roku opublikowano trzy niezależne propozycje uaktualnienia klasyfikacji 

ostrych białaczek szpikowych. 

) nowotworów mieloidalnych i ostrych białaczek 

Światowej Organizacji Zdrowia 

) nowotworów układu krwiotwórczego i chłonnego 

Hierarchiczna klasyfikacja ICC, odnosząca się do nowotworów mieloidalnych 

i ostrych białaczek ( ang. 

), została opracowana w oparem o ocenę odsetka komórek 

blastycznych oraz występowanie charakterystycznych zmian molekularnych 

odsetka blastów uwzględnia się mieloblasty, 

monoblasty oraz megakarioblasty. W przypadkach AML z różnicowaniem 

monocytarnym lub mielomonocytarnym, do puli blastów zalicza się także promonocyty 

i monoblasty. Promielocyty są natomiast brane pod uwagę wyłącznie przy obecności 

rearanżacji genu tów 

W nowej klasyfikacji ICC obniżono wymagany próg blastów do 10% w sytuacji, 

gdy w próbce stwierdza się określone zmiany molekularne. Wprowadzono również 

pojęcie pośredniego rozpoznania MDS/AML obejmujące 

zespołów mielodysplastycznych i ostrej białaczki (Arber i in., 2022; Dohner 

. Szczegółowe podtypy AML według tej klasyfikacji przedstawiono 



Powtarzalne 
zaburzenia 
genetyczne 

;ie 10% 
blastów 

r -.... 

AML z 
powtarzalnymi 
zaburzeniami 
genel)'cznymi 

'- ~ 

.. 

10-19% 
blastów 

Mutacja TP53 
VAF:i!: 10% 

MDSJAML 

Mutacje genów 
związanych 

z mielodysplazją 

10-19% :i!: 20% 
blastów bw.-tów 

MDS/AML 
AML z mutacjami 

z mutacjami 
genów 

genów 
związanych 

związanych 
z mielodysplazją 

z mielodysplazją 

o!:20% 10-19% 
blastów blastów 

Zaburzenia 
cytogenetyczne 

związane 

z mielodysplazją 

MDS/AML 

10-19% 
blastów 

Brak typowych 
zaburz.eń 

cytogenetyczno­
molekulamych 

.!:. 20% 

blastów 

MDS/AMLNOS AML NOS 

o!:20% 
blastów 

AML 

AML 
z zaburzeniami z zaburzeniami 

z mutacją TP 53 z mutacją TP51 
cytogenetycznymi cytogenetycznymi 

związanymi związanymi 

z mielodysplazją z mielodysplazją 

Rycina 2. Hierarchia rozpoznania AML na podstmvie wytycznych International Consensus Classification (Arber i in., 2022; Dohner; in., 2022). 
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Tabela 1.  (Arber i in., 2022). 

Klasyfikacja ICC 
Blasty 
(%) 

AML  
z powtarzalnymi 

zaburzeniami 
genetycznymi 

  APL z t(15;17)(q24.1;q21.2)/PML::RARA lub innymi 
RARA 

 

  AML z t(8;21)(q22;q22.1)/RUNX1::RUNX1T1  

  AML z inv(16)(p13.1q22) lub 
t(16;16)(p13.1;q22)/CBFB::MYH11 

 

  AML z t(9;11)(p21.3;q23.3)/MLLT3::KMT2A lub 
KMT2A 

 

  AML z t(6;9)(p22.3;q34.1)/DEK::NUP214  

  AML z inv(3)(q21.3q26.2) or 
t(3;3)(q21.3;q26.2)/GATA2, MECOM(EVI1) lub innymi 

MECOM 
 

    

  NPM1  

  
bZIP genu CEBPA 

 

  AML z t(9;22)(q34.1;q11.2)/BCR::ABL1         

Mutacja TP53 
  

  TP53 10-19 

  TP53  

Mutacje genów 

 

MDS/AML z mutacjami genów zwiazanych z 
mielodysplazja 

10-19 

AML z mutacjami genów zwiazanych z mielodysplazja  
*ASXL1, BCOR, EZH2, RUNX1, SF3B1, SRSF2, STAG2, 
U2AF1, ZRSR2 

  

Zaburzenia 
cytogenetyczne# 

 

 
10-19 

 
 

#

del(17p); del(20q); and/or idic(X)(q13) 
  

Brak typowych 

cytogenetyczno-
molekularnych 

MDS/AML NOS 10-19 

AML NOS  

 

Klasyfikacja ostrej białaczki szpikowej wg JCC 2022 

• 
rearanżacj ami 

2:10 

• 2:10 

• 
2:10 

• 
innymi rearanżacjami 

2:10 

• 2:10 

• 
2:10 

rearanżacjami 

• AML z innymi rzadkimi, nawracającymi translokacjami 2:10 

• AML z mutacją 2:10 

• AML z mutacjami w obrębie ramki odczytu regionu 
2:10 

• 2:20 

• MDS/AML z mutacją 
VAF 2: 10% • AML z mutacją 2:20 

związanych z 2:20 
mielodysplazj ą * 

MDS/ AML z zaburzeniami cytogenetycznymi związanymi 
z mielodysplazją 
AML z zaburzeniami cytogenetycznymi związanymi z 

2:20 
mielodysplazj ą 

związane z 
Złożony kariotyp, del(5q)/t(5q)/add(5q); -7/del(7q); +8; 

mielodysplazją 
del(12p )/t(12p )/(add)(12p ); i(l 7q), - 17 /add(l 7p) or 

zaburzeń 

2:20 

Mięsak szpikowy 
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-  

- MPAL z t(9;22)(q34.1;q11.2)/BCR::ABL1 
- KMT2A 

-  
-  

 
 

 

Nowotwór z blastycznych plazmocytoidalnych komórek dendrytycznych 
 

 

Zaktualizowana w 2022 roku klasyfikacja European LeukemiaNet (ELN) jest 

strategii terapeutycznych . 

FLT3-ITD (tab. 2.)  

w aktualnych wytycznych jest rezygnacja z 

allelic ratio, AR) FLT3-ITD w stratyfikacji ryzyka . 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ostra białaczka z nieokreślonej linii: 
Ostra białaczka niezróżnicowana 

MPAL z t(v;l lq23.3)/z rearanżacją 
MP AL, B/szpikowa inaczej nieokreślona 
MP AL, T /szpikowa inaczej nieokreślona 

Proliferacje mieloidalne związane z zespołem Downa: 
Przemijająca nieprawidłowa mielopoeza związana z zespołem Downa 

Białaczka mieloidalna związana z zespołem Downa 

zgodna z systemem ICC, jednak koncentruje się przede wszystkim na stratyfikacji 

pacjentów z AML według ryzyka molekularnego, co ma na celu usprawnienie doboru 

(Lachowiez i in., 2022; Mrózek i in., 2023; Rausch i in., 2023) 

W klasyfikacji tej wyróżnia się trzy grupy ryzyka: korzystną, pośrednią i niekorzystną, 

określane na podstawie profilu genetycznego, ze szczególnym uwzględnieniem 

obecności mutacji Dodatkowo jedną z ważniejszych zmian 

wykorzystania wskaźnika allelicznego (ang. 

(Dohner i in., 2022) 
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Tabela 2. 
ELN 2022 (Döhner i in., 2022). 

Kategoria 
ryzyka 

Aberracje cytogenetyczne i molekularne  

Korzystne 

t(8;21)(q22;q22.1)/RUNX1::RUNX1T1a 

inv(16)(p13.1q22)/t(16;16)(p13.1;q22)/ CBFB::MYH11a 

NPM1mut bez mutacji FLT3-ITDb 

bZIP CEBPAc 

 

NPM1mut z FLT3-ITDb 

NPM1wt z FLT3-ITD (bez niekorzystnych zmian genetycznych) 

t(9;11)(p21.3;q23.3)/MLLT3::KMT2Ad 

niesklasyfikowane jako korzystne lub niekorzystne 

Niekorzystne 

t(6;9)(p23.3;q34.1)/DEK::NUP214 

KMT2Ae 

t(9;22)(q34.1;q11.2)/BCR::ABL1  

t(8;16)(p11.2;p13.3)/KAT6A::CREBBP  

inv(3)(q21.3q26.2)/t(3;3)(q21.3;q26.2)/GATA2, MECOM(EVI1) 

MECOM(EVI1) 

-5 lub del(5q); -7; -17/abn(17p) 

f, kariotyp monosomalnyg 

mutacja ASXL1, BCOR, EZH2, RUNX1, SF3B1, SRSF2, STAG2, 
U2AF1, ZRSR2h 

mutacja TP53i 

a KIT i/lub FLT3 nie zmienia klasyfikacji ryzyka 
b AML NPM1 

 
c - czy bialleliczna 
d  t

rokowaniu 
e KMT2A (PTD) 

Klasyfikacja ryzyka u chorych z nowo rozpoznaną AML według wg wytycznych 

Pośrednie 

Nieprawidłowości cytogenetyczne i/lub molekularne 

t(v;l lq23.3)/rearanżacja 

t(3q26.2;v)/rearanżacja 

złożony kariotyp 

współistnienie mutacji genu 

z mutacją i nieprawidłowościami cytogenetycznymi złego ryzyka powinna 

być klasyfikowana jako ryzyko niekorzystne 

niezależnie czy mutacja jest mono 

obecność (9;11) jest nadrzędna nad współistniejącymi mutacjami genów o złym 

z wyjątkiem częściowej duplikacji tandemowej 
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f 

polisomiami be  
g 

 

core-binding factor- AML) 
h

AML korzystnego ryzyka 
i mono- lub bialleliczna), mutacje TP53 

AML  

 

AML 

zasadnicze kategorie: AML z charakterystycznymi zmianami genetycznymi oraz AML 

.). W 

BCR::ABL1 CEBPA, gdzie 

 (>20%) (Khoury i in., 2022). 

CEBPA

 regionu zamka leucynowego bZIP 

(ang. basic leucine zipper) , termin 

  AML-MR (ang. acute myeloid leukemia 

myelodysplasia-related

-

oraz potwierdzenia zmian cytogenetycznych i/lub molekularnych typowych dla 

-

dochodzi do transformacji z -

MR. 

charakterystycznych zmian molek

 (Khoury i in., 2022; Huber i in., 2023). 

kariotyp złożony oznacza 2: 3 niezależne anomalie chromosomalne przy braku innych 

powtarzalnych nieprawidłowości genetycznych definiujących przynależność do 

podgrupy, z wyjątkiem kariotypu hiperdiploidalnego z trzema lub więcej trisomiami lub 

z współistniejących nieprawidłowości strukturalnych 

kariotyp monosomalny oznacza obecność co najmniej 2 monosomii (z wyłączeniem 

utraty chromosomu X lub Y) lub pojedyncza monosomia autosomalna, w połączeniu 

z co najmniej jedną strukturalną nieprawidłowością chromosomową (z wyłączeniem 

obecnie tych markerów me należy stosować jako negatywnego wskaźnika 

prognostycznego, jeśli rozpoznano 

V AF 2: 10%, niezależnie od statusu allelicznego ( 

są znacząco związane z o złożonym i monosomalnym kariotypie 

W piątej edycji klasyfikacji WHO z 2022 roku została podzielona na dwie 

określana na podstawie cech różnicowania (tab. 3 większości przypadków 

zdefiniowanych genetycznie rozpoznanie może być postawione niezależnie od progu 

20% blastów, z wyjątkiem AML z fuzją oraz AML z mutacją 

konieczne jest przekroczenie tej wartości 

W przypadku AML z mutacją , klasyfikacja obejmuje zarówno mutacje 

bialleliczne, jak i monoalleliczne w obrębie domeny 

. Zmieniono również nomenklaturę 

szpikowa związana z mielodysplazją 

ostra białaczka 

) zastąpił wcześniejsze określenie „AML z cechami związanymi 

z mielodysplazją". Rozpoznanie AML MR wymaga obecności co najmniej 20% blastów 

nowotworów mielodysplastycznych. Co istotne, cechy morfologiczne utraciły swoJą 

samodzielną wartość diagnostyczną przy rozpoznaniu AML MR. Przypadki, w których 

MDS lub MDS/MPN, również klasyfikowane są jako AML 

Do grupy AML opartej na różnicowaniu zalicza się natomiast przypadki 

niewykazujące specyficznych zaburzeń genetycznych. Przewiduje się, że liczebność tej 

kategorii będzie się stopniowo zmnieJszać wraz z identyfikacją nowych, 

ularnych, umożliwiających bardziej precyzyjne 

przyporządkowanie diagnostyczne 
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Tabela 3. Klasyfikacja AML wg WHO 2022 (Khoury i in., 2022). 

 

PML::RARA 

RUNX1::RUNX1T1 

CBFB::MYH11 

DEK::NUP214 

RBM15::MRTFA 

BCR::ABL1 

KMT2A 

MECOM 

NUP98 

NPM1 

CEBPA 

-MR) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.6 Metody diagnostyczne 

choroby resztkowej.  kwas 

wersenowy EDTA (ang. ethylenediaminetetraacetic acid)

Ostra białaczka szpikowa (AML) z określonymi aberracjami genetycznymi 

Ostra białaczka promielocytowa z fuzją 

Ostra białaczka szpikowa z fuzją 

Ostra białaczka szpikowa z fuzją 

Ostra białaczka szpikowa z fuzją 

Ostra białaczka szpikowa z fuzją 

Ostra białaczka szpikowa z fuzją 

Ostra białaczka szpikowa z rearanżacją 

Ostra białaczka szpikowa z rearanżacją 

Ostra białaczka szpikowa z rearanżacją 

Ostra białaczka szpikowa z mutacją 

Ostra białaczka szpikowa z mutacją 

Ostra białaczka szpikowa związana z mielodysplazją (AML 

Ostra białaczka szpikowa z innymi określonymi aberracjami genetycznymi 

Ostra białaczka szpikowa definiowana na podstawie różnicowania 

Ostra białaczka szpikowa o minimalnym różnicowaniu 

Ostra białaczka szpikowa bez dojrzewania 

Ostra białaczka szpikowa z dojrzewaniem 

Ostra białaczka bazofilowa 

Ostra białaczka mielomonocytowa 

Ostra białaczka monocytowa 

Ostra białaczka erytroidalna 

Ostra białaczka megakarioblastyczna 

Do diagnostyki AML podstawowym materiałem biologicznym jest szpik kostny 

oraz krew obwodowa. Oba typy materiału wykorzystywane są również w analizie 

Zalecanym antykoagulantem do pobierania próbek jest 

, ponieważ heparyna może 
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molekularnych (Yokota i in., 1999). 

Standardowa diagnostyka AML obejmuje immunofenotypowanie 

 badanie morfologiczne, zastosowanie 

technik cytogenetycznych oraz metod molekularnych 

2018). W przypadku  molekularnie heterogennnych, takich jak AML, konieczne 

wydaje  stosowanie metod detekcji   

 wiarygodne wykrywanie specyficznych dla pacjenta  (Levine 

& Valk, 2019).  

 i molekularnych wykrytych podczas 

diagnozy AML (tab. 4.). Molekularna diagnostyka AML przebiega dwutorowo, 

 (elektroforeza kapilarna (ang. 

capillary electrophoresis, CE), reakcja Real-T ang. quantitative real-

time PCR, qPCR, RT-qPCR, RQ-PCR), fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (ang. 

fluorescence in situ hybridization, FISH)) oraz rozszerzonego profilowania genomowego 

3.). W praktyce 

uzyskaniem wyniku badania NGS, d dodatkowej 

 w krótkim czasie, zazwyczaj -5 dni od 

biologicznego. Równolegle prowadzone jest profilowanie NGS, 

 2-

mieloproliferacyjnych 

(Chaudhary i in., 2024; Döhner i in., 2022). Na rycinie 4. przedstawione p

 .  

 

 

 

 

 

hamować reakcję PCR, co może prowadzić do zaburzenia wyników badań 

z wykorzystaniem cytometrii przepływowej, 

(Mrózek i in., 2009; Shumilov i in., 

chorób 

się również 

umożliwiają 

obejmujących całe geny, które 

wariantów 

Wytyczne ELN z 2022 roku zawierają zaktualizowaną stratyfikację prognostyczną, 

opartą na nieprawidłowościach cytogenetycznych 

obejmując jednoczesną realizację tzw. krótkiej ścieżki 

ime PCR ilościowa ( 

metodą NGS, zgodnie ze schematem przedstawionym na rycinie (ryc. 

klinicznej decyzje terapeutyczne u pacjentów z AML podejmuje się często przed 

latego też istotnie jest prowadzenie 

krótkiej ścieżki. Krótka ścieżka dotyczy analiz kluczowych markerów diagnostycznych, 

których wyniki powinny być dostępne w ciągu 3 

pobrania materiału 

trwające zwykle 4 tygodnie, umożliwiające kompleksową ocenę zmian molekularnych 

w szerokim panelu genów związanych z patogenezą chorób 

zostały rzykłady 

wyników badań molekularnych na obecność mutacji genów w ramach krótkiej ścieżki 
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Tabela 4. Badania wykonywane w przy rozpoznaniu AML wg wytycznych ELN, 2022.

Badania genetyczne Sugerowany czas wyników

Cytogenetyka 5-7 dni

FLT3 (ITD i TKD), IDH1, IDH2, NPM1 3-5 dni

CEBPA, DDX41, TP53, ASXL1, BCOR, EZH2, RUNX1, 
SF3B1, SRSF2, STAG2, U2AF1, ZRSR2

w pierwszym cyklu leczenia
(profilowanie NGS)

PML::RARA, CBFB::MYH11, RUNX1::RUNX1T1, 
KMT2A, BCR::ABL1

3-5 dni

Dodatkowe geny zalecane do testowania w trakcie diagnozy

ANKRD26, BCORL1, BRAF, CBL, CSF3R, DNMT3A, ETV6, GATA2, JAK2, KIT, KRAS, 
NRAS, NF1, PHF6, PPM1D, PTPN11, RAD21, SETBP1, TET2, WT1 (profilowanie NGS)

Rycina 3. Schemat dwutorowego molekularnej AML.

Badania molekularne na obecność mutacji genów 

Badania molekularne na obecność genów fuzyjnych 

rearanżacje 

Krótka ścieżka 
3-5 dni 

Diagnostyka AML 

l 
Szpik kostny/ 

krew obwodowa 

Leczenie 

l 
Ocena MAD 

postępowania w diagnostyce 

(krótka ścieżka) 

(krótka ścieżka) 

(krótka ścieżka) 

Profilowanie NGS 
2-4 tygodnie 
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Rycina 4.
- FLT3-ITD, B - FLT3 TKD. 

- NPM1 c.860_863dup 
p.(Trp288CysfsTer12), D - IDH1 c.395G>A p.(Arg132His), E - IDH2 c.419G>A 
p.(Arg140Gln).
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Przykłady wyników badań molekularnych na obecność mutacji genów 
w ramach krótkiej ścieżki. Analiza fragmentów A 
Wizualizacja za pomocą Integrative Genomics Viewer (IGV) C 
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3.7 Profil mutacji 

Osoby chore na AML  szerokiego profilu zmian 

genetycznych.  mutacje  identyfikowane  u 55% chorych. Na podstawie 

 tych zmian chorych  do  grup,  

   rokowaniem oraz zmienn   na terapi  

. 

AML charakteryzuje  wysokim stopniem  pod  

 chromosomowych, mutacji  oraz zmian w ekspresji wielu  

i mikroRNA.  cytogenetyczne   

nowo zdiagnozowanych  z AML.   AML   

z nielosowymi translokacjami ,    rearan acj   

(C. C. Kumar, 2011). Analiza cytogenetyczna  strukturalnych  

 

w AML   na podstawie ich kariotypu na tych z korzystn ,  lub 

niekorzystn  cytogenetyk  i  z    odpowiednio 

~60%, od 30% do 40% i od 5% do 10% (DiNardo & Cortes, 2016; C. C. Kumar, 2011). 

 z AML charakteryzuje   kariotypem 

(  translokacji genetycznych) i   . 

 obecnie sklasyfikowane 

w grupie po  ryzyka, jednak ta grupa jest  niejednorodna i nie wszyscy 

pacjenci z tej podgrupy  tak  sam  reakcj  na leczenie . W  

 mutacje 

, niewykrywalne standardow  analiz  cytogenetyczn ,  dodatkowo 

do patogenezy AML. Wiele z tych mutacji wykazuje znaczenie 

prognostyczne, wsp puj cych mutacji. 

clonal hematopoiesis of indeterminate 

potential, CHIP), np. DNMT3A, TET2, ASXL1

prognostyczne i terapeutyczne. W  

genetycznych.  

na konkretne zmiany molekularne i klasy genetyczne (DiNardo & Cortes, 2016; Hou 

Rożne 

występowania 

charakteryzują się występowaniem 

genów są 

można zakwalifikować odrębnych które 

charakteryzują się zróżnicowanym 

(Dohner i in., 2017) 

ą odpowiedzią ę 

nieprawidłowości 

Nieprawidłowości 

niejednorodności względem 

genów genów 

można wykryć u około 50% do 60% 

pacjentów Większość przypadków wiąże się 

chromosomów które często skutkują ż ą genów 

dużych nieprawidłowości 

chromosomalnych dostarczyła pierwszego genetycznego schematu prognostycznego 

dzieląc pacjentów ą pośrednią 

ą ą korelując pięcioletnim ogólnym przeżyciem 

Około 40% do 50% pacjentów się prawidłowym 

nieobecnością reprezentują oni największy podzbiór 

Wszystkie przypadki cytogenetycznie prawidłowych AML są 

średniego dość 

wykazują ą ą ę (Mrózek, 2022) 

ostatniej dekady technologia sekwencjonowania DNA ujawniła nawracające 

genów 

przyczymaJą się 

ą ą ą które 

zarówno niezależnie, jak i w kontekście ółwystę ą 

ciągu 

Szczególną uwagę należy zwrócić na zmiany genów uznawanych za część klonalnej 

hematopoezy o nieokreślonym potencjale (ang . 

