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2 Wykaz skréotow i oznaczen
ALL - ostra biataczka limfoblastyczna (ang. acute lymphoblastic leukemia)

AML - ostra biataczka szpikowa (ang. acute myeloid leukemia)

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

allo-HSCT - allogeniczne przeszczepienie krwiotworczych komorek macierzystych (ang.
allogeneic stem cell transplantation)

AR - wskaznik alleliczny (ang. allelic ratio)

bp - pary zasad (ang. base pair)

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

CBF - czynnik wigzacy rdzen (ang. core-binding factor)

cDNA - komplementarna czasteczka DNA (ang. complementary DNA)

CE - elektroforeza kapilarna (ang. capillary electrophoresis)

CHIP - klonalna hematopoeza o nieokreslonym potencjale (ang. clonal hematopoiesis of
indeterminate potential)

CML - przewlekta biataczka szpikowa (ang. chronic myeloid leukemia)

DEL - delecja (ang. deletion)

DIC - =zespot rozsianej koagulacji wewngtrznaczyniowej (ang. disseminated
intravascular coagulation)

DNA - kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic acid)

EDTA - kwas wersenowy (ang. ethylenediaminetetraacetic acid)

ELN - European LeukemiaNet

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

FDA - Agencja ds. Zywnosci i Lekow (ang. Food and Drug Administration)

FISH - fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (ang. fluorescence in situ hybridization)
FLT3 - kinaza tyrozynowa typu 3 (ang. F'MS-like tyrosine kinase 3)

HMA - hipometylujace analogi nukleozydow (ang. hypomethylating agents)

ICC - klasyfikacja ICC (ang. International Consensus Classification)

IDH - dehydrogenaza izocytrynianowa (ang. isocitrate dehydrogenase)

IGV - przegladarka genomowa do wizualizacji danych sekwencjonowania (ang.
integrative genomics viewer)

INS - insercja (ang. insertion)

ISPs - sferyczne czasteczki no$nikowe (ang. ion sphere particle)

ITD - wewnetrzna duplikacja tandemowa (ang. internal tandem duplication)

LFS - Zespo6t Li-Fraumeni (ang. Li-Fraumeni syndrome)
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LOH - utrata heterozygotycznosci (ang. loss of heterozygosity)

MDS - zesp6t mielodysplastyczny (ang. myelodysplastic syndrome)

MPN - nowotwory mieloproliferacyjne (ang. myeloproliferative syndrome)

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

NFZ - Narodowy Fundusz Zdrowia

NGS - Sekwencjonowanie nastepnej generacji (ang. next-generation sequencing)

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

OS - catkowite przezycie (ang. overall survival)

PCR - fancuchowa reakcja polimerazy (ang. polymerase chain reaction)

QC - kontrola jakosci (ang. quality control)

gPCR - ilosciowa 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 - sekwencjonowanie przez synteze (ang. sequencing by synthesis)

SHB - sekwencjonowanie przez hybrydyzacje (ang. sequencing by hybridization)

SNP - substytucje pojedynczych nukleotydow (ang. single nucleotide polymorphisms)
UHS-NGS - ultraczute sekwencjonowanie NGS (ang. ultrahigh-sensitivity next-
generation sequencing, UHS-NGS)

VAF - czestosé alleliczna wariantu (ang. variant allelic frequency)

VCF - pliki zawierajace liste wykrytych wariantow genetycznych (ang. variant calling
format)

VUS - zmiana o nieokres§lonym znaczeniu klinicznym (ang. variant of uncertain
Significance)

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

WES - sekwencjonowania catego eksonu (ang. whole exome sequencing)

WGS - sekwencjonowanie calogenomowe (ang. whole genome sequencing)

WHO - Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organization)