. Zmiany te mogą występować u osób 

starszych bez cech choroby nowotworowej i nie zawsze mają bezpośrednie znaczenie 

związku z tym ich obecność powinna być 

interpretowana w kontekście klinicznym oraz innych współistniejących zmian 

Jednocześnie trwają prace nad terapiami celowanymi, ukierunkowanymi 
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& Tien, 2020). Nawet 86%  AML   z  co najmniej  

zmian, co  nowe zmiany w trakcie rozwoju choroby 

jak i w czasie terapii  i in., 2020).  

 

3.8  

 

 

leczenia

 

nowych terapii ukierunkowanych. 

klinicznej . 

N FLT3 oraz 

inhibitory IDH1/IDH2

-2, takie jak wenetoklaks (VEN)  

ang. hypomethylating agents, HMA) 

. Terapia VEN+HMA 

TP53. (Brown i in., 2024; 

DiNardo, Jonas, i in., 2020). W TP53 

 badania nad 

 APR-246 

 

 allogenicznym przeszczepieniu 

więcej 

przypadków wiąże się obecnością 

mogą pojawiać się zarówno 

(Dohner i in., 2017; Roussel 

dwóch 

Przegląd terapii celowanych ukierunkowanych na określone mutacje genowe 

Kluczowym elementem współczesnego podejścia do leczenia AML jest 

personalizacja terapii, oparta na szczegółowej charakterystyce molekularnej choroby 

u poszczególnych pacjentów. Precyzyjna identyfikacja specyficznych mutacji 

genetycznych za pomocą NGS umożliwia dostosowanie strategii terapeutycznych do 

indywidualnych potrzeb pacjentów, co znacząco zwiększa skuteczność leczenia. 

Personalizacja terapii na podstawie profilu mutacji może prowadzić do lepszych 

wyników , w tym wydłużenia okresów remisji oraz ogólnego wydłużenia życia 

pacjentów. Identyfikacja zmian genetycznych staje się kluczowym elementem w rozwoju 

W ostatnich latach dynamicznie poszerza się zakres 

dostępnych opcJl terapeutycznych, które mogą być wykorzystywane w praktyce 

(Dohner i in., 2022) 

ajwiększe znaczenie kliniczne w AML mają obecnie inhibitory 

, które są najlepiej przebadane i szeroko stosowane w praktyce 

klinicznej. Dodatkowo trwają również intensywne badania nad innymi lekami 

ukierunkowanymi na określone zmiany molekularne. Obiecujące wyniki wykazują 

inhibitory białka BCL , które w połączeniu 

z hipometylującymi analogami nukleozydów ( 

stanowią ważną opcję terapeutyczną, zwłaszcza u pacjentów starszych oraz 

niekwalifikujących się do intensywnej chemioterapii 

charakteryzuje się wysokim odsetkiem odpowiedzi, jednak często obserwuje się 

krótkotrwałość remisji, zwłaszcza u pacjentów z mutacją genu 

ystępowanie mutacji wiąże się z bardzo 

niekorzystnym rokowaniem, niskim odsetkiem odpowiedzi na leczenie oraz krótkim 

czasem przeżycia. Pomimo intensywnych badań klinicznych, skuteczne strategie 

terapeutyczne w tej grupie pacjentów pozostają ograniczone. Jednak trwają 

cząsteczkami ukierunkowanymi na zmutowane białko p53, takimi jak 

(eprenetapopt), które mogą stanowić nową opcję terapeutyczną dla pacjentów 

z najwyższym ryzykiem nawrotu choroby po 
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h (ang. allogeneic stem cell transplantation, allo-

HSCT)  z zaburzeniami chromosomu 17p oraz mutacjami genu 

TP53 (Sallman i in., 2021; Z. Wang i in., 2023).  

 

 Inhibitory FLT3 

Mutacje w genie kinazy tyrozynowej typu 3 (ang. FMS-like tyrosine kinase 3, FLT3) 

AML

ang. internal tandem duplication, ITD

 

. U chorych na AML 

FLT3-

mutacji. Zmiana 

FLT3-

FLT3-ITD w nawrocie AML po 

allo-

 (Brunet i in., 2012; 

N. Daver i in., 2019). 

FLT3 kinazy tyrozynowe pierwszej generacji, 

midostauryn sorafenib oraz selektywne inhibitory 

 (Antar 

i in., 2020; Negotei i in., 2023). 

 

mutacji w domenie kinazy 

tyrozynowej FLT3-TKD (ang. Tyrosine Kinase Domain, TKD) genu FLT3. 

na leczenie  AML. 

FLT3 

zastosowanie midostauryny  3 + 7 

uznania tej terapii za nowy standard  w leczeniu pierwszej linii 

z AML FLT3 .  

krwiotwórczych komórek macierzystyc 

, w szczególności u osób 

■ 

wykrywa się u około 30% pacjentów z 

wewnętrzna duplikacja tandemowa ( 

. Najczęściej obserwowaną zmianą jest 

), która wiąże 

się z niekorzystnym rokowaniem i zaliczana jest do czynników wysokiego ryzyka 

(Dohner i in., 2022; Fedorov i in., 2023; Negotei i in., 2023) 

obecność mutacji ITD wiąże się z wyższym ryzykiem nawrotu choroby oraz 

krótszym czasem przeżycia wolnego od białaczki w porównaniu z pacjentami bez 

ta zwykle utrzymuje się w momencie nawrotu u większości pacjentów, 

u których była obecna w chwili rozpoznania. Ponadto klony z mutacją ITD mogą 

pojawić się dopiero w nawrocie, nawet jeśli nie były wykrywalne w momencie diagnozy, 

co wynika z ewolucji klonalnej. Występowanie mutacji 

HSCT wiąże się z niekorzystnym rokowaniem, zwłaszcza przy wysokim wskaźniku 

allelicznym, zwiększając ryzyko ponownego nawrotu i zgonu 

Do inhibitorów zalicza się 

o wielokierunkowym działaniu m.in. ę, 

nowej generacji, do których należą m.in. gilteritinib, quizartinib oraz crenolanib 

Midostauryna jest inhibitorem kinazy tyrozynowej pierwszej generacJI, który 

wykazuje wysoką skuteczność, wobec mutacji ITD oraz 

Lek ten został 

uznany za skuteczną opcję terapeutyczną w leczeniu pacjentów z nawrotową lub oporną 

postacią Skuteczność midostauryny w skojarzeniu ze standardową 

chemioterapią oceniano w randomizowanym badaniu fazy III RA TIFY u pacjentów 

poniżej 60. roku życia z AML z mutacją (ITD lub TKD). Wyniki wykazały, że 

w skojarzeniu z chemioterapią oraz konsolidacją 

wysokodawkowaną cytarabiną istotnie poprawia wyniki leczenia, co doprowadziło do 

postępowania u pacjentów 

dodatnią 
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Gilterytynib jest obecnie jedynym inhibitorem kinaz tyrozynowych 

, 

remisji (Molica i in., 2023; Negotei i in., 2023; Perl i in., 2019; Zhao i in., 2022). 

 

 Inhibitory IDH1 i IDH2 

Mutacje w genie dehydrogenazy izocytrynianowej (ang. isocitrate 

dehydrogenase, IDH) 

IDH1 oraz IDH2 

epigenetycznej. W wyniku tych mutacji dochodzi do akumulacji 2-hydroksyglutaranu 

(2-

. 

Mutacje IDH1 i IDH2 , odpowiednio R132 

w genie IDH1 oraz R140 i R172 w genie IDH2 (Figueroa i in., 2010; Issa & DiNardo, 

-Vericat i in., 2019; Messina i in., 2022). 

-HSCT. Inhibitory IDH, takie jak 

ivosidenib i IDH1 i IDH2.  

Ivosidenib jest silnym inhibitorem produkcji 2-hydroksyglutaranu przez 

zmutowany enzym IDH1 

. 

 

. W Polsce Ivosidenib 

w skojarzeniu z lekami hipomety

IDH1  (Dang i in., 

2009; DiNardo i in., 2018; Figueroa i in., 2010; Popovici-Muller i in., 2018; Rohle i in., 

2013). 

Inhibitor IDH2 Enasidenib d

2-

. Enasidenib 

dopuszczonym w Europie do leczenia nawrotowej lub opornej na leczenie AML. Należy 

do inhibitorów drugiej generacji, charakteryzujących się wysoką selektywnością 

działając poprzez hamowanie aktywności kinazy tyrozynowej. Wyniki badania 

rejestracyjnego ADMIRAŁ wykazały, że terapia gilterytynibem prowadzi do wydłużenia 

całkowitego czasu przeżycia oraz zwiększenia odsetka uzyskiwanych całkowitych 

■ 

stwierdza się u około 20% chorych na AML. Zmiany w genach 

prowadzą do zaburzeń metabolizmu komórkowego oraz regulacji 

HG), który powoduje hipermetylację DNA, nieprawidłową ekspresję genów oraz 

nasiloną proliferację komórek przy jednoczesnym zahamowaniu ich różnicowania 

dotyczą konserwatywnych reszt argininy 

2021 ; Megias 

Inhibitory dehydrogenazy izocytrynianowej stanowią kolejną grupę związków 

stosowanych w leczeniu podtrzymującym po allo 

enasidenib, są stosowane odpowiednio u pacjentów z mutacją 

i wykazuje aktywność kliniczną głównie poprzez indukcję 

różnicowania i dojrzewania komórek nowotworowych Ivosidenib wykazał obiecujące 

rezultaty, obejmujące zarówno odsetek i czas trwania całkowitej remisji, jak i częstość 

remisji całkowitej, remisji całkowitej z częściowym odzyskiem hematologicznym, 

a także całkowitą odpowiedź na leczenie oraz całkowite przeżycie 

lującymijest terapią pierwszej linii u pacjentów z AML 

z mutacją genu niekwalifikujących się do intensywnej chemioterapii 

ziała poprzez hamowanie produkcji onkometabolitu 

hydroksyglutaranu, co prowadzi do przywrócenia prawidłowego procesu różnicowania 

komórek mieloidalnych i ograniczenia proliferacji komórek białaczkowych 
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 (ang. relapsed/refractory acute myeloid 

leukemia, R/R AML) IDH2 -Vicente i in., 2025; Stein i in., 

2017; Yen i in., 2017) 

 

3.9 Sekwencjonowanie 

Wprowadzenie technik sekwen

molekularna, biotechnologia 

 

 

 Obecnie NGS jest powszechnie stosowany 

 

i profilowaniu molekularnym (Shendure & Ji, 2008; Metzker, 2010). 

 

3.9.1 Sekwencjonowanie nowej generacji 

(Qin, 2019; Rizzo & Buck, 2012). 

Ogóln   procesu NGS przedstawiono na rycinie  (ryc. 5.). 

został zatwierdzony w Stanach Zjednoczonych do leczenia dorosłych pacjentów 

z nawrotową lub oporną na leczenie AML 

z obecnością mutacji (Jimenez 

cjonowania DNA było przełomem, który 

zrewolucjonizował wiele obszarów nauk przyrodniczych, takich jak biologia 

czy medycyna. Dzięki postępowi w tej dziedzinie możliwe 

stało się nie tylko analizowanie całych genomów, ale również badanie różnorodności 

biologicznej oraz identyfikacja zmian genetycznych leżących u podłoża wielu chorób. 

Szczególnie istotne znaczenie zyskały metody sekwencjonowania nowej generacji, które 

umożliwiły równoległe sekwencjonowanie milionów cząsteczek DNA, znacznie 

zwiększając szybkość i efektywność analiz. 

w diagnostyce klinicznej, gdzie odgrywa kluczową rolę w identyfikacji mutacji 

W przeciwieństwie do klasycznej metody Sangera, technologie NGS bazują na 

alternatywnych reakcjach chemicznych, które umożliwiają znacznie większą skalę 

sekwencjonowania oraz wyższą przepustowość 

ą zasadę poniżej 
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Rycina 5. Etapy procesu sekwencjonowania nowej generacji z wykorzystaniem platform 

DNA jest najpierw przetwarzany do postaci biblioteki sekwencyjnej poprzez 

platform

Technologia Life 
Technologies - Ion Torrent wykorzystuje PCR emulsyjny oraz sekwencjonowanie przez 

odczyty sekwencji. Rycina na podstawie (Voelkerding i in., 2010).

Adapter 

A 

C 

Wejściowe DNA 

Fragmentacja 

Naprawa końców i ligacja adapterów 

Pofragmentowana biblioteka 

Fragment A 

Adapter 

Adapter 

Fragment B 

Adapter 

Adapter 

FragmentC 

I Klonalna amplifikacja fragmentów I 

-------1 2 
B A 

Sekwencjonowanie ampllkonów 

Adapter 

Sekwencjonowanie przez 
ligację lub 

pirosekwencjonowanie 

Sekwencjonowanie przez 
syntezę 

Generowanie obrazów fluorescencyjnych lub luminescencyjnych 

Konwersja do sekwencji 

wymagających klonalnej amplifikacji matryc (Illumina, Life Technologies). Materiał 

fragmentację, naprawę końców oraz przyłączenie adapterów specyficznych dla danej 
y. Następnie uzyskane fragmenty biblioteki poddawane są klonalnej amplifikacji, 

realizowanej metodą emulsyjnego PCR w emulsji wodaolej (Life Technologies) (I) lub 
techniką amplifikacji mostkowej na stałej powierzchni (Illumina) (2). 

syntezę. Proces sekwencjonowania w komorze przepływowej generuje sygnały 

luminescencyjne lub fluorescencyjne, które są następnie przetwarzane algorytmicznie na 
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sequencing by synthesis, SBS) oraz 

 (ang. sequencing by hybridization, SHB). SBS 

, 

(Slatko i in., 2018). SHB polega na wykorzystaniu krótkich sond oligonukleotydowych 

 

(Drmanac i in., 2002). 

3.9.2 Przygotowanie bibliotek NGS 

Pierwszy etap stanowi przygotowanie bibliotek NGS. Obejmuje on 

przygotowanie krótkich fragmentów DNA lub cDNA (otrzymanych z RNA), do których 

 adaptery, czyli krótkie sekwencje DNA specyficzne dla danej technologii. 

unikatowe sekwencje identyfikacyjne, tzw. barcody 

(ang. barcodes). 

 

(Boone 

i in., 2018; Haynes i in., 2019). 

Proces  

transkryptazy (Chen i in., 2018; Head i in., 2014). 

, zwykle do rozmiaru 300-500 par zasad, 

(Head i in., 2014). 

O

-9), tak 

, 

duplikatów.  

Główne podejścia w ramach NGS można podzielić na dwie kategorie: 

sekwencjonowanie przez syntezę (ang. 

sekwencjonowanie przez hybrydyzację 

wykorzystuje zasady podobne do metody Sangera, jednak skupia się na odczycie 

znacznie krótszych fragmentów DNA, co wiąże się z wyższym ryzykiem błędów, 

kompensowanym poprzez głębokie pokrycie sekwencji generowane są miliony, a nawet 

miliardy krótkich odczytów, które umożliwiają zbudowanie konsensusowej sekwencji 

o znanej sekwencji, które wiążą się komplementarnie z badanym DNA. Wzorzec 

hybrydyzacji pozwala następnie na odtworzenie sekwencji analizowanego fragmentu 

dołączane są 

Dodatkowo każda próbka otrzymuje 

Barcody pozwalają na jednoznaczne oznaczenie poszczególnych próbek 

w trakcie jednego przebiegu sekwencjonowania oraz na prawidłowe przypisanie 

uzyskanych odczytów do odpowiedniego materiału na etapie analizy bioinformatycznej. 

Zastosowanie barcodów umożliwia analizę wielu próbek w jednym przebiegu 

rozpoczyna się od izolacji DNA lub RNA z materiału biologicznego. 

W przypadku RNA konieczna jest jego konwersja do cDNA przy użyciu odwrotnej 

Następnie przystępuje się do 

dostosowania fragmentów DNA/cDNA do 

sekwencjonującej. Obejmuje to ich fragmentację 

wymagań konkretnej platformy 

przy użyciu metod enzymatycznych lub mechanicznych, a także przyłączenie adapterów 

umożliwiających hybrydyzację z powierzchnią komory przepływowej 

statnim krokiem przed rozpoczęciem sekwencjonowania jest amplifikacja bibliotek. 

Wykonuje się ją za pomocą reakcji PCR z ograniczoną liczbą cykli (zazwyczaj 7 

aby zapewnić odpowiednią ilość materiału bez znacznego zwiększenia liczby 
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pool

(Hess i in., 2020)

próbek. 

3.9.3 Sekwencjonowanie i analiza danych 

jednak jego ogólna zasada jest podobna. W

azotowych oraz ich detekcji. W 

polega na identyfikacji kolejnych zasad (A, C, G, T) obecnych we fragmentach DNA. 

Torrent) do dzin (Illumina). 

bioinformatyczna danych, czyli tzw. analiza in silico w trakcie potoku analizy danych 

(ang. analytical pipeline) (ryc. 6). Otrzymane  

i przetwarzane z wykorzystaniem wyspecjalizowanych algorytmów. Celem jest 

 (Bhat i in., 

2022; Cabello-Aguilar i in., 2023; Larson i in., 2023). 

demultipleksowania, który polega na przypisaniu odczytów (ang. reads) do 

 

. 

odczyty tj. sekwencje nukleotydów oraz  z odczytanych 

nukleotydów.  naj  z pierwszego etapu 

analizy NGS i  punktem  

 (ang. quality control, QC) uzyskanych 

plików. 

 w procesie 

trymowania (ang. trimming). Po tym  

 (Larson i in., 2023; Ward i in., 2020; Wilkins 

i in., 2021). 

W kolejnym kroku biblioteki są mieszane w odpowiednich proporcjach, tworząc 

tzw. pulę (ang. ). Do jednej puli łączy się próbki przygotowane tą samą metodą, ale 

oznaczone różnymi barcodami . Im precyzyjniej dobrane są stężenia 

poszczególnych bibliotek, tym bardziej równomierna będzie liczba uzyskanych odczytów 

przypadających na każdą z 

Proces sekwencjonowania różni się w zależności od zastosowanej technologii, 

ykonywane są cykle inkorporacji zasad 

zależności od technologii wykorzystywany jest np. 

sygnał fluorescencyjny (Illumina) lub zmiana pH (łon Torrent). Sekwencjonowanie 

W zależności od platformy, czas trwania sekwencjonowania może wynosić od kilku (łon 

kilkudziesięciu go Ostatnią fazą całego procesu jest analiza 

dane surowe są porządkowane 

porównanie sekwencji próbki z genomem referencyjnym, identyfikacja różnic (np. 

mutacji, delecji, insercji), a następnie ich biologiczna i kliniczna interpretacja 

Pierwszym etapem analizy, jeszcze na poziomie pamięci sekwenatora jest proces 

poszczególnych próbek. Następnie generowane są dane z surowymi odczytami tzw. pliki 

F ASTQ. Jest to standardowy format plików tekstowych, w którym zapisywane są surowe 

dane sekwencjonowania uzyskane bezpośrednio z platformy NGS Zawierają one 

informacje o jakości każdego 

Pliki F ASTQ stanowią ważniejsze pliki wyjściowe 

są wyjścia dla dalszego przetwarzania bioinformatycznego. 

Należy przeprowadzić ocenę kontroli jakości 

W celu podniesienia jakości uzyskanych wyników możliwe jest odrzucenie 

sekwencji o złej jakości, a także odcięcie zidentyfikowanych adapterów 

procesie można na nowo wykonać proces kontroli 

1 wygenerować pliki F ASTQC 
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Kolejny etap potoku analizy danych stanowi uliniowienie (ang. alignment), które 

stanowi proces dopasowywania odczytów sekwencji uzyskanych w wyniku 

sekwencjonowania do genomu referencyjnego. W wyniku uliniowienia generowany jest 

plik BAM, który przechowuje informacje o dopasowaniu odczytów do genomu 

referencyjnego oraz BAI, k

plików BAM i  

z zastosowaniem np. alizacji 

danych sekwencjonowania (ang. integrative genomics viewer, IGV) (Reinert i in., 2015; 

Satam i in., 2023).  

wariantów (ang. variant calling

variant calling format

zmiany, rodzaju zmiany oraz  allelu wariantu (ang. variant allelic 

frequency, VAF) (Koboldt, 2020; Koroglu & Bilguvar, 2025). 

Ostatnim etapem analizy jest adnotacja, której celem jest nadanie wykrytym 

wariantom biologicznego i klinicznego znaczenia na podstawie danych zawartych 

 

 (Cingolani, 2022; Pilalis i in., 2025; Tuteja 

i in., 2022).  

 
 

tóry stanowi tzw. indeks mapowania. Dzięki dostępowi do 

BAI możliwa jest wizualizacja danych dla konkretnych regionów 

narzędzi do wizualizacji przeglądarka genomowa do wizu 

Uliniowienie umożliwia wykrycie różnic pomiędzy sekwencją badaną a genomem 

referencyjnym, co stanowi podstawę do dalszego etapu analizy, jakim jest wywoływanie 

). W trakcie tego procesu generowane są pliki VCF (ang. 

). Pliki VCF służą do przechowywania informacji o wariantach 

genetycznych wykrytych podczas analizy. Zawierają one szczegółowe dane o lokalizacji 

częstości występowania 

w pliku VCF. Proces ten obejmuje weryfikację zmian w dostępnych bazach danych 

i narzędziach bioinformatycznych, ocenę częstości występowania wariantów w populacji 

oraz określenie ich potencjalnej patogenności 
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Rycina 6

3.9.4 Znaczenie NGS w diagnostyce AML

Sekwencjonowanie generacji

i 

.

Jest to oraz identyfikacji rzadkich 

i terapeutyczne. Z

profilowanie genetyczne prowadzi do lepszego 

choroby. Jednak NGS nie jest pozbawiony

ze stosowanych paneli diagnostycznych

2024).

Wynik sekwencjonowania 

ł demu ltipleksowanie 

Pliki FASTQ 

ł ocena QC 

Pliki FASTQC 

ł trymowanie 

Pliki FASTQ 

ł uliniowienie 

Pliki BAM i BAI 

ł wywoływanie wariantów 

Pliki VCF 

ł analiza 

Adnotacja 

. Schemat głównych etapów potoku bioinformatycznego analizy danych NGS. 

następnej jest metodą nowoczesną 

wysokoprzepustową, która umożliwia jednoczesną analizę wielu genów. W kontekście 

AML, NGS pozwala na szybkie i precyzyjne wykrycie mutacji w dużej liczbie próbek 

niezbędne dla dokładnej diagnostyki molekularnej 

mutacji i rearanżacji genowych, które mogą mieć istotne znaczenie prognostyczne 

większenie efektywności diagnostycznej poprzez kompleksowe 

zrozumienia heterogenności genetycznej 

ograniczeń, do których należą wydłużony czas 

uzyskania wyniku, relatywnie wysokie koszty oraz ograniczony zakres analiz wynikający 

(Dohner i in., 2022; Guijarro i in., 2023; Salman, 
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NGS (ang. ultrahigh-sensitivity next-generation sequencing, UHS-

istotne w ocenie MRD, UHS-NGS powinna 

  (Cloos i in., 2026). 

Strategie oparte na metodzie NGS me są obecnie wystandaryzowane jako 

samodzielna technika oceny MRD. Jednak stosowanie ultraczułego sekwencjonowania 

NGS) może być 

przy czym oczekiwana czułość 

poniżej 0,1 %, a optymalnie :S0,01 % 

wynosić 
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4 Cel pracy 

 

z wykorzystaniem technologii sekwencjonowania nowej generacji 

hospitalizowanych 

Onkologii w latach 2020-2023.  

 

 

1. Identyfikacja zmian genetycznych w panelu wybranych 

 z zastosowaniem technologii 

 

 

2.  

missense, nonsense, frameshift, 

in-frame, splice site, fusion

 

3. . Identyfikacja 

 

4. 

molekularnie z wykorzystaniem NGS.

Celem mmeJszeJ rozprawy doktorskiej jest określenie profilu mutacji 

u pacjentów ze 

zdiagnozowaną ostrą białaczką szpikową w Świętokrzyskim Centrum 

Cele szczegółowe: 

1 genów fuzyjnych 

genów u pacjentów z ostrą białaczką szpikową 

sekwencjonowania nowej generacji oraz określenie częstości mutacji 

w poszczególnych genach w analizowanej populacji. 

Charakterystyka molekularna wykrytych wariantów genetycznych 

z uwzględnieniem ich klasyfikacji funkcjonalnej ( 

) oraz ocena częstości występowania poszczególnych 

typów zmian w badanej grupie pacjentów. 

Ocena współwystępowania mutacji w badanych genach 

najczęściej współistniejących zmian genetycznych. 

Ocena skuteczności stratyfikacji pacjentów do terapii ukierunkowanych 
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5  

5.1 y 

5.1.1 badawczy 

2020-

09 19 do 84 lat (tab. 5.). 

. 

wykonanie badania genetycznego).

Materiały i metody 

Materiał 

Materiał 

Materiał biologiczny do analizy pochodził od pacjentów z rozpoznaniem ostrej 

białaczki szpikowej, hospitalizowanych w Świętokrzyskim Centrum Onkologii w latach 

2023. Do badań wykorzystano próbki szpiku kostnego (2 ml) i/lub krwi obwodowej 

(10 ml). Analizie poddano materiał od 1 pacjentów w wieku od 

Wszyscy pacjenci wyrazili zgodę na wykorzystanie materiału do celów 

naukowych, wypełniając odpowiednie pola w formularzu świadomej zgody na 

przeprowadzenie badań genetycznych (Załącznik 1 Deklaracja świadomej zgody na 



 
 

35 

Tabela 5. Charakterystyka grupy badanej. 

 

Okres 
hospitalizacji 

Rozpoznanie  
grupy 

Wiek pacjentów 
w momencie rozpoznania AML 

[lata] 
Kariotyp 

 

zakres  mediana 
 

[%] [%] 

brak 
metafaz 

[%] 

brak 
danych 

[%] 

 

2020-2023 AML 

Kobiety 43 19-81 58,6 63 14 [12,8] 22 [20,2] 2 [1,8] 5 [4,6]  

 66 26-84 60,3 65 17 [15,6] 34 [31,2] 8 [7,3] 7 [6,4]  

 109 19-84 59,5 65 31 [28,4] 56 [51,4] 10 [9,2] 12 [11,0]  

Pleć 
Liczebność 

średnia 
prawidłowy nieprawidłowy 

Mężczyźni 

Ogółem 
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5.2 Metody

z zastosowaniem metod biologii 

molekularnej, zgodnie ze schematem przedstawionym (ryc. 7.).

Rycina 7.

Materiał genetyczny pacjentów poddano analizie 

poniżej 

Pacjent z rozpoznaniem ostrej białaczki szpikowej 

l 
Szpik kostny/krew obwodowa • /~ 

Izolacja RNA 

l 
Odwrotna transkrypcja 

l 

Izolacja DNA 

I 
Pomiar stężenia DNA Pomiar stężenia cDNA 

Sif"k lile>111.r(y/ 
Krew obwctdow■ 

~ 

PartlaJty d',gest ampllcons 

cONA ] c:;J Barcode Adaplers p~ >ON00l Ugate adapters 

Przygotowanie bibliotek 
DNA 

Przygotowanie bibliotek / t T ] [ .. >:::::.] 
cDNA [ ~=- ) ł ~ 

~ootJIO A PMJDUKT I 
j ✓ 

NIDOUICT 

GJ 
,110001CT 

j 
Pulowanie bibliotek DNA i RNA li ll l l l l l l l 

-' I .. • ,. , ~ .., "' " ._ to 

I I I I I I I t-

PCR emulsyjny+ sekwencjonowanie 

Analiza danych 

Schemat części doświadczalnej pracy. 

X P1 

.... . 

Barcoded Hbrary 

' ,,. 
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5.2.1  

ny stanowi  szpik kostny (2 ml) i/lub krew obwodowa (10 ml). Jako 

antykoagulant zastosowano 

wyizolowano DNA oraz RNA.  

 

5.2.1.1 Izolacja DNA 

 (kwas deoksyrybonukleinowy) wyizolowano 

(Promega)

DNA Kit,  izolacj  genomowego DNA z krwi obwodowej/szpiku kostnego 

 h lub ch.  zgodnie z instrukcj  producenta. 

300 l krwi obwodowej i/lub 100  szpiku kostnego.  

buforu elucyjnego. Otrzymane DNA przechowywano w temperaturze 4 

analiz. 

 

5.2.1.2 Oczyszczanie DNA 

czaniu z wykorzystaniem zestawu Anti-

Inhibitor Kit firmy A&A Biotechnology  Oczyszczanie 

wykonano w celu poprawienia ci DNA poprzez e 

enzymatycznych. Otrzymane DNA przechowywano w temperaturze 4 

analiz. 

 

5.2.1.3 Izolacja RNA 

ielony na dwa etapy.  

lizy 6.) z 10 ml krwi obwodowej i/lub 2 ml szpiku kostnego. 

 (Thermo Fisher 

Izolacja materiału genetycznego 

Materiał bada ł 

wersenian dwusodowy (EDTA). Z materiału biologicznego 

materiał genetyczny 

Materiał genetyczny jakim jest DNA 

z wykorzystaniem izolacji automatycznej za pomocą urządzenia Maxwell® RSC 

. Do procesu izolacji został zastosowany zestaw Maxwell® RSC Whole Blood 

umożliwiający ę 

z próbek świeżyc 

µ 

mrożony Postępowano 

µl 

Izolaty DNA zostały poddane oczysz 

ą Użyto 

Elucję przeprowadzono w 100 µl 

°C do dalszych 

zgodnie z instrukcją producenta. 

jakoś usumęc1 inhibitorów reakcji 

°C do dalszych 

Materiał genetyczny jakim jest RNA (kwasy rybonukleinowy) został wyizolowany 

manualnie z zastosowaniem zmodyfikowanej metody Chomczyńskiego/Sacchi. Do 

izolacji użyto świeżo pobranego materiału (krew obwodowa i/lub szpik kostny). Proces 

izolacji został podz 

Etap pierwszy, przeprowadzany bezpośrednio po pobraniu materiału (tego samego 

dnia), polegał na wyodrębnieniu komórek jednojądrzastych z zastosowaniem buforu do 

erytrocytów (tab. Następnie 

uzyskany pellet komórkowy zawieszano w 1 ml odczynnika TRizol™ 

Scientific) w probówce typu Eppendorf poprzez wielokrotne przetłoczenie zawiesiny 
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 przechowywano w temperaturze  

-80  

 

Tabela 6  

  

0.15 molowy NH4Cl 4g 

0.01 molowy KHCO3 0.5g 

0.13 molowy EDTA 0.175g 

woda wolna od nukleaz 500ml 
 

 

Etap drugi, ,  

zawieszonego w TRIzolu, intensywnego wymieszania oraz inkubacji (37 

10 min.) oraz odzenia na 

RPM, 15 min.), po czym wirowano (4 

h i DNA. Do uzyskanej fazy 

, 

inkubowano 10 min. w temperaturze pokojowej i wirowano (4  

wirowano (4 

  

330 RPM, 10 min.). N oceniono e  wyizolowanego za 

Thermo Fisher Scientific. Izolaty 

przechowywano w temperaturze -80  

 

 

 

 

 

 

 

 

przez strzykawkę z igłą o średnicy O, 7 mm. Materiał 

°C do czasu rozpoczęcia drugiego etapu izolacji . 

. Skład burofu do lizy erytrocytów. 

Składnik Ilość 

izolacji właściwej rozpoczęto od powolnego rozmrożenia lizatu 

°C, 330 RPM, 

schł lodzie przez 10 mm. Następnie dodawano 200 µl 

schłodzonego chloroformu, intensywnie mieszano i inkubowano (temp. pokojowa, 1 OOO 

°C, 12000 obr.Imin., 10 min.). Fazę wodną 

zaw1eraJącą RNA przenoszono do nowych probówek i ponownie ekstrahowano 

chloroformem w celu usunięcia zanieczyszczeń białkowyc 

wodnej dodawano 500 µl schłodzonego izopropanolu w celu wytrącenia RNA, 

°C, 12000 obr.Imin., 

10 min.). Po usumęcm supematantu pellet RNA przemywano 1 ml 75% etanolu, 

°C, 7500 obr.Imin., 5 min.) i osuszano przez 10 min. Następnie RNA 

rozpuszczano w 20 µl jałowej wody wolnej od nukleaz poprzez inkubację (56 °C, 

astępnie stężeni i czystość materiału 

pomocą urządzenia N ano Drop One firmy 

°C do dalszych analiz. 
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5.2.2 Reakcja odwrotnej transkrypcji 

RNA poddano procesowi odwrotnej transkrypcji (ang. reverse transcription, RT) 

celem uzyskania cDNA na matrycy RNA. Zastosowano zestaw Maxima First Strand 

cDNA Synthesis Kit for RT-qPCR firmy Thermo Fisher Scientific 

producenta. 

klasycznej  reakcji polimerazy (ang. polymerase chain reaction, PCR), 

izolacji RNA 

przepisania informacji genetycznej zawartej w RNA na cDNA. 

dla genu referencyjnego BCR odpowiednie 

zamieszczonych w tabeli  (tab. 7.). 

 

Tabela 7. Sekwencje starterów dla reakcji kontrolnej. 

Nazwa 
genu 

Sekwencja 
referencyjna 

Nazwa 
startera 

Sekwencja startera produktu 
[pz] 

BCR NM_004327.4 
BCR-R ATGTCCGTGGCCACACCGGACAC 

870 
BCR-12 AGAACATCCGGGAGCAGCAGAAGAA 

 

podanych w tabeli 8.  

przeprowadzono z wykorzystaniem termocyklera Veriti firmy Thermo Fisher Scientific 

z zachowaniem odpowiedniego profilu temperaturowego (tab 9.). 

 

Tabela 8. . 

  

mix Syber Green 5 
BCR-R 1 
BCR-12 1 

H2O 1 
cDNA 2 

 

 

 

 

zgodnie z instrukcją 

Dodatkowy etap, po procesie odwrotnej transkrypcji, stanowiło wykonanie 

łańcuchowej 

celem potwierdzenia poprawności wykonania 

wykorzystując 

poniżej 

oraz prawidłowego 

Przeprowadzono reakcję 

sekwencje starterów 

Długość 

Skład mieszaniny reakcyjnej przygotowano wg objętości Reakcję 

Skład mieszaniny reakcyjnej PCR kontrolnego dla genu BCR 

Składniki Objętość (µl)/1 próbkę 
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Tabela 9. . 

Temperatura [°C] Czas Liczba cykli 

95 3 min. 1 
95 45 s. 

35 65,5 45 s. 
72 30 s. 
72 1 min. 1 

 

5.2.3 Elektroforeza agarozowa 

ach, przy jednoczesnym braku amplifikacji w kontroli bez 

matrycy (ang. no template control, NTC). W przypadku braku produktu amplifikacji 

przedstawiono na ryc. 8. 

 

Rycina 8. - wzorzec masy 
molekularnej 100-1000 pz, 1-16 pr by badane (produkt o wielko ci 870 pz), NTC - non-
template control. 

 

5.2.4  

zmierzono  

Qubit 4 firmy Thermo Fisher Scientific z zastosowaniem zestawu Qubit  1X dsDNA 

Broad Range (BR) Assay Kits firmy Thermo Fisher Scientific 

producenta.  

Profil temperaturowy łańcuchowej reakcji polimerazy 

Produkty reakcji PCR wizualizowano metodą elektroforezy w 2% żelu 

agarozowym przez 40 min przy napięciu 120 V, a następnie analizowano z użyciem 

transiluminatora. Oczekiwano uzyskania prążka produktu PCR o długości około 870 pz 

we wszystkich badanych próbk 

procedurę izolacji RNA i reakcję PCR powtarzano. Przykładowy obraz elektroforezy 

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 O 11 12 1 3 14 15 16 NTC 

500 

Rozdział elektroforetyczny produktów PCR dla genu BCR. M 
ó ś 

Pomiar stężenia DNA i cDNA 

Stężenie otrzymanych DNA i cDNA za pomocą fluorymetru 

TM 

według instrukcji 
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5.2.5 Zestaw Oncomine Myeloid  

Wykonano sekwencjonowanie NGS z wykorzystaniem panelu Oncomine  

Myeloid Research Assay firmy Thermo Fisher Scientific obejmuj  geny 

genach (tab. 10.)  

(tab. 11.).  

e na 

matrycy RNA. 

 

Tabela 10. Geny (CDS) oraz hotspoty oceniane w panelu Oncomine  Myeloid Research 
Assay. 

 

Geny badane w regionach 
hotspot 

Geny badane 
 *  

ABL1 KRAS ATRX ABL1 MYB 
ANKRD26 MET BCOR ALK MYBL1 

ASXL1 MPL CEBPA BCL2 MYH11 
BCOR MYD88 ETV6 BRAF NTRK3 
BRAF NPM1 EZH2 CCND1 NUP98 
CBL NRAS IKZF1 CREBBP NUP214 

CSF3R PPM1D IKZF1 EGFR PDGFRA 
DDX41 PTPN11 NF1 ETV6 PDGFRB 

DNMT3A SETBP1 PHF6 FGFR1 RARA 
FLT3 SF3B1 RB1 FGFR2 RBM15 

GATA2 SMC1A RUNX1 FUS RUNX1 
HRAS SMC3 SH2B3 HMGA2 TCF3 
IDH1 SRSF2 STAG2 JAK2 TFE3 

IDH2 TP53 TET2 
KMT2A (MLL, 

w tym MLL-
PTD) 

 

JAK2 U2AF1   MECOM  

KIT ZRSR2       
CDS, ang. coding sequence

splicingowymi 

 

 

 

 

 

 

TM 

ącego 

charakterystyczne dla nowotworów proliferacyjnych, w tym ostrej białaczki szpikowej. 

Pozwala on na detekcję zmian w 40 i 29 genach kierujących fuzji 

Materiałem badanym wykorzystywanym do wykrywania zmian w genach było 

DNA, natomiast do identyfikacji genów fuzyjnych zastosowano cDNA otrzyman 

w całości 

*obejmują sekwencje kodujące ( 

TM 

Geny fuzyjne (fuzje zawierające 
jednego z poniższych partnerów) 

) wraz z przyległymi miejscami 
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Tabela 11.  Geny fuzyjne oceniane z wykorzystaniem panelu Oncomine  Myeloid 
Research Assay. 

 

Gen fuzyjny 
 

Gen partnerowy 
Liczba 

 

KMT2A 

ABI1, ABI2, ACACA, ACER1, ACTN4, ADARB2, 
AFF1, AFF3, AFF4, APBB1IP, ARHGAP26,ARHGEF12, 

ARHGEF17, ATG16L2, BTBD18, c11orf88, CASC5, 
CASP8AP2, CBL, CDK6, CEP170B, CREBBP, CT45A2, 
DAB2IP, DCP1A, DCPS, ELL, ENAH, EP300, EPS15, 

FLNA, FNBP1, FOXO3, FOXO4, FRYL, GAS7, GMPS, 
GPHN, KIAA1524, LASP1, LPP, MAML2, MAPRE1, 

MEF2C, MLLT1, MLLT10, MLLT11, MLLT3, MLLT4, 
MLLT6, MYH11, MYO18A, MYO1F, NCKIPSD, NEBL, 

NKAIN2, NRIP3, NUP98, PDS5A, PICALM, 
RABGAP1L, RNF115, RPS3, SARNP, SEPT11, SEPT2, 

SEPT5, SEPT6, SEPT9, SH3GL1, SMAP1, SORBS2, 
TECR, TET1, TIRAP, TOP3A, USP2, UVRAG, 

ZFYVE19 

199 

     

BRAF 

AGAP3, AGK, AGTRAP, AKAP9, AP3B1, ARMC10, 
ATG7, BCL2L11, BTF3L4, C7orf73, CCDC91, CCNY, 

CDC27, CEP89, CLCN6, CUL1, CUX1, DYNC1I2, 
EPS15, FAM114A2, FAM131B, FCHSD1, GATM, GHR, 

GNAI1, GTF2I, HERPUD1, KCTD7, KDM7A, 
KIAA1549, KLHL7, LSM12, LSM14A, MACF1, 

MAD1L1, MKRN1, MYRIP, MZT1, NUB1, NUDCD3, 
PAPSS1, PLIN3, RAD18, RBMS3, RNF130, RP2, 

SLC12A7, SLC45A3, SND1, SOX6, STRN3, TANK, 
TAX1BP1, TMEM178B, TMPRSS2, TRIM24, TRIM4, 

UBN2, ZC3HAV1, ZKSCAN5, ZSCAN30 

95 

     

ETV6 

ABL1, ABL2, ACSL6, ANLN, ARNT, ATP2B1, CDX2, 
CHIC2, DUSP16, FGFR3, FLT3, FRK, GOT1, INO80D, 

ITPR2, JAK2, LRP6, LYN, MECOM, MN1, NCOA2, 
NTRK2, NTRK3, PDGFRA, PDGRFB, PER1, PRDM16, 

PTPRR, RUNX1, SYK 

52 

     

ABL1 
BCR, CABIN1, EML1, FOXP1, INPP5D, PRDM12, 

RALGPS1, RANBP2, RCSD1, SFPQ, SNX2, SPECC1L, 
ZMIZ1 

49 

     

RARA 
ADAMTS17, BCOR, FIP1L1, IRF2BP2, NABP1, NPM1, 

NUMA1, PML, PRKAR1A, STAT5B, TBL1XR1, 
ZBTB16 

45 

     

RUNX1 
AFF3, CBFA2T2, CBFA2T3, CEP76, CLCA2, EVX1, 
KIAA1549L, LPXN, MACROD1, MECOM, MRPS6, 

39 

TM 

(kierujący) wariantów 
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NOL4L, PRDM16, PRDX4, RPL22, RUNX1T1, SH3D19, 
TRPS1, USP1, USP42, YTHDF2, ZFPM2, ZNF687 

     

PDGFRB 

ATF7IP, BIN2, CAPRIN1, CCDC6, CCDC88C, CEP85L, 
CPSF6, DTD1, EBF1, ERC1, GIT2, GOLGA4, GOLGB1, 

HIP1, KANK1, MPRIP, MYO18A, NDE1, NIN, 
PDE4DIP, PRKG2, RABEP1, SART3, SPECC1, TNIP1, 

TP53BP1, TPM3, TRIP11, WDR48, ZEB2 

36 

     

JAK2 
ATF7IP, BCR, BICD2, EBF1, OFD1, PAX5, PCM1, 

PPFIBP1, SEC31A, SPAG9, SSBP2, STRN3, TERF2, 
TPM3, TPR 

31 

     

FGFR1 

ADAM32, BAG4, BCR, CNTRL, CPSF6, CUX1, 
ERVK3_1, FGFR1OP, FGFR10P2, FN1, HOOK3, 

LRRFIP1, MYO18A, RANBP2, SQSTM1, TACC1, TPR, 
TRIM24, WHSC1L1, ZMYM2 

27 

     

PDGFRA 
BCR, CDK5RAP2, FIP1L1, FOXP1, KDR, KIF5B, 

SCAF11, STRN, TNKS2 
27 

     

MYH11 CBFB 19 
     

TCF3 HLF, PBX1, TFPT, ZNF384 15 
     

MLLT10 DDX3X, HNRNPH1, NAP1L1, NUP98, PICALM 14 
     

NUP214 ABL1, BRAF, DEK, XKR3, SET 14 
     

CREBBP KAT6A, KAT6B 8 
     

HMGA2 FHIT, LPP, RAD51B 3 
     

RBM15 MKL1 2 
     

TFE3 GRIPAP1, SFPQ 2 
     

ALK MROH2B 1 
     

BCL2 AFF3 1 
     

CCND1 FSTL3 1 
     

FGFR2 CCDC6 1 
     

FUS DDIT3 1 
     

MECOM PSMD2 1 
     

MET KIF5B 1 
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MLLT3 PAX5 1

MYBL1 C8orf34 1

NTRK3 COX5A 1
687

5.2.6 Sekwencjonowanie

:

z barcodami oraz oczyszczanie z zastosowaniem kulek magnetycznych. Etapy 

przedstawione na schemacie zamieszczonym .