3  Wstep

3.1 Ostra bialaczka szpikowa

Ostra biataczka szpikowa (ang. acute myeloid leukemia, AML) to nowotworowa
choroba ukladu krwiotwoérczego, charakteryzujaca sie niekontrolowang, klonalng
proliferacja nieprawidlowych komorek macierzystych i1 progenitorowych szpiku
w tkance krwiotworczej (ryc. 1.) (Saultz & Garzon, 2016; Xiang i in., 2022). Powstale
w wyniku transformacji nowotworowej niedojrzate komorki blastyczne wykazuja
zaburzone roznicowanie oraz gromadzg sie w szpiku kostnym, hamujgc prawidtowa
hematopoeze. Skutkiem tego czgsto rozwijaja si¢ matoptytkowos¢, niedokrwistosé oraz
neutropenia (Tebbi, 2021; B. Kumar i in., 2018). Ponadto w wyniku niechamowane;j
proliferacji komoérki biataczkowe przedostaja sie ze szpiku kostnego do krwi obwodowej,
po czym moga naciekaé rdézne narzady, takie jak wezly chionne, watroba, $ledziona,

pluca, przewdd pokarmowy, skéra lub blony sluzowe (El-Refaei & Al Qahtani, 2016).
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Rycina 1. Schemat patogenezy ostrej bialaczki szpikowej. Rycina na podstawie (Xiang
iin., 2022).

Postep w diagnostyce molekularnej znaczaco wptynat na sposdb rozpoznawania
i leczenia ostrej biataczki szpikowej, poszerzajac nasza wiedze na temat mechanizméw
jej patogenezy. Umozliwia to rozwdj terapii celowanych i efektywna stratyfikacje ryzyka,
co stanowi fundament spersonalizowanego podejscia terapeutycznego (Ddhner
1in., 2022; Patel i in., 2012).

Zastosowanie technologii sekwencjonowania nastepnej generacji (ang. next-

generation sequencing, NGS), znaczaco wplyneto na podejscie do diagnostyki AML.



Diagnostyka molekularna AML obejmuje identyfikacje aberracji genetycznych, takich
jak translokacje chromosomalne, mutacje oraz zmiany ekspresji gendw, ktore sa
kluczowe w rozwoju i progresji choroby. NGS umozliwia kompleksowa analize
pojedynczych genoéw oraz paneli genowych, co pozwala na precyzyjna diagnostyke,
doktadniejsza ocene rokowania oraz dobor terapii dostosowanej do indywidualnego
profilu molekularnego pacjenta (Haferlach, 2020; Kohlmann i in., 2014).

Wilaczenie diagnostyki molekularnej do praktyki klinicznej umozliwito
klasytikacje AML na odrebne podtypy molekularne i genetyczne, charakteryzujace si¢
specyficznymi implikacjami prognostycznymi i terapeutycznymi. Mutacje w genach,
takich jak np. FLT3, NPMI i1 CEBPA, koreluja z okreslonym przebiegiem klinicznym
oraz odpowiedzig na leczenie (Arber i in., 2022; D6hner i in., 2022). Sekwencjonowanie
RNA okazalo si¢ niezwykle przydatnym narzedziem w wykrywaniu gendéw fuzyjnych
w AML, umozliwiajac identyfikacj¢ zaréwno znanych, jak i nowych rearanzacji, co
wyraznie podnosi precyzje¢ diagnostyczng (Kerbs 1 in., 2022).

Zatwierdzenie przez Agencje ds. Zywnosci i Lekéw (ang. Food and Drug
Administration, FDA) i Europejska Agencje Lekoéw (ang. European Medicines Agency,
EMA) terapii celowanych, m.in. dla mutacji w genach IDHI, IDH2? i FLT3, znaczaco
wptyneto na leczenie AML, umozliwiajac dostosowanie strategii terapeutycznych do
indywidualnego profilu genetycznego pacjenta (Dash & Dinauer, 2021). Zastosowanie
inhibitoréw FLT3 (np. midostauryny) oraz inhibitorow [IDHI (np. ivosidenibu)
przyniosto obiecujace rezultaty u pacjentow z okreslonymi zmianami genetycznymi, co
podkresla istotnag role diagnostyki molekularnej w doborze odpowiedniego leczenia
(DiNardo i in., 2018; Papaemmanuil i in., 2016; Stone i in., 2017). Ponadto, techniki takie
jak NGS 1 reakcja tancuchowa polimerazy (ang. polymerase chain reaction, PCR), staty
si¢ niezbedne w wykrywaniu zmian genetycznych, oferujac wysoka czulo$é
i specyficzno$¢ w wykrywaniu mierzalnej choroby resztkowej (ang. measurable residual
disease, MRD), ktéra stanowi kluczowy czynnik prognostyczny oraz podstawe do
podejmowania decyzji terapeutycznych (Duncavage i in., 2022; Heuser i in., 2021).