(ryc. 9.).

Rycina 9. Schemat przygotowania bibliotek.

Przygotowano biblioteki do reakcji sekwencjonowania na podstawie instrukcji 

Przygotowanie bibliotek

Amplifikacja

Pierwszy etap przygotowania bibliotek stanowi amplifikacja matrycy DNA i cDNA 

Myeloid Research Assay firmy Thermo Fisher 

Scientific. Reakcje przeprowadzono z wykorzystaniem termocyklera Veriti (Thermo 

Proces przygotowania bibliotek można podzielić na kilka etapów, takich jak 

amplifikacja matrycy DNA i cDNA, częściowe trawienie amplikonów, ich ligacja 

przygotowania bibliotek zostały poniżej 

lzolacfa I poml• r ONA I CONA Pn.notowanie bibliotek Pomiar stdenla bibliotek PCR emulsyjny i 5ekwentionowanle Analili danych 

l'nffotaWanle blbllot•k Sełtwenc~ 

producenta, jednak wprowadzając pewne modyfikacje, mające na celu usprawnienie 

procesu, takie jak oczyszczanie materiału przed jego amplifikacją, zmniejszenie objętości 

odczynników oraz zwiększenie ilości matrycy do reakcji PCR . 

• 

przy użyciu zestawu Oncomine™ 

Fisher Scientific) zgodnie z profilami temperaturowymi 1 składami 
. . 

m1eszanm 
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reakcyjnych przedstawionymi w tabelach 

 

 

Tabela 12 . 

Odczynnik  

5x IonAmpliseq HiFi Mix  
5x Oncomine Myeloid RNA Panel  

H2O  
cDNA 40 ng 

 

Tabela 13.  

 Czas Liczba cykli 
99 2 min. 1 
98 15 s. 

27 
60 4 min. 
10  1 

 

Tabela 14  

Odczynnik  

5x IonAmpliseq HiFi Mix 2,5 

5x Primer Pool (1/2) lub 5x Primer Pool (2/2)  2  
H2O < 6,5  

DNA 40 ng  

 

Tabela 15.  

 Czas Liczba cykli 

99 2 min. 1 

99 15 s. 
16 

60 4 min. 

10  1 

 

 produkty  , w przypadku 

 -20  

poniżej. Ilość matrycy oraz warunki reakcji 

zoptymalizowano na podstawie instrukcji producenta, z uwzględnieniem modyfikacji . 

. Skład mieszaniny reakcyjnej dla cDNA 

Objętość 

4 µl 

4 µl 

<12 µl 

Profil temperaturowy łańcuchowej reakcji polimerazy dla cDNA. 

Temperatura [0 C] 

00 

. Skład mieszaniny reakcyjnej dla DNA. 

Objętość 

Profil temperaturowy łańcuchowej reakcji polimerazy dla DNA. 

Temperatura [0 C] 

00 

Powstałe przechowywano krótkoterminowo w 1 O 0 e 
dłuższego przechowywania (powyżej jednej doby) w 0 e. 
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Produkty amplifikacji poddano  enzymatycznemu trawieniu 

 Library Kit Plus, 

Thermo Fisher Scientific) wg instrukcji producenta. Produkty reakcji przechowywano 

w -20 ºC do czasu dalszych analiz. 

 Ligacja z unikatowymi indeksami 

W tym etapie 

fragmentów DNA/cDNA, otrzymanych w procesie fragmentowania z wykorzystaniem 

zestawu Ion Xpress  Barcode Adapters Kit firmy Thermo Fisher Scientific wg instrukcji 

producenta.  

Ion Sphere Particle, ISPs) podczas emulsyjnego PCR oraz 

 NGS. 

 Oczyszczanie bibliotek 

W kolejnym etapie przeprowadzono oczyszczanie bibliotek z zastosowaniem 

odczynnika Agencourt  AMPure  XP Reagent firmy Beckman Coulter

, wg instrukcji producenta. Podczas oczyszczania 

ukrotnie inkubowano z kulkami magnetycznymi oraz poddawano 

70% etanolem. Celem procedury jest oczyszczenie 

 

  

firmy Thermo Fisher Scientific oraz termocykler 

QuantStudio firmy Thermo Fisher Scientific. W tym celu przygotowano 100-krotne 

 

E. coli DH10B Ion 6,8 pM, 0,68 pM oraz 0,068 pM,). 

wg instrukcji producenta. 

 Standaryzacja i pulowanie bibliotek 

tabeli zamieszczonej  16.) 

• Częściowe trawienie amplikonów 

częściowemu 

amplikonów za pomocą odczynnika Fu.Pa Reagent (łon AmpliSeq™ 

• 
indeksowe sekwencje DNA są ligowane (przyłączane) do końców 

TM 

Indeksy pełnią funkcję znaczników próbek, umożliwiając w1ązan1e 

amplikonów ze sferami ( ang. 

sekwencjonowanie wielu próbek w jednym przebiegu 

• 

TM 

zaw1esmę złoża magnetycznego 

bibliotekę kilk 

naprzemiennym płukaniom 

TM 

DNA/cDNA z resztek reakcji oraz zatężenie DNA/cDNA. 

• Pomiar stężenia bibliotek 

, stanowiącego 

Stężenie bibliotek zmierzono metodą qPCR, wykorzystując zestaw łon Library 

TaqMan® Quantitation Kit 

rozcieńczenia badanych próbek (bibliotek) oraz senę rozcieńczeń standardu 

(miano rozcieńczeń Postępowano 

• 
Biblioteki zostały znormalizowane do stężenia 100 pM. W tym celu do każdej próbki 

badanej dodano odpowiednią objętość wody wolnej od nukleaz. Dokonano przeliczeń wg 

poniżej (tab. 
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Tabela 16
emulsyjnego. 

 

Sample 
Name 

Quantity   
nr barcodu 

 

-1 *8 BC 
1 2,813 1,81 14,50 1 

DNA 

2 2,623 1,62 12,98 2 
3 3,235 2,24 17,88 3 
4 2,033 1,03 8,26 4 
5 1,773 0,77 6,18 5 
6 2,056 1,06 8,45 6 
7 2,331 1,33 10,65 7 
8 5,209 4,21 33,67 8 

Sample 
Name 

Quantity   
nr barcodu 

 

-1 *2 BC 
9 10,362 9,36 18,72 9 

RNA 

10 10,448 9,45 18,90 10 
11 6,285 5,29 10,57 11 
12 4,734 3,73 7,47 12 
13 8,743 7,74 15,49 13 
14 10,103 9,10 18,21 14 
15 15,182 14,18 28,36 15 
16 6,328 5,33 10,66 16 

iblioteki DNA i cDNA zmieszano w stosunku 80:20 (biblioteka 

 oraz 

puli 

on 510  

& Ion 520  & Ion 530  Kit - Chef). 

 PCR emulsyjny i sekwencjonowanie 

PCR emulsyjny przeprowadzono z wykorzystaniem aparatu Ion Chef  Instrument, 

 sekwencjonowanie wykonano z wykorzystaniem Ion GeneStudio  S5 

. Przebieg NGS zaplanowano 

w oprogramowaniu Ion Torrent  Software. W jednym przebiegu sekwencjonowano 

. Przykładowy schemat wykonywania rozcieńczeń bibliotek do PCR 

ROZCIEŃCZENIA 

objętość wody objętość wody 
na 1 ul próbki na 8 ul próbki materiał 

objętość wody objętość wody 
na 1 ul próbki na 2 ul próbki materiał 

Rozcieńczone b 

DNA 8 µl : biblioteka RNA 2 µl) zebrano w jedną pulę. Otrzymaną pulę 

rozcieńczono wodą wolną od nukleaz w proporcji 21 µl wody wolnej od nukleaz+ 7 µl 

bibliotek, z czego pobrano 25 µl ostatecznie rozcieńczonych bibliotek i przeniesiono 

do specjalnej probówki typu Eppendorfkompatybilnej z łon Cheflnstrument (I 

TM TM 

• 

następnie 

(Thermo Fisher Scientific) zgodnie z instrukcją producenta 

TM 

TM 

TM 

TM 
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. Do 

przygotowania reakcji zastosowano odczynniki Ion 510  & Ion 520  & Ion 530  Kit 

oraz Ion Supplies. 

5.2.7 Analiza danych Ion Torrent 

 

z wykorzystaniem serwera S5 Torrent Serwer z wykorzystaniem wtyczek 

rekomendowanych do panelu Oncomine Myeloid Reseach Assay tj. coverage Analysis 

oraz variant Caller. Pliki BAM i VCF zaimportowano na indywidualne konto Ion 

 

z wykorzystaniem workflow Oncomine Myeloid Research - 530 - w4.3 - DNA and 

Fusions - Single Sample. ludzkiego genomu 

referencyjnego GRCh37 (hg19). Do interpretacji wyników wykorzystano najbardziej 

aktualne sekwencje referencyjne dla poszczególnych genów, pobrane z bazy Ensembl 

(https://www.ensembl.org/index.html). W analizach stosowano transkrypty typu MANE 

 

(Dyer i in., 2025). 

5.2.8  
 

W

 (ryc. 10.). Na podstawie przeprowadzonych analiz 

r

ang. variant of uncertain significance, 

 

w dalszej interpretacji. 

 
 

maksymalnie 12 próbek DNA oraz 12 próbek RNA z użyciem chipu łon 530™ 

TM TM TM 

Po zakończonym procesie sekwencjonowania dokonano analizy danych 

Reporter za pomocą wtyczki łon Reporter Uploader. Analizę przeprowadzono 

Wszystkie analizy wykonano z użyciem 

Select Canonical, zapewniające najwyższą zgodność między referencyjną sekwencją 

genomową a funkcjonalnym transkryptem wykorzystywanym w raportowaniu wariantów 

Ocena patogenności 

ykryte warianty zostały poddane szczegółowej oceme pod kątem ich 

potencjalnej patogenności z wykorzystaniem ogólnodostępnych baz danych oraz 

narzędzi bioinformatycznych 

aportowano wyłącznie zmiany patogenne oraz prawdopodobnie patogenne, natomiast 

warianty o nieokreślonym znaczeniu klinicznym ( 

VUS) oraz zmiany prawdopodobnie łagodne i łagodne me zostały uwzględnione 
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Rycina 10

bioinformatycznych. A - Franklin by QIAGEN, B - OncoKB, C - Varsome, D - ClinVar.

5.2.9 Programy i aplikacje komputerowe

online

III 

A"4P~sl~ 

Tier 1 

Onc@KB • LeveI, of Evldence ActI0nable Genes OncolOllY Tnernpies CD• C,,ncer Genes API/ LiCQnSQ About 

IDHl / R132H 

IDHl R132H s 
O neogenie 9 · Switch-of-function • · Level 1 O · Level Dx2 • Level Px2 A · FDA Level 2 0 

IOHl, a cell metabollsm enzyme, Is recurrently mutated fn vark>us cancet type.s including actJ te myelold leukemia and gliomas. 

The IDHl R132H mutatlon Is known to be oncogenic_ 

1~ ..... 
1= 
1-

• 

I'"' .... ·-I .... .... _ - · -· I"' nw 1 ~ 1 ..,.._..I.__,,___,_ 

I. .,, 
rw..-_..,.._c--_u 

1--,W.Gl-~lft 

1 .... -=---
Cli n Var Genom,cvatłatlona-s rtrtraite1totwm.1nhealth 

About Submlt Stala FTP Help 

NM_005896.4(IDH1):c.395G>A (p.Argl32His) 

~ -,-,_ ..... 
1-=-·--·c, I 
I'" .... .... _.... ..... 

r.,._..,. 

....... 

Advanced se.arch 

Cit, Oownlo,.-id 

O Wt!ve upclcned the full submiss.łon tempł.ete; p,eYious ver.,foos a,e no lonoer ,upponed Download the leteS1 Yef'5ion from !he CJ111V~r FTP ,n, łnd rud 

tTlOft" obout 1hP. a'1fiłltnble tNnplitP9 

Classlfleatlon 

** o 
P•thogeno<Jlikeły pothogonk: 
I OUI of 'D &UbrnlUIOM conlfb.nf!C) to thlll dH.slfonk>" o 

No data '1.btlhted for !lomatlc cł lnłcal fmpact I oncovenlaty 

*** o 

Oncogenlc 
Thltd11stlbtlon IINM<ion !hfl U!Qltl 
~ rwQel't'Cd O 

. Sposób oceny patogenności wariantu genetycznego na przykładzie zmiany 
IDHJ:c.395G>A (p.Arg132His) z wykorzystaniem wybranych baz danych i narzędzi 

W pracy wykorzystano bazy danych, narzędzia bioinformatyczne oraz programy 

dostępne poprzez sieć Internet. 
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Ion Reporter (https://ionreporter.thermofisher.com/ir/): z

 oraz fuzji genowych. 

Serwer Ion Torrent: p

 

IGV (Integrative Genomics Viewer) (https://igv.org/): i

 (Robinson i in., 2011). 

Mutalyzer (https://v2.mutalyzer.nl/): n

zapisu mutacji (Lefter i in., 2021; Vis i in., 2015). 

 

   

bioinformatyczne: 

ClinVar (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/): b  

 (Landrum i in., 2014). 

VarSome (https://varsome.com/): p

populacyjnych, predykcyjnych i funkcjonalnych (Kopanos i in., 2019). 

COSMIC (https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic): baza danych nowotworowych mutacji 

 (Tate i in., 2019). 

Franklin (https://franklin.genoox.com/): i bioinformatyczne 

do interpretacji 

• Analiza odczytów sekwencji 

Uzyskane odczyty sekwencji analizowano z zastosowaniem następujących programów: 

aawansowane narzędzie 

analityczne firmy Thermo Fisher Scientific do interpretacji danych NGS. Umożliwia 

analizę wariantów 

latforma do zarządzania przebiegiem sekwencjonowania oraz 

wstępną analizą danych. Pozwala na planowanie procesów sekwencjonowana, kontrolę 

jakości i generowanie plików wynikowych, takich jak BAM i VCF. 

nteraktywna przeglądarka 

genomowa do wizualizacji danych sekwencjonowania. Pozwala na przeglądanie 

wariantów oraz ocenę jakości odczytów 

arzędzie do sprawdzania poprawności zapisu 

wariantów genetycznych zgodnie z nomenklaturą HGVS. Pomaga również w konwersji 

między różnymi formatami 

• Narzędzia do interpretacji wariantów 

Do opisywania znaczema wariantów wykorzystano następujące narzędzia 

aza danych zawierająca informacje 

o klinicznym znaczeniu wariantów genetycznych. Pozwala na sprawdzenie, czy dany 

wariant był wcześniej opisywany i jakie ma znaczenie patogenne 

latforma integrująca wiele baz danych do 

interpretacji wariantów zgodnie z wytycznymi ACMG. Umożliwia dostęp do danych 

somatycznych. Zawiera informacje o częstości i typie mutacji występujących w różnych 

typach nowotworów 

ntemetowe narzędzie 

służące wariantów genetycznych w kontekście klinicznym. 
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i danych referencyjnych. 

OncoKB (https://www.oncokb.org/): baza o wariantach molekularnych i ich znaczeniu 

klinicznym w onkologii. Zawiera informacje o terapii celowanej, mutacjach 

i odpowiedzi na leczenie (Chakravarty i in., 2017; Suehnholz i in., 2024). 

Cancer Genome Interpreter (https://www.cancergenomeinterpreter.org/home): 

wykrytych w nowotworach . 

SpliceAI (https://spliceailookup.broadinstitute.org): n

mocne 

 

(Jaganathan i in., 2019; Zeng & Li, 2022).  

Ensembl (https://www.ensembl.org/index.html): baza danych genomowych 

informacji o znanych mutacjach (Dyer i in., 2025). 

 
 Analiza statystyczna i wizualizacja danych 

Do analizy i wizualizacji  

R Studio (https://www.r-project.org/

Do obróbki oraz wizualizacji 

danych zastosowano pakiet maftools (Mayakonda i in., 2018).  

cBioPortal (https://www.cbioportal.org/): platforma internetowa do eksploracji danych 

. D  w wybranych 

 (Cerami i in., 2012; de Bruijn i in., 2023; 

Gao i in., 2013).  

Automatycznie klasyfikuje warianty zgodnie z ACMG i zapewnia dostęp do literatury 

narzędzie bioinformatyczne służące do interpretacji klinicznej zmian genetycznych 

(Muifios i in., 2021; Tamborero i in., 2018) 

arzędzie predykcyjne oparte na 

sztucznej inteligencji służące do oceny wpływu wariantów na splicing RNA. Po 

w identyfikacji potencjalnie patogennych zmian wpływających na składanie eksonów 

udostępniająca adnotacje genów, transkryptów oraz wariantów genetycznych dla wielu 

gatunków. Umożliwia przeglądanie sekwencji, regionów genowych oraz dostęp do 

• 
wariantów wykorzystano następujące narzędzia: 

-----------/: zintegrowane środowisko programistyczne 

przeznaczone do pracy z językiem R, wykorzystywane głównie do analizy danych, 

obliczeń statystycznych oraz tworzenia wizualizacji. 

genomowych z nowotworów. Pozwala na analizę mutacji, zmian liczby kopii, fuzji oraz 

danych klinicznych pacjentów o szczegółowej wizualizacji mutacji 

genach wykorzystano narzędzie MutationMapper, co umożliwiło przedstawienie 

lokalizacji zmian w kontekście struktury białka 
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6 Wyniki

6.1 Charakterystyka grupy badanej

Analizie poddano 109 pacjentów z rozpoznaniem AML leczonych

w latach 2020-2023. W celu scharakteryzowania 

grupy badanej dokonano analizy danych demograficznych, 

pacjentów w momencie rozpoznania AML. Wyniki zestawiono na rycinie (ryc. 11.).

y (39%) oraz

w wieku 60-

Rycina 11. Charakterystyka grupy badanej, A - , 
B - piramida wieku pacjentów.

w Świętokrzyskim Centrum Onkologii 

obejmujących płeć i wiek 

Badana grupa liczyła 109 osób, w tym 43 kobiet 66 mężczyzn (61 %). Wiek 

pacjentów mieścił się w przedziale od 19 do 84 lat. Najliczniejszą grupę stanowili chorzy 

69 lat, zarówno wśród kobiet (19 osób),jak i mężczyzn (28 osób). Mediana 

wieku badanej populacji wynosiła 65 lat (65 lat u mężczyzn oraz 63 lata u kobiet). 

■ Kobiety ■ Mężczyźni 

[!] 
80-84 
wiek 

70-79 

60-69 

50-59 -40-49 - -30-39 ■ 
20-29 ■ 

<20 

30 20 10 o 10 20 30 l iczebność 

■ Kobiety ■ Mężczyźni 

struktura płci badanej grupy pacjentów 
i płci badanej grupy 
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odpowiednich 

AML (ryc. 12.).  

, 24 kobiety i 11 

  oraz AML 

NOS ).  

 ).   

 

cytogenetycznych charakterystycznych dla mielodysplazji 

 (1 przypadek).

Zgodnie z klasyfikacją WHO 2022 pacjentów zakwalifikowano do 

podtypów Najliczniejszą grupę stanowili chorzy z AML 

z nawracającymi nieprawidłowościami genetycznymi (35 przypadków 

mężczyzn), a także pacjenci z AML z obecnością mutacji charakterystycznych dla 

zespołów mielodysplastycznych (26 przypadków, 10 kobiet i 16 mężczyzn) 

(26 przypadków, 14 kobiet i 12 mężczyzn Zaobserwowano również grupę 

12 przypadków AML z mutacją TP53 (6 kobiet i 6 mężczyzn Pozostałe podtypy 

odnotowano z niewielką liczbą przypadków: AML z obecnością zaburzeń 

(7 przypadków), MDS/AML 

(1 przypadek) i mięsak mieloidalny 



32% 

1% 
1% 

Ogółem 

6% 11% 

■ AML z obecnością mutacji 
ch•r•kt.lY$tveznyeh dla 

1% 

z•społ6w mlelodysplastynnych (MDS) 

AML z obecnością mutacji TPS3 

■ MDS/AML 

■ AMLz nawracaj~qmi 
niepr,widlowości1ml g•n~cznyml 

2% 

2% 

■ AMLNOS 

AML z obecnością zaburzeń 
cvti:icenatycmych ehuakterysty~nych 
dla mielodysplazji 

■ Mi,s.ik mi•loidalny 

■NA 

Kobiety 

33% 

Rycina 12. Charakterystyka badanej grupy pacfentów z ostrą białaczką szpikową według klasyjikacfi WHO. 
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Mężczyźni 2% 

18% 

2% 9% 9% 
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FAB odpowiednich 

AML (ryc. 13.).   

 

mniejszy odsetek  Klasyfikacja FAB ma obecnie ograniczone 

. W niniejszej pracy 

 

 

 

 

Zgodnie 

podtypów 

(23 przypadki, 

z klasyfikacją pacjentów zakwalifikowano do 

Najczęściej występującymi podtypami były AML M2 

9 kobiet i 14 mężczyzn) oraz AML M4 (22 przypadki, 11 kobiet 

i 11 mężczyzn). Kolejno przypisano pacjentów do typów AML Ml/M2 (19 przypadków, 

9 kobiet i 10 mężczyzn) i AML Ml (13 przypadków, 3 kobiety i 10 mężczyzn). Pozostałe 

warianty FAB tj. AML M3, AML M5, AML M6 oraz mięsak mieloidalny, stanowiły 

badanej grupy pacjentów. 

znaczenie kliniczne i nie wpływa na decyzje terapeutyczne została 

przedstawiona jedynie poglądowo, w celu uzupełnienia charakterystyki badanej grupy. 



Ogółem 

1% 

20% 

■ AMLMO 

AMLM2 
■ AMLM3 

1% 1% 6% 4% 

_12% 

17% 

21% 

■ AMLMl 

■AMLM2 cup like 

■ AMLM4 

Kobiety 2%, 

26% 

■ AMLM1/M2 
■ AMLM2Eo 

■ AMLM4Eo 

5% 
I 7% Mężczyźni1% 

_ 21% 1% 

17% 

Zł% 
5% 

3% 

Rycina 13. Charakte1)'styka badanej grupy pal:jentów z ostrą białaczką szpikową według klasyfikacji FAB. 
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8% 6% 

15% 

15% 

21% 
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6.2 Ocena profilu molekularnego - identyfikacja zmian genetycznych i genów 
fuzyjnych  

Analiza profilu 

. U 95 chorych (87,16%) 

 

w badanych genach (ryc. 14.). 

FLT3, NPM1, TP53, 

DNMT3A, NRAS, TET2, RUNX1, ASXL1, JAK2, SRSF2, CEBPA, IDH1, IDH2, PTPN11, 

BCOR, WT1, KRAS, NF1, CBL, KIT, SF3B1, STAG2, U2AF1, ETV6, SETBP1, BRAF, 

CALR, GATA2, PHF6, PRPF8, RB1, SH2B3, ZRSR2) oraz zidentyfikowano 7  

fuzyjnych (RUNX1::RUNX1T1, PML::RARA, CBFB::MYH11, ETV6::MN1, 

ETV6::NTRK3, ETV6::PDGFRB, KMT2A::ELL  

w genach: FLT3 (25%), NPM1 (17%), TP53 (13%), DNMT3A (12%), NRAS (12%) oraz 

TET2  . 

mutacji metodą sekwencjonowania noweJ generacJI została 

przeprowadzona u 109 pacjentów z ostrą białaczką szpikową 

wykryto co najmniej jedną zmianę genetyczną, podczas gdy u pozostałych pacjentów nie 

stwierdzono obecności zmian patogennych ani prawdopodobnie patogennych 

Łącznie stwierdzono obecność zmian w 33 różnych genach ( 

typów 

rearanżacji 

). Najczęściej obserwowano zmiany 

(12%). Zmiany w pozostałych genach występowały z frekwencją poniżej 10% 
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6.3 Charakterystyka molekularna wykrytych wariantów genetycznych 

Analiza 15. 

missense 

(131 zmian) ,  , typu 

frameshift insertion tj. 

stwierdzono 48.   zmiany typu frameshift deletion, delecje 

. 

 (21 zmian) i delecje (4 zmiany) in-frame  ramki 

odczytu.  

(16 zmian)  

(ryc. 15. B) substytucje 

(ang. single nucleotide polymorphisms, SNP)

 (131 zmian).  

69 insercji (ang. insertion, INS) oraz 28 delecji (ang. deletion, DEL), 

ych  ych ramki odczytu. 

Analiza klas substytucji (ryc. 15. 

. Na drugim 

zmiany 

T>G, T>A i T>C odnotowywano znacznie rzadziej,  

15. . O

 

 od 1 do 3 mutacji. Mediana zmian  

3 warianty patogenne lub prawdopodobnie patogenne na pacjenta. W nielicznych 

. 

W podsumowaniu klas 15. 

typu missense (mediana 1, zakres 

0-3). Mutacje typu frameshift insertion 

tj. frameshift deletion, insercje i delecje in-frame oraz fuzje 

 D  

missense. 

NPM1

insercje typu frameshift. Natomiast geny FLT3 i TET2  bardziej heterogenny 

 (ryc. 15. F). 

klasyfikacji wariantów (ryc. A) wykazała, że w badanej kohorcie 

pacjentów z AML zdecydowaną większość stanowiły mutacje typu 

Drugą co do częstości występowania kategorią były mutacje 

insercje powodujące przesunięcie ramki odczytu, których łącznie 

Następnie odnotowano 

powodujące przesunięcie ramki odczytu, w łącznej liczbie 24 zmian Kolejną kategorią 

były insercje , które nie powodują zmiany 

W analizowanej grupie zaobserwowano także kilka przypadków fuzji genowych 

, charakterystycznych dla części przypadków AML. 

Pod względem rodzaju wariantów 

pojedynczych nukleotydów 

ponad połowę wszystkich zmian 

dominowały 

, stanowiące 

W dalszej kolejności zidentyfikowano 

zarówno 

powodując przesunięcie ramki odczytu jak i niezmieniając 

C) wykazała, że zdecydowanie najczęstszym 

rodzajem zmiany była tranzycja C>T, zidentyfikowana w 65 przypadkach 

miejscu znalazły się C>A (28 przypadków) oraz C>G (12 przypadków). Zmiany 

<1 O przypadków każda. 

Liczba mutacji na próbkę (ryc. D) była zróżnicowana dsetek pacjentów 

pozbawionych mutacji patogennych lub prawdopodobnie patogennych wyniósł około 

13%. Większość pacjentów posiadała wyniosła 

przypadkach obserwowano 5 (9 przypadków) lub 6 (2 przypadki) zmian jednocześnie 

wariantów (ryc. E) zaobserwowano, że najczęściej 

występującym typem zmian na próbkę były mutacje 

występowały rzadziej (mediana O, zakres do 2). 

Pozostałe klasy wariantów, 

genowe, obserwowano sporadycznie w pojedynczych próbkach. la większości genów 

profil mutacyjny był względnie homogeny, z dominacją wariantów typu 

Wyjątek stanowił gen , w którym obserwowano głównie charakterystyczne 

wykazywały 

charakter zmienności, obejmujący różnorodne klasy wariantów 
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Rycina 15. Charakterystyka molekularna analizowanych zmian. A - klasyfikacja wariantów; B - rodzaje wariantów; C - klasy substytucji; 
D - liczba wariantów na próbkę; E - rozkład klas wariantów; F - dziesięć geny najczęściej ulegające mutacjom. 
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W genie FLT3  n  

warianty. D  one 

ekson  14 i 15,  Dodatkowo raportowano zmiany 

. 

zlokaliz  w kodonie 835. N

 

arianty genu FLT3 

charakter. W badanej grupie odnotowano zmiany typu missense (zielone 

kropki, 9 zmian), truncating (czarne, 3 zmiany) oraz in-frame , 19 zmian) 

(ryc. 16. A). 

Mutacje NPM1 eksonu 

typu frameshift  (ryc. 16. B). 

 

W badanej grupie  stwierdzono 18 takich zmian.  

Zmiany w genie TP53 missense (11 wykrytych 

 Mutacje w genie TP53 

  

(ryc. 16. C). 

W genie CEBPA,  domena bZIP, tj. region zamka 

leucynowego,  (ryc. 16. D). Mutacje genu CEBPA 

- jak i C- . Wykryte warianty genu CEBPA 

 charakter. Odnotowano zmiany typu 

missense (zielone kropki, 1 zmiana), truncating (czarne, 6 zmian) oraz inframe 

3 zmiany).  

, obejmującym 24 eksony, określono ajczęściej występujące 

la badanej kohorty pacjentów zostały zlokalizowane są w obrębie 

ów kodujących domenę okołobłonową. 

w obrębie domeny kinazy tyrozynowej Zmiany występujące w domenie TKD najczęściej 

owane są atomiast zmiany w domenie ITD charakteryzują się 

różnorodnością i wynikają z duplikacji fragmentu sekwencji obejmującego od 3 do 

400 par zasad, co skutkuje zróżnicowanym wzorem zmian. Wykryte w 

mają różny 

(różowe 

koncentrują się w obrębie 11 i obejmują głównie insercje 

prowadzące do przesunięcia ramki odczytu Najczęściej 

rejestrowaną zmianą dla badanej kohorty pacjentów była mutacja p.Trp288CysfsTerl2. 

pacjentów 

obejmują głównie mutacje typu 

zmian), prowadzące do utraty funkcji białka p53. są rozproszone 

głównie w domenie wiążącej DNA, nie wykazując charakterystycznych hotspotów 

wyróżniona została 

odpowiedzialna za wiązanie DNA 

występują zarówno w N końcowej części genu 

dla badanej grupy pacjentów wykazują różny 

(różowe, 
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Mutation Mapper (»'WW. cbioportal. org/MutationMapper). 
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genach 

mutacjom 

7.  VAF 

 w badanej kohorcie. Liczba odnotowanych wariantów dla 

JAK2 (10), TP53 

(14), RUNX1 (13), DNMT3A (13), ASXL1 (10), TET2 (16), NPM1 (18), SRSF2 (10), 

NRAS (13), FLT3 (31). 

Na rycinie 17. 

 

 y 

mediany VAF 

rozrzut VAF (od 0 do 1) odnotowano dla genu JAK2. Dla genu FLT3 

 VAF (ok. 0,2) oraz umiarkowany rozrzut 

VAF od  bliskich 0 do 0,6.  Geny JAK2 oraz TP53 najszerszy 

SRSF2, NRAS oraz FLT3 Dla 

genów RUNX1, DNMT3A, ASXL1, TET2 oraz NPM1  

 (ok. 0,4-0,5)  

mediany.  

Na rycinie 17.  

w próbkach ( ). Po korekcji obserwowano 

odnotowano  

(JAK2, ASXL1, TP53, RUNX1, NPM1, DNMT3A, SRSF2, TET2) 

VAF bliskie 1. Dla genów NRAS oraz FLT3 mediany VAF po korekcji 

 (NRAS mediana ok. 0,4, FLT3 

mediana ok. 0,3). R

 (od  

.  

Analiza częstości allelicznej wariantów w najczęściej ulegających 

w badanej kohorcie AML pozwala na ocenę ich roli w inicjacji i progresji 

białaczki. Rycina 1 przedstawia rozkład dla dziesięciu genów najczęściej 

ulegających mutacjom 

poszczególnych genów była zróżnicowana i wynosiła odpowiednio: 

A przedstawiono rozkład V AF bez uwzględniania odsetka blastów. 

Przedstawione wartości odzwierciedlają częstość alleliczną mutacji w całkowitej 

populacji komórek badanego materiału. Wartości VAF różnił się pomiędzy 

analizowanymi genami. Najwyższą wartość ( ok. 0,8) oraz największy 

wartości bliskich 

zaobserwowano najniższą wartość mediany 

wartości prezentowały 

zakres obejmujący zarówno wysokie jak i niskie wartości V AF. Również dla genów 

obserwowano wartości V AF odbiegające od mediany. 

mediany V AF mieściły się 

w zakresie wartości pośrednich , a rozkłady wartości były skupione wokół 

B przedstawiono wartości V AF po korekcji o odsetek blastów 

VAF skorygowany= VAF/o/oblastów 

przesumęcie wartości V AF w kierunku wyższych wartości. W związku z tym 

zwiększenie median dla analizowanych genów. Dla większości genów 

znaczna część wartości 

osiągała wartości 

pozostawały niższe w porównaniu z pozostałymi genami 

ozkłady wartości V AF cechowały się większym rozproszeniem 

wartości wartości bliskich O do 1) po korekcji odsetka blastów vs. przed korekcją dla 

większości analizowanych genów 
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Rycina 17. Częstość alleliczna wariantów (VAF) w genach najczęściej ulegających mutacjom w badanej grupie pacjentów z AML. A - wartości 

VAF bez uwzględnienia odsetka blastów, B - wartości VAF po korekcji o odsetek blastów w próbkach. 
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Uzyskane wyniki wariantów genetycznych przeanalizowano w celu wytypowania 

mutacje w genach  

mieloidalnych tj. DDX41, CEBPA, TP53, MPL i GATA2, zmiany o charakterze 

patogennym i prawdopodobnie patogennym oraz w

40-60%.  

W analizowanej kohorcie zidentyfikowano cztery warianty e 

kryteria przesiewowe dla wariantów potencjalnie germinalnych (tab. 17.). W 

 

 

Tabela 17 . 

Numer 
pacjenta 

Gen 
Sekwencja 

referencyjna 
Zmiana sekwencji 

nukleotydów 
Zmiana sekwencji 

aminokwasów 
Typ 

mutacji 
VAF 
[%] 

% 
blastów 
w szpiku 

 

5510/20 CEBPA NM_004364.5 c.484_485insC p.Gln162ProfsTer8 frameshift 47 95 

5510/20 CEBPA NM_004364.5 c.229_232delTTCC p.Phe77TrpfsTer82 frameshift 46 95 

6082/22 CEBPA NM_004364.5 c.101_107delCCCGGGG p.Gly36AlafsTer122 frameshift 47 95 

6082/22 CEBPA NM_004364.5 c.937_939dup p.Lys313dup in-frame 48 95 

 

 

6.4 
 

 
Analiza interakcji somatycznych  genami 

w badanej kohorcie  18.  

 

 

stwierdzono istotne statystycznie 

z ,05.  

 

 

wariantów potencjalnie germinalnych. Ustalono następujące kryteria przesiewowe: 

związanych z dziedziczną predyspozycją do nowotworów 

arianty wykazujące VAF w zakresie 

spełniając powyższe 

pozostałych 

genach nie znaleziono wariantów spełniających zadane kryteria . 

. Warianty o największym prawdopodobieństwie podłoża germinalnego 

Ocena współwystępowania mutacji w badanych genach. Identyfikacja 
najczęściej współistniejących zmian genetycznych 

pomiędzy najczęściej zmienionymi 

pacjentów (ryc. ) ujawniła obecność wzorców 

współwystępowania i wzajemnego wykluczania pomiędzy parami poszczególnych 

genów. Analiza wykazała liczne interakcje pomiędzy badanymi genami, osiągające 

poziom istotności statystycznej. Łącznie zidentyfikowano 27 par genów 

charakteryzujących się istotnym współwystępowaniem mutacji, w tym 18 par 

z poziomem istotności p < 0,05. Ponadto odnotowano dwie pary genów, dla których 

zjawisko wzajemnego wykluczania się mutacji, w tym 

jedną poziomem istotności p < O 

"ściowo 
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Zaobserwowane interakcje z  

 Mutacje w genie STAG2 TET2 

i SRSF2. 

 Mutacje w genie SF3B1 PTPN11. 

 Mutacje w genie KIT DNMT3A. 

 Mutacje w genie CBL ASXL1. 

 Fuzja genów PML::RARA FLT3. 

 Mutacje w genie KRAS ASXL1. 

 Mutacje w genie WT1 RUNX1.  

 Mutacje w genie BCOR DNMT3A, 

IDH1 oraz IDH2.  

 Mutacje w genie PTPN11 FLT3 

i NPM1.  

 Mutacje w genie SRSF2 ASXL1.  

 Mutacje w genie JAK2 TET2.  

 Mutacje w genie DNMT3A FLT3 

i NPM1.  

 Mutacje w genie TP53 FLT3 .  

 Mutacje w genie NPM1 FLT3.  

 

 

poziomem istotności p < 0,05: 

współwystępowały z mutacjami w genach 

współwystępowały z mutacjami w genie 

współwystępowały z mutacjami w genie 

współwystępowały z mutacjami w genie 

współwystępowała z mutacjami w genie 

współwystępowały z mutacjami w genie 

współwystępowały z mutacjami w genie 

współwystępowały z mutacjami w genach 

współwystępowały z mutacjami w genach 

współwystępowały z mutacjami w genie 

współwystępowały z mutacjami w genie 

współwystępowały z mutacjami w genach 

wykluczały się z mutacjami w genie 

współwystępowały z mutacjami w genie 
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Rycina 18.  
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Interakcje somatyczne pomiędzy najczęściej zmienionymi genami w badanej kohorcie pacjentów z AML. 
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6.5
molekularnie z wykorzystaniem NGS

W niniejszej pracy

ukierunkowanego molekularnie, na podstawie wykrytych zmian genetycznych.

W badanej grupie 109 pacjentów z AML u 50 osób 

celowanej (ryc. 19.). Do tej grupy zaliczono pacjentów z mutacjami w genach FLT3, 

NPM1, IDH1, IDH2 PML::RARA oraz fuzji 

charakterystycznych dla CBF-AML tj. RUNX1::RUNX1T1, CBFB::MYH11 oraz fuzji 

genu KMT2A.

e zmiany potencjalnie e do terapii celowanej to

zmiany genów FLT3 NPM1

(18 pacjentów, 17%), IDH1 i IDH2 (odpowiednio po 7 pacjentów, 6%), rearan acja

PML::RARA (4 pacjentów, 4%), fuzja RUNX1::RUNX1T1 (5 pacjentów, 5%), 

CBFB::MYH11 (3 pacjentów, 3%), fuzja genu KMT2A (1 pacjent, 1%). pacjentów 

potencjalnie

do terapii celowanej.

Rycina 19. A - o
B - liczba pacjentów, u których 

ukierunkowanego (FLT3, NPM1, IDH1, IDH2, PML::RARA, RUNX1::RUNX1T1, 
CBFB::MYH11, KMT2A fuzja).

Ocena skuteczności stratyfikacji pacjentów do terapii ukierunkowanych 

ocemono możliwość kwalifikacji pacjentów do leczenia 

( 46%) stwierdzono obecność co 

najmniej jednej zmiany genetycznej, która potencjalnie umożliwia zastosowanie terapii 

, a także z obecnością rearanżacji 

Najczęściej występując kwalifikując 

, obecne u 27 pacjentów (25%), następnie mutacje 

wykazywała współwystępowanie więcej niż jednej zmiany 

■ Liczba pacjentów potencjaln ie kwalifikujących się do terapii 
celowanej na podstawie obecnośc i zmian molekularnych 

■ Liczba pacjentów bez wykrytych zmian molekularnych 
potencjalnie kwa lifikujących do terapii celowane j na podstawie 
obecności zmian molekularnych 

30 

25 

20 

ż 

Część 

kwalifikującej 

11 ■■ •-

dsetek pacjentów potencjalnie kwalifikujących się do terapii celowanej 
na podstawie obecności zmian molekularnych. 
stwierdzono poszczególne zmiany genetyczne umożliwiające zastosowanie leczenia 
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W analizowanej kohorcie pacjentów dokonano stratyfikacji ryzyka zgodnie 

z wytycznymi European LeukemiaNet (ryc. 20.). Pacjentów przypisano do 

poszczególnych grup na podstawie danych molekularnych oraz cytogenetycznych 

o udokumentowanym znaczeniu prognostycznym. Do grupy o ryzyku korzystnym 

CBF-AML tj. 

RUNX1::RUNX1T1 lub CBFB::MYH11, pacjentów z obecnym wariantem genu NPM1 

FLT3-

typu bZIP in-frame.  

Grupa o m ryzyku  bez jednoznacznych markerów 

ryzyka korzystnego lub niekorzystnego 

cytogenetyczne i/lub molekularne niesklasyfikowane jako korzystne lub niekorzystne. Za 

pacjentów osoby e zmiany genu NPM1 

FLT3- FLT3-ITD bez zmian genu 

NPM1 oraz . 

 Grupa ryzyka niekorzystnego w genach: 

TP53, ASXL1, BCOR, EZH2, RUNX1, SF3B1, SRSF2, STAG2, U2AF1 oraz ZRSR2, 

jednak te geny nie 

z podtypami AML o korzystnym rokowaniu. Do grupy pacjentów 

.  

u jednego 

 

 Na tej podstawie wytypowano pacjentów w trzech grupach 

(30%) oraz ryzyko niekorzystne 52 pacjentów (48%).  

 

również 

zaliczono pacjentów z obecnością rearanżacji charakterystycznych dla 

bez towarzyszących zmian ITD oraz pacjentów z obecną zmianą genu CEBPA 

pośredni obejmowała pacjentów 

oraz posiadających nieprawidłowości 

o ryzyku pośrednim uznano m.in. posiadając 

z towarzyszącą zmianą ITD oraz pacjentów z mutacją 

bez współistniejących niekorzystnych zmian genetycznych 

obejmowała pacjentów z obecnością zmian 

były wykorzystywane jako niekorzystny czynnik prognostyczny, jeśli 

współwystępowały 

o ryzyku niekorzystnym przypisano również pacjentów posiadających złożony kariotyp 

Jeżeli pacjenta współistniało kilka zmian o różnym znaczeniu 

prognostycznym, stosowano zasadę priorytetu kategorii o gorszym rokowaniu zgodnie 

z podejściem ELN. 

prognostycznych. Ryzyko korzystne 24 pacjentów (22%), ryzyko pośrednie 33 pacjentów 
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Rycina 20.
LeukemiaNet (ELN 2022).

■ Ryzyko korzystne ■ Ryzyko pośrednie ■ Ryzyko niekorzystne 

Stratyfikacja ryzyka pacjentów z badanej kohorty według kryteriów European 
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7 Dyskusja 

Ostra , 

  

hematopoetycznych. Proces ten skutkuje zaburzeniami w procesie erytropoezy 

i megakariopoezy, co prowadzi  (Vakiti i in., 

2025). AML s tj. ok. 80% 

N c osoby starsze, a szczyt 

 

Szmajda i in., 2017).  

 oraz klonalnym charakterem. Badania 

 

W momencie rozpoznania 

AML w   

 Struktura klonalna w kolejnych etapach choroby 

. P  c  zanik , inne 

pojawi   klony. 

zmian molekularnych 

fuzyjnych (Ding i in., 2012; Cancer Genome Atlas Research Network i in., 2013; Desai 

i in., 2022).  

W 2022 roku wprowadzono istotne zmiany w klasyfikacji WHO oraz w wytycznych 

Opublikowano m klasyfikacji ICC 

. Klasyfikacja 

ELN z 2022 roku jest spójna z 

. Analiza profilu genetycznego, w tym 

, 

e przypisanie   

oraz  

i rokowanie   i in., 2022). 

zastosowania nowoczesnych metod analitycznych jednoczesne 

zmian genetycznych.  

  

Zastosowanie 

białaczka szpikowa jest agresywnym nowotworem układu krwiotwórczego 

którego cechą charakterystyczną jest klonalna proliferacja niedojrzałych komórek 

do szybkiego rozwoju niewydolności szpiku 

tanowi najczęstszą postać ostrej białaczki u dorosłych, 

wszystkich zachorowań na ostre białaczki. ajczęściej horują 

zachorowań przypada na 65. rok życia (Appelbaum i in., 2006; Dohner i in., 2015; 

AML cechuje się znaczną heterogennością 

wskazują, że w przebiegu choroby często współistnieje wiele odrębnych klonów, 

z których każdy zawiera specyficzne zmiany genetyczne. 

większości przypadków obserwuje się złożoną strukturę klonalną obejmującą 

klon założycielski oraz subklony. może 

ulegać zmianom od wpływem leczenia zęść klonów może nąć mogą się 

rozrastać lub mogą ć się nowe AML charakteryzuje się obecnością licznych 

w różnych genach oraz występowaniem wielu wariantów 

ELN dotyczących AML. także wersję iędzynarodowej 

(Arber i in., 2022; Dohner i in., 2022; Khoury i in., 2022; Salman, 2024) 

klasyfikacją ICC, jednak w większym stopniu kładzie 

nacisk na molekularną charakterystykę AML 

obecności określonych mutacji i nieprawidłowości cytogenetycznych umożliwia 

dokładniejsz pacjentów do odpowiednich grup ryzyka (korzystne, pośrednie 

niekorzystne). Przekłada się to bezpośrednio na dobór strategii terapeutycznej 

pacjentów (Dohner 

Dokładna charakterystyka zmian genetycznych u pacjentów z AML wymaga 

, umożliwiających 

wykrywanie oraz analizę szerokiego spektrum Kluczową rolę 

w tym zakresie odgrywają techniki sekwencjonowania następnej generacji NGS, które 

w ostatnich latach zrewolucjonizowały diagnostykę molekularną AML. 
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w procesie patogenezy 

choroby, przy jednoczesnym zachowaniu  

Technologia ta pozwala na 

wykrywanie mutacji punktowych ych zmian strukturalnych oraz fuzji 

genowych. W efekcie sekwencjonowanie istotnym  

w badaniach naukowych, jak i w rutynowej diagnostyce klinicznej AML. Pozwala na  

 

i in., 2022; Leisch i in., 2019; Papaemmanuil i in., 2016; Wurm i in., 2025). 

 

w panelu wybranych genów u pacjentów z AML z wykorzystaniem technologii NGS. 

 

w analizowanej populacji oraz oceniono  zastosowania terapii 

ukierunkowanych molekularnie.  

Charakterystyka grupy badanej 

 109 

Onkologii w latach 2020-2023. Charakterystyka wiekowa badanej kohorty pozostaje 

AML jest rodzajem nowotworu hematologicznego, 

-70 lat, choroba 

h (Döhner i in., 2022; Wierzbowska, 2020). 

Charakterystyka grupy badanej jest zatem zgodna z danymi literaturowymi. Mediana 

wieku badanej  , a n

w wieku 60-69 lat. 

zgodny z tendencjami opisywanymi 

 (Budziszewska i in., 2017; De Angelis i in., 

2015; Stabellini i in., 2022). W b na  43 (39%) 

kobiety natomiast 66 (61%) .  

Obecnie  i ICC oraz 

. Zgodnie 

AML  

NGS pozwala na równoczesną analizę licznych genów istotnych 

wysokiej czułości i specyficzności. 

identyfikację zarówno częstych, dobrze scharakteryzowanych 

mutacji kierujących, jak i rzadkich wariantów o potencjalnym znaczeniu patogennym. 

Umożliwia , większ 

NGS stało się narzędziem zarówno 

bardziej precyzyjną klasyfikację molekularną oraz dobór terapii celowanych (Dohner 

Celem niniejszej rozprawy była identyfikacja mutacji oraz genów fuzyjnych 

Dodatkowo określono częstość występowania poszczególnych zmian genetycznych 

możliwość 

Badaniem objęto pacjentów leczonych w Świętokrzyskim Centrum 

zgodna z obserwacjami opisywanymi w literaturze, zarówno w badaniach 

międzynarodowych, jak i krajowych. 

który występuje przede wszystkim u osób dorosłych, a ryzyko zachorowania wzrasta 

wraz z wiekiem. Mediana wieku w momencie diagnozy wynosi około 65 

dotyczy głównie populacji osób starszyc 

kohorty pacjentów wynosiła 65 lat aj liczniejszą grupę stanowili chorzy 

Rozkład pacjentów według płci w analizowanej kohorcie również jest 

w literaturze, które wskazują na nieznacznie wyższą 

częstość występowania AML u mężczyzn 

adanej grupie pacjentów 109 osób 

mężczyźni 

stanowiły 

diagnostyka AML opiera się na klasyfikacjach WHO 

stratyfikacji ryzyka ELN, uwzględniających dane cytogenetyczne i molekularne 

z aktualną klasyfikacją WHO 2022 pacjentów zakwalifikowano do odpowiednich 

podtypów . Najliczniejszą grupę stanowili chorzy z AML z nawracającymi 
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, AML NOS oraz AML 

TP53.   

 

literaturowymi 

rozpoznawanym typem jest AML  

. 

 

 podtypami w badanej kohorcie  

mieloblastyczna z cechami dojrzewania oraz AML M4 

mielomonocytowa. 

jest zgodny z opisywanym w literaturze. 

 

w opisywanej grupie badanej (Hasham i in., 2022). 

Ocena profilu molekularnego -  

 

i prognostycznymi. Potwierdza   

w patogenezie choroby (Akkari i in., 2022; Snaith i in., 2024). 

obecnie 

zalecane jest stosowanie szerokiego profilowania molekularnego (Duncavage i in., 2022). 

 

zmian w genach, takich jak FLT3, NPM1, KIT, CEBPA i TET2, oraz odkrycie nowych, 

istotnych zmian np. w genach DNMT3A i IDH1 (Cancer Genome Atlas Research 

Network i in., 2013; Kayser & Levis, 2023). W badaniach 

kohortach pacjentów z AML, takich jak TCGA i Beat AML, 

egzomu (ang. whole exome sequencing, WES), 

sekwencjonowania RNA (ang. RNA sequencing, RNA-seq) oraz w przypadku 

nieprawidłowościami genetycznymi, a następnie pacjenci z AML z obecnością mutacji 

charakterystycznych dla zespołów mielodysplastycznych 

z mutacją Pozostałe podtypy odnotowano z niewielką liczbą przypadków. Rozkład 

typów AML wg WHO 2022 w badanej grupie pacjentów jest zgodny z danymi 

1 hierarchiczną klasyfikacją, które wskazują, że najczęściej 

z nawracającymi nieprawidłowościami genetycznymi 

(Arber i in., 2022; Dohner i in., 2022) 

Dokonano również klasyfikacji pacjentów według systemu FAB. Klasyfikacja 

FAB, oparta na cechach morfologicznych blastów, ma obecnie ograniczone znaczenie 

i stosowana jest w charakterze pomocniczym jako klasyfikacja uzupełniająca. N aj częściej 

występującymi były AML M2 tj. ostra białaczka 

tj. ostra białaczka 

Rozkład typów AML wg klasyfikacji FAB w opisywanej grupie 

pacjentów również Najwięcej przypadków 

zaliczanych jest do ostrej białaczki mieloblastycznej z cechami dojrzewania tak jak 

identyfikacja zmian genetycznych i genów fuzyjnych 

Pierwszym celem niniejszej rozprawy doktorskiej była charakterystyka profilu 

zmian genetycznych oraz genów fuzyjnych wśród pacjentów z grupy badanej. 

Molekularne podłoże AML było intensywnie badane przez ostatnie dekady, początkowo 

głównie z wykorzystaniem analiz cytogenetycznych. Nawracające aberracje strukturalne 

chromosomów szybko stały się istotnymi markerami diagnostycznymi 

ło to kluczową rolę nabytych zmian genetycznych 

Ze względu na dużą liczbę 

oraz różnorodność mutacji, które mogą być wykryte w momencie rozpoznania, 

Wprowadzenie metod sekwencjonowania pozwoliło na identyfikację powtarzających się 

technologie sekwencjonowania całego 

prowadzonych na dużych 

stosowano głównie 
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ekwencjonowania o genomu (ang. whole genome 

sequencing, WGS). U  to 

W niniejszej pracy zastosowano sekwencjonowanie panelowe, które mimo 

. Dodatkowo 

 

 

(Cancer Genome Atlas Research Network i in., 2013, 

Haferlach 2020, Bottomly i in., 2022). 

Pomimo szerokiego panelu mutacji

-5%) ni   

. P to 

kompleksowego profilowania genomowego (Cancer Genome Atlas Research Network 

i in., 2013; Chaudhary i in., 2024; Papaemmanuil i in., 2016). 

zmiany genetyczne wykryto u 95 (87,2%)  

 

zmiany wykrywano u 86- in., 2016; 

TCGA, 2013; Yu i in., 2020). W badaniach Papaemmanuil i  

w . 

Wyniki te p  etycznych w AML oraz znaczenie 

kompleksowego profilowania molekularnego w diagnostyce AML (Papaemmanuil i in., 

2016). 

(Yu i in., 2020). 

 (Cancer Genome Atlas 

Research Network i in., 2013; Jongen-Lavrencic i in., 2018). 

FLT3, NPM1, TP53, DNMT3A, NRAS oraz TET2. 

m.in. BEAT AML i TCGA (Cancer 

Genome Atlas Research Network i in., 2013, Bottomly i in., 2022). 

Potwierdza to 

badanej grupy (Wen i in., 2021; Bibault 

wybranych próbek również s całeg 

możliwiło szeroką charakterystykę zmian genetycznych w AML. 

ograniczonego zakresu genów, zapewnia większą głębokość pokrycia 

w sekwencjonowaniu panelowym zastosowano detekcję wariantów głównie w genach 

o już udokumentowanym znaczeniu klinicznym i prognostycznym. Podejście panelowe 

stanowi uzasadnioną metodę w diagnostyce klinicznej, podczas gdy WES/WGS pełnią 

obecnie rolę narzędzi naukowych 

, najnowsze badania wskazują, że u niewielkiej 

części pacjentów z AML (ok. 2 e stwierdza się mutacji w żadnym z genów 

wiązanych z AML odkreśla heterogenność molekularną choroby oraz potrzebę 

W analizowanej w niniejszej pracy kohorcie 109 dorosłych pacjentów z AML 

chorych. U zyskany odsetek jest porównywalny 

z wynikami dużych, wieloośrodkowych badań z wykorzystaniem technologii NGS, 

w których 96% pacjentów (m.in. Papaemmanuil i 

współpracowników 

wykazano obecność co najmniej jednej mutacji kierującej 96% analizowanych próbek 

odkreślają powszechność zmian gen 

Podobnie w badaniu Jifeng Yu wykryto co naJmnleJ jedną mutację 

niesynonimiczną u 279 pacjentów z AML (85,8% badanej kohorty) 

Wyniki te potwierdzają, że profilowanie molekularne metodą NGS jest kluczowym 

narzędziem współczesnej diagnostyki i klasyfikacji AML 

W analizowanej kohorcie pacjentów wytypowano sześć genów najczęściej 

ulegających mutacjom. Były to geny 

Uzyskane wyniki dotyczące częstości mutacji w tych genach są zbliżone do danych 

raportowanych w dużych kohortach badawczych, 

omawianych genów przedstawiono na rycinie 20. 

i zgodność z obserwacjami innych ośrodków 

Zestawienie wyników 

reprezentatywność 
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i in., 2015; Negotei i in., 2023; Othman i in., 2024; Ranieri i in., 2022; R. Wang i in., 

2022). 

Rycina 21.

TCGA (Cancer Genome Atlas Research Network i in., 2013, Bottomly i in., 2022).

z mutacjami w genie TP53

mutacji

genu TP53

leczenie, wysokim ryzykiem nawrotu choroby oraz klasyfikuj

genu TP53 zgodnie z aktualnymi klasyfikacjami WHO 2022 i ICC 

2022 h molekularnych oraz cytogenetycznych, 

na (ang. Loss of

Heterozygosity, LOH) genu TP53

.

Analiza badanej kohorty 

RUNX1::RUNX1T1, PML::RARA, CBFB::MYH11, ETV6::MN1, ETV6::NTRK3, 

ETV6::PDGFRB oraz KMT2A::ELL. Fuzje RUNX1::RUNX1T1 i CBFB::MYH11, 

w badanej kohorcie,

35 
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■ ŚCO ■ BEAT AM L ■ TCGA 

Porównanie częstości mutacji wybranych genów w analizowanej kohorcie 
pacjentów (ŚCO) z danymi pochodzącymi z dużych kohort badawczych BEAT AML oraz 

Wśród uzyskanych wyników warto zwrócić uwagę na grupę pacjentów 

. Zmiany te stanowią jedną z najczęściej obserwowanych 

w analizowanej kohorcie. Obecność tych zmian ma istotne znaczenie kliniczne, 

ponieważ mutacje 

AML z obecną zmianą 

są związane z niekorzystnym rokowaniem, opornością na 

ą pacjentów do podgrupy 

. Dodatkowo analiza dostępnych danyc 

pozwoliła wytypowanie dwóch pacjentów z utratą heterozygotyczności 

, stanowiącą szczególną podgrupę chorych 

o wyjątkowo niekorzystnym rokowaniu (DiNardo, Tiong, i in., 2020; Dohner i in., 2022) 

ujawniła obecność siedmiu rearanżacji genowych: 

stanowiące odpowiednio 5% i 3% wszystkich wykrytych zmian 
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core-binding factor AML, CBF-AML). 

 

kluczowy 

hematopoezy. Translokacja t(8;21) skutkuje powstaniem genu fuzyjnego 

RUNX1::RUNX1T1,  

fuzyjnego CBFB::MYH11. CBF- -

 

ang. overall 

survival , 

prowadzenia dalszy (Sangle & Perkins, 2011; Borthakur & Kantarjian, 2021; 

Darwish i in., 2023). 

W analizowanej kohorcie fuzja PML::RARA 

promielocytowej (ang. acute promyelocytic leukemia

marker diagnostyczny tej jednostki chorobowej. Fuzja PML::RARA 

-21). Zmiana 

PML) z genem receptora 

kwasu retinowego alfa (RARA). W rezultacie czego zablokowany zostaje proces 

  ich akumulacja w szpiku 

kostnym. PML::RARA zgodnie z wytycznymi WHO 

klasyfikowana jest jako podtyp 

genetycznymi . 

W analizowanej grupie badanej 

takie jak ETV6::MN1, ETV6::PDGFRB, ETV6::NTRK3 oraz KMT2A::ELL

 

 Fuzje genu 

KMT2A, w tym KMT2A::ELL  

należą do charakterystycznych rearanżacji obserwowanych w ostrej białaczce szpikowej 

związanej z czynnikiem wiążącym rdzeń ( ang. 

Podtyp ten definiowany jest przez obecność translokacji t(8;21)(q22;q22) lub inwersji 

inv(16)(p13q22)/translokacji t(16;16)(p13;q22), określanych odpowiednio jako t(8;21) 

i inv(l 6). Zmiany te prowadzą do zaburzenia genów kodujących podjednostki czynnika 

wiążącego rdzeń, który stanowi regulator transkrypcji w procesie prawidłowej 

natomiast rearanżacje inv(16) prowadzą do utworzenia genu 

AML stanowi około 12 15% wszystkich przypadków 

AML i zaliczana jest do grupy AML z nawracającymi nieprawidłowościami 

genetycznymi. Aberracje te mają istotne znaczenie diagnostyczne oraz prognostyczne, 

gdyż wiążą się z korzystną odpowiedzią na leczenie i zwiększoną wrażliwością na 

cytarabinę. Pomimo ogólnie lepszego rokowania, dane z badań obejmujących 

długoterminową obserwację wskazują, że mediana całkowitego przeżycia ( 

, OS) w tej grupie pacjentów wynosi około 5 lat co sugeruje potrzebę 

eh badań 

pacjentów stanowiła 4% wszystkich 

wykrytych zmian. Jest to aberracja charakterystyczna dla ostrej białaczki 

, APL), stanowiąca kluczowy 

występuje w około 

95% przypadków APL i najczęściej wynika z translokacji t(15;17)(q22;q12 

ta prowadzi do połączenia genu białaczki promielocytowej ( 

różnicowania komórek na etapie promielocytów i następuje 

APL z obecnością fuzji 

AML z nawracającymi nieprawidłowościami 

(Dohner i in., 2022; Sanz i in., 2019) 

zidentyfikowano również rzadkie rearanżacje, 

, z częstością 

wynoszącą po 1 % każda. Powyższe fuzje genów należą do grupy nietypowych aberracji 

genetycznych o zróżnicowanym znaczeniu biologicznym i klinicznym. 

, wiążą się zazwyczaj z niekorzystnym rokowaniem, 

a pacjenci są często kwalifikowani do terapii według schematów dla grup wysokiego 
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ryzyka (Muntean & Hess, 2012; Marschalek, 2016)

ETV6::PDGFRB . Badania 

(Lierman & Cools, 2007). 

Fuzje ETV6::NTRK3 

opisane w nowotworach litych, takich jak wydzielniczy rak piersi czy wrodzony 

. 

tej  np.  

entrectynib (Kralik i in., 2011; Smith i in., 2018; Joshi i in., 2019). Fuzja ETV6::MN1 

 

w nowotworach szpiku

. W in vitro rearan acja ETV6::MN1 

. Sugeruje to   w procesie 

leukemogenezy i progresji choroby (Gong i in., 2018).  

znaczenia prognostycznego i terapeutycznego rzadk  

ograniczone. Jednak ich identyfikacja ma istotne znaczenie diagnostyczne i potencjalnie 

terapii 

celowanych. zastosowanie technologii NGS 

molekularnej AML. 

P

 

nietypowych rearan   

metod ukierunkowanych. Tak s , jakim jest stosowanie 

NGS,  

 . 

  

. 

 

ich klasyfikacji funkcjonalnej. 

Z kolei obecność fuzji 

może stanowić potencjalny cel terapii ukierunkowanej 

wykazały, że chorzy z tą rearanżacją odpowiadają na leczenie imatynibem, uzyskując 

szybkie i głębokie remisje hematologiczne oraz molekularne 

występują wyjątkowo rzadko w AML, natomiast zostały szerzej 

włókniakomięsak Wyniki badań klinicznych i przedklinicznych sugerują, że obecność 

rearanżacji może wiązać się z potencjalną wrażliwością na inhibitory TRK 

również stanowi rzadką, ale nawracaJącą nieprawidłowość chromosomową 

. Jej znaczenie kliniczne i prognostyczne nie zostało dotychczas 

jednoznacznie określone yniki badań sugerują, że ż 

wykazuje właściwości onkogenne, a jej nadekspresja może zwiększać oporność komórek 

białaczkowych na idarubicynę potencjalny udział powyższej fuzji 

Ze względu na niską częstość występowania, dostępne dane kliniczne dotyczące 

o występujących fuzji w AML są 

terapeutyczne, szczególnie w kontekście kwalifikacji pacjentów do przyszłych 

Między innymi z tego właśnie względu 

stanowi niezwykle cenne narzędzie w kompleksowej diagnostyce 

anele NGS pozwalają nie tylko na wykrywanie dobrze poznanych i często 

występujących wariantów fuzyjnych, ale również na identyfikację rzadkich lub 

żacji, które mogłyby pozostać niewykryte przy stosowaniu wyłącznie 

zero kie podejście diagnostyczne 

zwiększa szansę na pełną charakterystykę molekularną AML. Może to mieć 

kluczowe znaczenie dla właściwej stratyfikacji ryzyka i doboru terapii dla pacjentów 

Charakterystyka molekularna wykrytych wariantów genetycznych 

Zastosowanie techniki NGS pozwala na identyfikację wielu typów zmian 

molekularnych w badanych genach, pozwalając na szerokie przedstawienie profilu 

mutacji wśród pacjentów Drugim celem szczegółowym niniejszej rozprawy doktorskiej 

była charakterystyka molekularna wykrytych wariantów genetycznych z uwzględnieniem 

W przypadku analizowanej kohorty dominującą formą 



 
 

79 

zmiany sensu  z polimorfizmu 

. Ten typ zmian jest jednym  

 

i epigenetycznych w AML. Kolejnymi ymi zmianami insercje 

sporadyczne wykrycie oraz 

fuzji genowych potwierdza, 

  Prezentowana w badanej kohorcie klasyfikacja 

wariantów jest zgodna 

(G. Li i in., 2020; Shi i in., 2020; N. Zhang i in., 2020; Shultz i in., 2022). 

 

  

w starszym wieku. Charakterystyka molekularna wykrytych zmian

 wariantów 

. Obserwowane profile 

(G. Li i in., 2020; Shi i in., 2020; N. Zhang i in., 2020; Shultz i in., 2022). 

pacjenta badanych 

osób 

chorych z AML. U ok. 

genów. Jest to 

 zmiany zlokalizowane poza badanym zestawem genów (R. Wang i in., 2020; 

Kurzer & Weinberg, 2023). 

W niniejszej FLT3, 

NPM1, TP53 oraz CEBPA w badanej kohorcie pacjentów. 

zgodnie z aktualnymi wytycznymi diagnostycznymi (Döhner i in., 2022). Geny NPM1 

i FLT3

regionach. W genie FLT3 

. Jest to typowa lokalizacja dla 

zmian były mutacje 

nukleotydów (SNP) 

prowadzących do zaburzeń 

, które najczęściej wynikały 

z najczęstszych mechanizmów 

funkcji białek sygnałowych, regulatorowych 

często identyfikowan były 

oraz delecje powodujące przesunięcie ramki odczytu. Są to zmiany charakteryzujące się 

silnym wpływem na strukturę białka, często skutkującym utratą funkcji. Z kolei 

insercji/delecji niepowodujących przesunięcia ramki odczytu 

że choć są one rzadsze, mogą odgrywać ważną rolę 

diagnostyczną 1 prognostyczną. 

z typowym rozkładem typów zmian badanej jednostki chorobowej 

Analiza klas substytucji wykazała przewagę tranzycji C>T, co jest często 

obserwowane w nowotworach związanych z procesami deaminacji cytozyny i starzeniem 

komórek, co może odzwierciedlać patogenezę AML u części pacjentów, zwłaszcza 

, uwzględniająca 

klasyfikację wariantów, typy oraz klasy substytucji, wykazała zgodność 

uzyskanych wyników z danymi dostępnymi w piśmiennictwie 

mutacyjne wskazują na podobieństwo badanej kohorty pacjentów z AML do populacji 

opisywanych w innych badaniach, co potwierdza reprezentatywność analizowanej grupy 

Analiza rozkładu liczby mutacji na wykazała, że większość 

posiadała od jednej do trzech zmian genetycznych, co jest charakterystyczne dla 

13% pacjentów nie wykryto zmian w żadnym z analizowanych 

zgodne z danymi literaturowymi i może odzwierciedlać zarówno 

ograniczenia zastosowanego panelu, jak i heterogenność molekularną AML, która może 

obejmować 

pracy przeprowadzono analizę lokalizacji mutacji w genach 

W analizie skupiono się na 

powyższych genach, ze względu na ich kluczowe znaczenie kliniczne i prognostyczne, 

, charakteryzują się występowaniem mutacji w typowych, dobrze zdefiniowanych 

większość zmian koncentrowała się w rejonie obejmującym 

eksony 14 1 15, w obrębie domeny okołobłonowej 
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ych tandemowych duplikacji (ITD),  klasyczny typ mutacji 

genu FLT3 o istotnym znaczeniu klinicznym. Dodatkowo zaobserwowano mutacje 

w domenie kinazy tyrozynowej (TKD), w tym w kodonie 835, który stanowi 

charakterystyczne miejsce mutacji punktowych typu zmiany sensu genu FLT3 (Koga 

i in., 2025; Schranz i in., 2018).  

Mutacje genu NPM1 

zmiana p.Trp288CysfsTer12, typowa dla 

NPM1. Jest to wariant mutacji y -80% 

wszystkich mutacji NPM1 (Chin i in., 2023; Hindley i in., 2021). 

Natomiast w genach, takich jak TP53 i CEBPA,  

 W genie TP53 

rozproszone . D  tutaj warianty typu 

zmiany sensu  -8). 

Odpowiada to typowemu profilowi mutacyjnemu genu TP53 w AML. Tego typu zmiany 

(Prochazka i in., 2019). 

Mutacje genu CEBPA -, jak i C-

ma istotne znaczenie prognostyczne. M

 

(Döhner i in., 2022). 

CEBPA w analizowanej kohorcie 

odpowiada znanym schematom opisanym literaturze (Wakita i in., 2022; Y. Zhang i in., 

2020). 

hotspots  

Kolejnym istotnym elementem prezentowanej rozprawy doktorskiej jest analiza 

genach w badanej 

kohorcie AML.   

o klonalnym charakterze poszczególnych mutacji oraz ich znaczeniu jako tzw. mutacji 

ang. founding mutations). . 

wewnętrzn które stanowią 

koncentrowały się w eksonie 11 i obejmowały jeden typ 

insercji prowadzącej do przesunięcia ramki odczytu. W analizowanej kohorcie pacjentów 

jedynym zarejestrowanym wariantem była 

AML z mutacją typu A, stanowiąc około 75 

występujących w AML 

zmiany mogą być rozproszone 

1 me wykazują jednego charakterystycznego wzorca. mutacje były 

i nie wykazywały wyraźnych hotspotów aminowały 

, które były zlokalizowane w domenie wiążącej DNA ( eksony 5 

prowadzą do utraty funkcji białka p53 i są silnie związane z niekorzystnym rokowaniem 

oraz opornością na leczenie 

występowały zarówno w części N końcowej genu, 

obejmując m.in. domenę bZIP odpowiedzialną za wiązanie DNA. Charakter tych zmian 

utacje niezmieniające ramki odczytu w domenie 

bZIP są związane z korzystnym rokowaniem u chorych na AML niezależnie od tego, czy 

występują jako mutacje bialleliczne, czy monoalleliczne 

Obserwowany rozkład mutacji w genie również 

Różnorodność lokalizacji mutacji uzasadnia zastosowanie NGS. Technologia ta 

pozwala analizować całe geny i wykrywać zarówno klasyczne miejsca mutacji (ang. 

), jak i rzadkie warianty, czego nie umożliwiają ukierunkowane testy PCR. 

częstości allelicznej wariantów w najczęściej ulegających mutacjom 

W zależności od oberwanego poziomu V AF można wnioskować 

założycielskich ( (Dohner i in., 2022; Vosberg & Greif, 2019) 

Wartości VAF nieuwzględniające korekcji o odsetek blastów w większości 

analizowanych genów mieściły się w zakresie wartości pośrednich. Ze względu na to ze 
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AML  

 

kohorcie AML. Mutacje w genach TP53, RUNX1, ASXL1, DNMT3A, TET2, SRSF2 oraz 

NPM1 

 (Hirsch i in., 

2016; Miles i in., 2020). 

genu TP53. 

(Corces-Zimmerman i in., 2014; Schmalbrock 

i in., 2021; Cocciardi i in., 2019).  cytogenetyczne 

 o delecji ramienia 17p genu TP53  

o utarcie   

z  niekorzystnym rokowaniem (Barbosa i in., 2019; Short i in., 2020; Shahzad 

i in., 2024).  

genu JAK2, 

1. Taki profil  klonalny charakter oraz e 

w stanie homozygotycznym lub utrat  , do 

m.in. w wyniku disomii jednorodzicielskiej (ang. uniparental disomy

 zlokalizowany jest gen JAK2 (Milosevic 

Feenstra i in., 2020; Ushijima i in., 2024). 

Zmiany w genach FLT3 oraz NRAS 

 (Papaemmanuil i in., 2016; N. Daver i in., 

2019; Bergeron i in., 2023).  

 

 

Kolejnym celem naliza 

 zmienionymi genami w badanej kohorcie kilku 

jest chorobą wywodzącą się z populacji blastów, zastosowano korekcję VAF 

o procentową zawartość blastów w badanych próbkach. Takie podejście umożliwia 

bardziej precyzyjne oszacowanie rzeczywistego udziału allelu zmutowanego w populacji 

komórek nowotworowych. Analiza rozkładu wartości V AF po uwzględnieniu korekcji 

o odsetek blastów wykazała zróżnicowany charakter klonalny mutacji w badanej 

charakteryzowały się wyższymi medianami V AF oraz obecnością licznych 

przypadków z wartościami zbliżonymi do 1. Może to sugerować ich klonalny charakter 

oraz potencjalnie wcześniejsze pojawienie się w procesie leukemogenezy 

Szczególną uwagę zwracają przypadki z bardzo wysokimi wartościami V AF dla 

Zmiany te często występują jako zmiany klonalne dominujące, silnie 

powiązane z niekorzystnym rokowaniem 

Uwzględniając dostępne dane 

obejmujące informacje można wnioskować 

heterozygotyczności w kilku przypadkach. Takie sytuacje wiążą się 

wyjątkowo 

Interesującą obserwacją była wysoka mediana VAF dla mutacji 

wynosząca około może sugerować 

ę heterozygotyczności 

ramię krótkie chromosomu 9 (9p ), na którym 

wy stępowani 

której może dochodzić 

, UPD) obejmującej 

wykazywały niższe mediany V AF co może 

sugerować ich charakter subklonalny. Wyniki te są zgodne z modelem ewolucji klonalnej 

AML. Mutacje aktywujące szlaki proliferacyjne pełnią rolę wtórnych zdarzeń i pojawiają 

się w późniejszych etapach progresji choroby 

Ocena współwystępowania mutacji w badanych genach. Identyfikacja najczęściej 

współistniejących zmian genetycznych 

niniejszej rozprawy doktorskiej była a interakcji pomiędzy 

najczęściej , która ujawniła obecność 
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.  

w genach FLT3 i NPM1

NPM1  

kariotypie, - Ich  

FLT3- NPM1 

(Lewandowski, 2012; 

Lachowiez i in., 2020). Z kolei mutacje genu FLT3 

. D FLT3 jest 

FLT3-  jest uznawana za 

. 

genu 

FLT3 (Stone i in., 2017). 

NPM1 i FLT3-

AML, 

mutacji NPM1 zmiany FLT3-

rokowaniem, natomiast mutacja NPM1 FLT3-ITD, klasyfikowana jest 

. NPM1 

FLT3-ITD. Mutacja NPM1 

zmiana FLT3-

(Papaemmanuil . 

 fuzji 

PML::RARA ze zmianami w genie FLT3. Fuzja PML::RARA, charakterystyczna dla ostrej 

, -

zastosowanie leczenia ukierunkowanego na receptory kwasu retinowego (ATRA) oraz 

 

poprawia  

i in., 2020). Zmiany genu FLT3  

-

proliferacyjnego (Liquori i in., 2020)

wzorców W analizowanej kohorcie odnotowano częste współwystępowanie mutacji 

, co jest zgodne z danymi literaturowymi wskazującymi na ścisły 

związek pomiędzy tymi zmianami w patogenezie AML. Mutacje w genie należą 

do najczęstszych zmian molekularnych w grupie pacjentów z AML o prawidłowym 

występując u około 50 60% chorych dorosłych. obecność wiąże się 

z korzystnym rokowaniem, szczególnie w przypadkach bez współistniejącej mutacji 

ITD. Pacjenci z obecną mutacją genu charakteryzują się wyższym 

odsetkiem całkowitych remisji hematologicznych oraz dłuższym przeżyciem wolnym od 

choroby i zdarzeń w porównaniu z chorymi bez tej zmiany 

pacjentów z nowo rozpoznanym AML 

wewnętrzna tandemowa duplikacja ( 

występują u około 30% dorosłych 

ominującą formą wariantów genu 

ITD). Obecność tej mutacji 

czynnik złego rokowania i wiąże się ze zwiększonym ryzykiem nawrotu choroby 

(Wiśniewski i in., 2018; Lachowiez i in., 2020) Badania kliniczne wykazały jednak, że 

zastosowanie inhibitorów kinazy tyrozynowej, takich jak midostauryna, w połączeniu ze 

standardową chemioterapią znacząco poprawia wyniki leczenia chorych z mutacją 

Współwystępowanie mutacji ITD stanowi szczególny podtyp 

według klasyfikacji ELN 2022. Zgodnie z aktualnymi wytycznymi, obecność 

bez towarzyszącej ITD wiąże się z korzystnym 

współistniejąca z 

jako grupa ryzyka pośredniego (Dohner i in., 2022) Obecność może częściowo 

łagodzić negatywny wpływ poJawrn się jako zdarzenie 

m1cJuJące, a ITD jako zdarzenie wtórne napędzające proliferację komórek 

białaczkowych i in., 2016; Dohner i in., 2022; Y. Li i in., 2023) 

Kolejnym przykładem współwystępowania zmian jest obecność 

białaczki promielocytowej występuje w 5 10% przypadków AML 1 determinuje 

trójtlenek arsenu (ATO). Wprowadzenie powyższego schematu leczenia znacząco 

rokowanie pacjentów (Wierzbowska & Gołos, 2013; Lv i in., 2019; Tripon 

, głównie typu ITD, współwystępują z wyżej wymienioną 

fuzją w około 30 40% przypadków i są związane z nadmierną aktywacją szlaku 

. Znaczenie prognostyczne współwystępowania 
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fuzji PML::RARA i FLT3-

. S istotne 

jest to w przypadku wysokiego stosunku alleli zmutowanych do typu dzikiego wariantu 

FLT3-ITD (Testa & Lo-Coco, 2016; Tripon i in., 2020). 

  podgrupy 

FLT3 (Stone i in., 

2017; N. Daver i in., 2019). 

Innym 

FLT3 i KRAS/NRAS. W badanej grupie zidentyfikowano 

(4,6%) FLT3 i KRAS oraz trzech ze 

FLT3 i NRAS). Mutacje w genach KRAS i NRAS 

FLT3 

leczenie. stanowi   stosowania 

, 

ale znajd  zastosowanie w ramach terapii skojarzonych (McMahon i in.2019, 

Eguchi i in., 2020, Alawieh i in., 2024). 

 odnotowanie pary 

ych . M  to 

go wariantu elimin  

innego wariantu (Papaemmanuil i in., 2016). W analizowanej kohorcie 

aobserwowano wzajemne wykluczanie  zmian TP53 i FLT3. 

Mutacje TP53  

 

i in., 2022; Weinberg i in., 2022). Z kolei wariant FLT3-ITD  

m. Wzajemne wykluczanie  TP53 i FLT3 

 . Z jednej strony 

obecna jest leukemogeneza a TP53), z drugiej 

wariantów ITD nie zostało jednoznacznie określone, jednak 

wiele badań wskazuje na negatywny wpływ na przebieg kliniczny zczególnie 

W związku z tym 

współwystępowanie powyższych zmian może wskazywać na istnienie 

pacjentów wymagających intensywniejszego monitorowania choroby resztkowej oraz 

rozważenia wczesnego zastosowania terapii celowanych inhibitorami 

przykładem współwystępowania zmian molekularnych jest jednoczesna 

obecność mutacji w genach 

pięcm takich pacjentów (dwóch ze zmianami genów 

zmianami genów prowadzą do 

konstytutywnej aktywacji szlaku RAS/MAPK, odgrywającego kluczową rolę w regulacji 

proliferacji i przeżycia komórek nowotworowych. Aktywacja tego szlaku może 

ograniczać skuteczność inhibitorów oraz sprzyjać rozwojowi oporności na 

Może to ć biologiczne uzasadnienie dla rozważania 

inhibitorów MEK jako potencjalnej strategii terapeutycznej u wybranych pacjentów. 

Należy jednak podkreślić, że podejście to nie stanowi obecnie standardu leczenia AML 

może ować 

Istotną obserwacją wynikającą z analizy interakcji somatycznych pomiędzy 

najczęściej zmienionymi genami w badanej kohorcie pacjentów jest 

genów wykazując wzajemne wykluczanie się mutacji oże wskazywać na 

alternatywne ścieżki molekularne prowadzące do transformacji nowotworowej. Zjawisko 

to sugeruje, że obecność jedne może ować presję selekcyjną na 

wystąpienie 

pacjentów z się genów 

stanowią odrębną kategorię zmian typowo występujących w AML 

o złożonym kariotypie i wiążących się z bardzo niekorzystnym rokowaniem (Dohner 

jest częściej obserwowany 

w AML z prawidłowym kariotype zmian genów 

może zatem odzwierciedlać rozbieżne mechanizmy patogenezy AML 

napędzan niestabilnością genomową ( 
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 FLT3) 

(N. G. Daver i in., 2022). 

kompleksowego profilowania genetycznego (Papaemmanuil i in., 2016). 

 

molekularnie z wykorzystaniem NGS 

O a 

ukierunkowanej molekularnie. 

kohorcie 109 pacjentów 46% (50 

ukierunkowanego molekularnie. Mutacje genu FLT3 

scharakteryzowanych markerów terapii celowanej w AML. Dodanie inhibitorów kinazy, 

takich jak midostauryna, gilteritinib czy sorafenib, do standardowej chemioterapii 

a 

  genu FLT3 (Stone i in., 2017; Voso i in., 2020; Szczepaniak 

& Rzetelska, 2022).   

NPM1 KMT2A 

meniny (np. revumenib) (Issa i in., 2023; Arellano i in., 2025). Podobnie mutacje 

w genach IDH1 i IDH2 , ivosidenibu 

rozpoznanej AML (Stein i in., 2017; Venugopal i in., 2022; Montesinos i in., 2022). 

Istotne znaczenie kliniczne  

PML::RARA, typowej 

zastosowanie terapii skojarzonej kwasem all-trans retinowym i trójtlenkiem arsenu 

e 

(Liquori i in., 2020; A. Zhang & Qiu, 2025). Z kolei pacjenci z CBF-AML, 

RUNX1::RUNX1T1 lub CBFB::MYH11

(Bourne i in., 2024; 

Ronnacker i in., 2025). 

z kolei można obserwować proliferację zależną od aktywacji kinaz sygnałowych ( 

Zidentyfikowane wzorce współwystępowania i wzaJemnego wykluczania są 

spójne z opisanymi podziałami biologicznymi AML, opartymi na mechanizmach 

molekularnych. Potwierdzają one heterogenność choroby oraz znaczeme 

Ocena skuteczności stratyfikacji pacjentów do terapii ukierunkowanych 

statnim celem pracy był ocena skuteczności stratyfikacji pacjentów do terapii 

Wyniki przeprowadzonej analizy wskazują, że w badanej 

przypadków) posiadało co najmniej jedną zmianę 

genetyczną, która mogłaby stanowić potencjalne wskazanie do leczenia 

stanowią jeden z najlepiej 

znacząco wydłuż całkowite przeżycie i przeżycie wolne od zdarzeń u pacjentów z AML 

z obecną mutacją 

W przypadku pacjentów z mutacją lub rearanżacją genu 

obiecujące wyniki wykazują obecnie badania kliniczne z zastosowaniem inhibitorów 

, umożliwiają zastosowanie inhibitorów 

i enasidenibu, które wykazały skuteczność zarówno w leczeniu nawrotowej, jak i nowo 

wykazują również pacjenci z obecnością rearanżacji 

dla ostrej białaczki promielocytowej. W tej grupie chorych 

pozwala uzyskać bardzo wysokie odsetki remisji całkowitych i długotrwałe przeżyci 

z obecnością translokacji , charakteryzują się 

zazwyczaj korzystnym rokowaniem przy zastosowaniu standardowych protokołów 

chemioterapii z terapią celowaną gemtuzumabem ozogamycyny 
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potencjalnie  do terapii celowanej, co odzwierciedla 

celowanego. P  to znaczenie kompleksowego profilowania genetycznego 

w procesie diagnostyczno-

wymaga uwzgl

leczenie. D   ograniczona 

aktualne programy lekowe oraz jedynie wybranych chorych z AML, 

 Niemniej jednak 

o profil molekularny pacjentów z AML (Döhner i in., 2022).  

badanej kohorty dokonano stratyfikacji ryzyka 

pacjentów  aktualnych kryteriów European LeukemiaNet (ELN 2022). W trakcie 

przeprowadzonej analizy zastosowano priorytet dla zmian o gorszym rokowaniu 

 m 

takie jest zgodne z wytycznymi ELN, gdzie hierarchiczna struktura zmian 

ryzyka  (Döhner i in., 2022). W celu oprócz danych 

 to 22% pacjentów w grupie 

ryzyka korzystnego, 30% w grupie  oraz 48% w grupie ryzyka 

niekorzystnego. Otrzymane dane wskazuj  z grupy 

ryzyka niekorzystanego co jest zgodne 

populacje (Jentzsch i in., 2021, 2022; Hoff i in., 2024). 

W ego ryzyka 

szerokiej diagnostyki molekularnej z wykorzystaniem paneli NGS  

kompleksowa analiza cytogenetyczno-  

terapeutycznego.

Warto podkreślić, że część pacjentów wykazywała współwystępowanie więcej 

niż jednej zmiany kwalifikującej 

złożony charakter molekularny AML. Uzyskane wyniki wskazują, że niemal połowa 

analizowanych przypadków mogłaby potencjalnie odnieść korzyść z leczenia 

odkreśla 

terapeutycznym chorych na AML. Należy jednak zaznaczyć, 

że obecność zmian molekularnych stanowi jedynie jeden z czynników branych pod 

uwagę przy kwalifikacji do terapii ukierunkowanych. Ostateczna decyzja terapeutyczna 

ędnienia dodatkowych parametrów klinicznych, takich jak ogólny stan 

pacjenta, wiek, choroby współistniejące, wyniki badań laboratoryjnych oraz wcześniejsze 

ostępność leków celowanych może być również ze względu na 

objęcie refundacją 

spełniających określone kryteria kwalifikacji do programów lekowych. 

uzyskane dane wskazują na istotny potencjał zastosowania terapii celowanych w oparciu 

Dodatkowo analizując uzyskane wyniki badań profilowania genetycznego 

oraz dostępne dane cytogenetyczne 

według 

w przypadku współwystępowania zmian o różny znaczeniu prognostycznym. Podejście 

o niekorzystnym znaczeniu determinuje ostateczną klasyfikacje pacjentów do grupy 

określenia ryzyka dla pacjentów 

molekularnych uwzględniono również dostępne dane cytogenetyczne. Uzyskany rozkład 

pacjentów pomiędzy poszczególnymi kategoriami ryzyka 

ryzyka pośredniego 

ą na przewagę przypadków pacjentów 

z obserwacjami innych badań obejmujących 

dorosłych pacjentów z AML 

ysoki odsetek przypadków w grupie niekorzystn podkreśla znaczeme 

. Istotna jest również 

molekularna, która ma bezpośrednie przełożenie 

na stratyfikację ryzyka pacjentów oraz wybór optymalnego postępowania 
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8 Podsumowanie i wnioski 

 

Centrum Onkologii w latach 2020-

 Na podstawie 

 wnioski: 

1. 

patogennych ani prawdopodobnie patogennych w badanych genach. 

 FLT3 (25%). Drugim 

mutowanym NPM1 

TP53 (13%). Zidentyfikowano 7  

fuzyjnych (RUNX1::RUNX1T1, PML::RARA, CBFB::MYH11, ETV6::MN1, 

ETV6::NTRK3, ETV6::PDGFRB, KMT2A::ELL). 

 

 

2. 

missense. 

 

wariantów fuzji ge

zmian tj. 5 zmian (9 przypadków) lub 6 zmian  

3. 

 

NPM1 i FLT3. Stwierdzono 

W prezentowanej rozprawie doktorskiej przeprowadzono analizę profilu mutacji 

u pacjentów ze zdiagnozowaną ostrą białaczką szpikową, leczonych w Świętokrzyskim 

2023. Głównym celem badania było szczegółowe 

określenie i charakterystyka profilu mutacji w badanej kohorcie pacjentów. 

przeprowadzonej analizy wyników badań wysunięto następujące 

U 95 pacjentów (87,16%) wykryto co najmniej jedną zmianę genetyczną, 

natomiast u pozostałych 14 osób (12,84%) nie stwierdzono obecności wariantów 

W analizowanej grupie najczęściej mutacjom ulegał gen 

najczęściej 

się mutacje genu 

genem był (17%). Na trzecim miejscu znalazły 

wariantów rearanżacji 

Uzyskane wyniki dotyczące 

częstości mutacji w analizowanych genach są zgodne z danymi pochodzącymi 

z dużych, wieloośrodkowych badań wykorzystujących technologię NGS, takich 

jak BEAT AML i TCGA. Wskazuje to na reprezentatywność badanej kohorty 

oraz spójność uzyskanych wyników z obserwacjami raportowanymi w innych 

ośrodkach. 

Analiza klasyfikacji wykrytych wariantów wykazała, że w badanej kohorcie 

pacjentów z AML zdecydowaną większość stanowiły mutacje typu 

Pod względem rodzaju zidentyfikowanych wariantów dominowały substytucje 

pojedynczych nukleotydów, które stanowiły ponad połowę wszystkich 

wykrytych zmian. W dalszej kolejności obserwowano insercje i delecje, 

obejmujące zarówno mutacje prowadzące do przesunięcia ramki odczytu, jak 

1 zmiany niepowodujące jej zaburzenia. Ponadto wykryto kilka różnych 

nowych. Liczba wykrytych mutacji na próbkę była 

zróżnicowana. Większość chorych miała od 1 do 3 wariantów, a mediana 

wyniosła 3 mutacje na pacjenta. U części osób obserwowano większą akumulację 

(2 przypadki) jednocześnie. 

Analiza interakcji somatycznych ujawniła charakterystyczne dla AML wzorce 

współwystępowania 1 wza3emnego wykluczania mutacji. Najczęściej 

obserwowano współwystępowanie mutacji genów 
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FLT3 i TP53 oraz 

FLT3 i JAK2. W badanej kohorcie u 4,6% chorych mutacjom FLT3 

mutacje w genach KRAS i NRAS, które, , 

 

4. 

ukierunkowanych molekularnie 

podstawie wykrytych zmian genetycznych)

FLT3, NPM1, IDH1, IDH2 PML::RARA, RUNX1::RUNX1T1, 

CBFB::MYH11 i KMT2A. 

FLT3 i IDH1 NPM1

TP53  

decyzje kliniczne. Inne zmiany, jak np. DNMT3A, TET2 czy ASXL1 

 

 

i rokowanie pacjentów. 

szerokie profilowanie zmian molekularnych, co pozwala na 

zmian krajobrazu genetycznego AML. Kompleksowe profilowanie molekularne AML 

skuteczniejszego, spersonalizowanego leczenia. 

 

 

 

 

również wyraźne wzajemne wykluczanie między mutacjami 

towarzyszyły 

jak wskazują opublikowane dane mogą 

mieć wpływ na gorszą odpowiedź na leczenie. 

Przeprowadzona analiza wykazała, że niemal połowa pacjentów z badanej 

kohorty (46%) posiadała zmiany genetyczne umożliwiające zastosowanie terapii 

(biorąc pod uwagę jedynie dobór terapii na 

. Najczęściej dotyczyły one genów 

oraz rearanżacji 

Należy tutaj podkreślić znaczenie mutacji genów 

, ze względu na dostępne inhibitory, , ze względu na 

możliwość monitorowania MRD, a także zmiany genu , które wiążą się 

z wybitnie złym rokowaniem pacjentów. Zmiany te wpływają na konkretne 

stanowią 

raczej dodatek do diagnozy lub mogą być związane z klonalną hematopoezą 

o nieokreślonym potencjale i nie zawsze wpływają na decyzje terapeutyczne 

Wyniki prowadzonych badań potwierdzają heterogenny charakter patogenezy AML. 

Pokazują również istotne znaczenie wykorzystania technologii NGS, umożliwiającej 

szczegółową charakterystykę 

stanowi kluczowy element nowoczesnej diagnostyki i może istotnie wpłynąć na dobór 
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9 Streszczenie 

ang. acute myeloid leukemia, 

nowotworu mieloidalnego o dynamicznym i agresywnym przebiegu. Choroba ta dotyczy 

jest heterogennym i agresywnym klonalnym zaburzeniem komórek progenitorowych 

 

genetyczne.  

 

w jednym badaniu. Sekwencjonowanie  generacji (ang. next-generation 

sequencing

zastosowanie NGS w diagnostyce  

indywidualnego profilu mutacyjnego pacjenta, co przyspiesza proces diagnostyczny 

 

 

Centrum Onkologii w Kielcach w latach 2020-2023. 

zestaw Oncomine  Myeloid Research Assay firmy Thermofisher Scientific, który 

687 izoform 

fuzyjnych  (ang. 

myelodysplastic syndrome, MDS) i nowotworów mieloproliferacyjnych (ang.  

myeloproliferative syndrome, MPN).  

Ostra białaczka szpikowa ( AML) jest przykładem 

wszystkich grup wiekowych,jednak mediana zachorowalności wynosi około 65 lat. AML 

układu krwiotwórczego. Cechuje się dużym zróżnicowaniem pod względem 

nieprawidłowości chromosomalnych, mutacji genowych oraz zmian w ekspresji licznych 

genów. W ostatniej dekadzie osiągnięto istotny postęp w zrozumieniu patogenezy AML. 

Co istotne, nawet do 86% przypadków AML wiąże się z obecnością co najmniej dwóch 

mutacji, a w trakcie rozwoju choroby oraz leczenia mogą pojawiać się kolejne zmiany 

Wysoka heterogenność genetyczna AML wymaga zastosowania metod 

diagnostycznych o dużej przepustowości, które umożliwiają wykrycie wielu mutacji 

następnej 

, NGS) stanowi innowację w dziedzinie analizy genomowej. Techniki NGS 

pozwalają na identyfikację szerokiego spektrum zmian genetycznych: mutacji 

pojedynczych nukleotydów, delecji i insercji, a także fuzji genowych. Powszechne 

i badaniach AML stało się możliwe dzięki 

wprowadzeniu komercyjnych paneli, które umożliwiają jednoczesną analizę wielu genów 

istotnych w rozwoju nowotworów szpiku. Dzięki temu możliwe jest określenie 

i pozwala na szybsze wdrożenie terapii spersonalizowanej. 

Celem niniejszej pracy była analiza profilu mutacyjnego u 109 pacjentów 

z rozpoznaniem ostrej białaczki szpikowej, hospitalizowanych w Świętokrzyskim 

Materiał do badań stanowiło DNA i RNA izolowane ze szpiku kostnego i/lub krwi 

obwodowej. Profil mutacyjny określono metodą NGS z wykorzystaniem technologii łon 

Torrent. Do amplifikacji materiału genetycznego i przygotowania bibliotek zastosowano 

TM 

umożliwia analizę 40 genów oraz panelu 29 genów kierujących fuzji (łącznie 

), charakterystycznych dla AML, zespołów mielodysplastycznych 
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w Kielcach. Zmiany molekularne zidentyfikowano u 95 chorych (87,16%). Wykryto 

mutacje w klasycznych markerach genetycznych AML, takich jak: FLT3 (ITD i TKD), 

CEBPA, NPM1, TP53, RUNX1, ASXL1, IDH1, IDH2 oraz fuzje genowe 

RUNX1::RUNX1T1, CBFB::MYH11 i PML::RARA. 

 FLT3 (25%) oraz NPM1 

Ponadto wykryto mutacje w genach, które nie 

e AML, m.in. JAK2, CALR, BCOR, 

MPL

 

wzajemnego 

AML oraz ich  Przeprowadzone analizy genetyczne  

podstaw    

genach np. FLT3, IDH1, IDH2.  

sekwencjonowania  w diagnostyce AML. 

 
 

Uzyskane wyniki potwierdziły wysoką heterogenność genetyczną w badanej 

kohorcie pacjentów z AML hospitalizowanych w Świętokrzyskim Centrum Onkologii 

obecność mutacji należały 

AML i mają istotne znaczenie kliniczne. 

Do genów najczęściej wykazujących 

( 1 7% ), które są charakterystyczne dla 

są rutynowo analizowane w podstawowej diagnostyc 

. Zmiany te występowały rzadziej i mają niejasne znaczeme rokownicze, co 

wskazuje na potrzebę dalszych badań. Dodatkowo analiza danych pozwoliła na 

wskazanie zjawisk współwystępowania i wykluczania się mutacji, co 

sugeruje istnienie specyficznych interakcji pomiędzy genami zaangażowanymi w rozwój 

odrębnych szlaków. mogą stanowić 

ę wdrażania terapii celowanych dla pacjentów posiadających mutacje 

w określonych 

Uwzględnienie większej liczby genów w badaniach diagnostycznych może 

przyczynić się do wdrożenia bardziej skutecznych schematów terapeutycznych. 

Otrzymane wyniki potwierdzają zasadność stosowania metod wysokoprzepustowego 

następnej generacji 
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10 Abstract 

 
Acute myeloid leukemia (AML) is an example of a myeloid malignancy 

characterized by a dynamic and aggressive clinical course. The disease affects all age 

groups, however the median age at diagnosis is approximately 65 years. AML is 

a heterogeneous and aggressive clonal disorder of hematopoietic progenitor cells. It is 

characterized by substantial diversity in chromosomal abnormalities, gene mutations, and 

alterations in the expression of numerous genes. Over the past decade, significant 

progress has been made in understanding the pathogenesis of AML. Importantly, up to 

86% of AML cases are associated with the presence of at least two mutations, and 

additional genetic alterations may emerge during disease progression and treatment. 

The high genetic heterogeneity of AML necessitates the use of high-throughput 

diagnostic methods that enable the detection of multiple mutations within a single assay. 

Next-generation sequencing (NGS) represents a major innovation in genomic analysis. 

NGS technologies allow for the identification of a wide spectrum of genetic alterations, 

including single-nucleotide variants, insertions and deletions, as well as gene fusions. The 

widespread application of NGS in AML diagnostics and research has been made possible 

by the introduction of commercial panels that enable the simultaneous analysis of 

multiple genes relevant to myeloid malignancies. This approach allows for the 

diagnostic process and facilitating earlier implementation of personalized therapy. 

The aim of this study was to analyze the mutational profile of 109 patients diagnosed 

with acute myeloid leukemia who were hospitalized at the Holy Cross Cancer Center in 

Kielce between 2020 and 2023.  

The study material consisted of DNA and RNA isolated from bone marrow and/or 

peripheral blood samples. Mutational profiling was performed using NGS based on Ion 

Torrent technology. Genetic material amplification and library preparation were carried 

out using the Oncomine  Myeloid Research Assay (Thermo Fisher Scientific), which 

enables the analysis of 40 genes as well as a panel of 29 fusion driver genes (a total of 

687 fusion isoforms) associated with AML, myelodysplastic syndromes (MDS), and 

myeloproliferative neoplasms (MPN). 

The obtained results confirmed the high genetic heterogeneity of the AML patient 

cohort treated at the Holy Cross Cancer Center in Kielce. Molecular alterations were 

identified in 95 patients (87.16%). Mutations were detected in classical AML genetic 

determination of an individual patient' s mutational profile, thereby accelerating the 

TM 
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markers, including FLT3 (ITD and TKD), CEBPA, NPM1, TP53, RUNX1, ASXL1, IDH1, 

and IDH2, as well as in gene fusions such as RUNX1::RUNX1T1, CBFB::MYH11, and 

PML::RARA. The genes most frequently harboring mutations were FLT3 (25%) and 

NPM1 (17%), which are characteristic of AML and have significant clinical relevance. 

Additionally, mutations were identified in genes that are not routinely analyzed in 

standard AML diagnostics, including JAK2, CALR, BCOR, and MPL. These alterations 

occurred less frequently and have unclear prognostic significance, indicating the need for 

further investigation. Furthermore, data analysis revealed patterns of co-occurrence and 

mutual exclusivity of mutations, suggesting the existence of specific interactions among 

genes involved in AML development and their participation in distinct molecular 

pathways. The conducted genetic analyses may provide a basis for the implementation of 

targeted therapies in patients harboring mutations in specific genes, such as FLT3, IDH1, 

and IDH2. 

Incorporating a broader range of genes into diagnostic testing may contribute to the 

development of more effective therapeutic strategies. The obtained results support the 

validity of using high-throughput parallel sequencing methods in the diagnosis of acute 

myeloid leukemia. 
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Załącznik Deklaracja świadomej zgody na wykonanie badania genetycznego 

DEKLARACJA ŚWIADOMEJ ZGODY NA WYKONANIE BADANIA GENETYCZNEGO 

DANE OSOBY BADANEJ 

DANE OPIEKUNA USTAWOWEGO (TYLKO GDY DOTYCZY) 
Imię i Nazwisko 

Data urodzenia 

PESEL 
Adres 

WYRAżAM ZGODĘ NA WYKONANIE BADANIA GENETYCZNEGO NA MATERIALE: 

- krew obwodowa/ szpik 

-wymaz 
- tkanka świeża 
- blok(i) parafinowy(e) HP/ CELL BLOCK/ BACC nr . .... .. . ... .. . . . . . . . .. . . . . . ... . 

w celu wykonania badań molekularnych, mających na celu identyfikację zmian w DNA/RNA w 
zwiątlcu z podejri;eniem/rozpoznani m klinicznym choroby: 

Zostałem/-am poinformowany/-a o istocie podejrzewanej choroby i znaczeniu 
wykonywanych badań molekularnych dla ustalenia rozpoznania/leczenia/ oceny predys- TAK 
pozycji, przebiegu choroby 
W przypadku wykonywania badania z krwi • czy w ciągu ostatnich trzech miesięcy była TAK wykonana u osoby badanej transfuzja krwi pełnej lub przeszczep SzPiku 
Wyrażam zgodę na przechowywanie materiału genetycznego DNNRNA w celu wykona- TAK nia ewentualnych dodatkowych badań diagnostycznych dla osoby badanej. 
Wyrażam zgodę na przechowywanie i anonimowe wykorzystanie materiału genetycznego 
DNA/RNA do badań naukowych, mających na celu rozszerzenie wiedzy na temat mole- TAK 
kulamego podłoża diagnozowanej choroby. 
Wyrażam zgodę na przetwarzanie moich danych osobowych przez Swiętokrzyskie Cen-
trum Onkologii w Kielcach zawartych w skierowaniu i zbieranych w celu wykonania 
badań genetycznych oraz oświadczam, że dopełniono wobec mnie obowiązku informa-
cyjnego zgodnie z Rozporządzeniem Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) 2016/679 z TAK 
dnia 27 kwietnia 2016 r. w sprawie ochrony osób fizycznych w związku z przetwarzaniem 
danych osobowych i w sprawie swobodnego przepływu takich danych oraz uchyleniem 
dvrektvwv 95/46/WE (oe:ólne rozoonadzenie o ochronie danvch). 

NIE 

NIE 

NIE 

NIE 

NIE 

Upoważniam .. ..... ...... .. ... .... ........ .... .. .... .. ..... ... .... ...... .... .... .. ..... .. .... .. ... .. .. .... ........ .. .... .. ..... . do odbioru (stopień po• 
krewieństwa oraz imię i nazwisko, PESEL) wyników w przypadku, gdybym sam/a n ie mógł/mogla ich odebrać . 

DATA I PODPIS OSOBY BADANEJ/ OPIEKUNA USTAWOWEGO .. ........ . ...... .. ...... . ... . ............... . .. . 

DATA PIECZĘĆ PODPIS LEKRZA .. . .... . . .. . .. . . . .. . .... . .... . ........ . . . . .. . .. . ... ... . . . . .. ..... .. ... .. ... . .... . .... . ... . 
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