Diagnostyka molekularna odgrywa centralng role we wspodlczesnym leczeniu
AML, jak przedstawiono w najnowszej klasyfikacji, integrujacej dane morfologiczne,

kliniczne i genomowe (Arber i in., 2022; D6hner i in., 2022).



3.2 Epidemiologia ostrej bialaczki szpikowej

Ostra biataczka szpikowa to najczesciej wystepujacy nowotwor ztosliwy krwi
u dorostych, stanowi ok. 80% wszystkich zachorowan na ostre biataczki. W przypadku
dzieci AML wystepuje stosunkowo rzadko i stanowi ok. 15% zachorowan (Szmajda i in.,
2017).
W Polsce AML stanowi okolo 2,4% wszystkich zachorowan na nowotwory zlosliwe,
a rocznie rejestruje sie¢ okoto 800 nowych przypadkow choroby. Szacuje sie jednak, ze
rzeczywista liczba zachorowan moze by¢ wyzsza, poniewaz u pacjentéw w podesziym
wieku oraz z licznymi chorobami wspolistniejacymi diagnoza AML nie zawsze jest
okreslona lub bywa przypisywana innym jednostkom chorobowym. Moze to prowadzié
do niedoszacowania danych epidemiologicznych (Seferynska & Warzocha, 2014).

Zachorowalno$¢ na AML wyraznie wzrasta wraz z wiekiem. Szczegolnie wysokie
ryzyko wystepuje u osob powyzej 60. roku zycia. Mediana wieku chorych na AML
wynosi 67 lat (SEER Cancer Statistics Review 1975-2007. Dostepne na:
www.seer.cancer.gov. Data dostepu 28.01.2015 r.) (Wierzbowska, 2020).

Sredni roczny wspélezynnik zapadalnosci w populacji ogélnej wynosi okoto
4 przypadki na 100 tysiecy mieszkancdéw, natomiast w populacji oséb powyzej 70. roku
zycia siega 15-20 przypadkéw na 100 tysiecy. W 2014 roku odnotowano w Polsce
1,6 tysigca nowych przypadkéw AML, co odpowiada wspotezynnikowi zapadalnosci na
poziomie 4,1/100 tys. mieszkancow. Liczbe chorych oszacowano woéwczas na okoto
4,2 tysiagca, a chorobowos¢ wynosita 10,9/100 tys. Zachorowalno$¢ na AML jest wyzsza
u mezezyzn niz u kobiet 1 dotyczy to wszystkich grup wiekowych. Szacuje sie, ze
wspotczynnik zapadalnosci u mezczyzn wynosi 4,56/100 tys./rok, a u Kkobiet
3,0/100 tys./rok (Budziszewska i in., 2017; De Angelis i in., 2015; Stabellini 1 in., 2022)

W ostatnich latach obserwowana jest znaczna poprawa w leczeniu AML, jednak
nadal etiologia choroby nie zostala w petni zdefiniowana. AML postepuje szybko i bez
wdrozonego leczenia w krotkim czasie prowadzi do zgondéw pacjentow. Naturalny
przebieg nieleczonej choroby jest bardzo agresywny i prowadzi do zgonu w ciggu
2-3 miesiecy. Zastosowanie odpowiedniego leczenia umozliwia jednak uzyskanie
dluzszego przezycia, $rednio od 3 do 5 lat. Dane z systemu Narodowego Funduszu
Zdrowia (NFZ) z lat 2009-2014 wskazuja, ze mediana catkowitego przezycia (ang.
overall survival, OS) w tej grupie wynosita 6 miesiecy. Trzyletnie OS osiagnelo

26,5% pacjentdw, natomiast pigcioletnie OS 23,4% (Budziszewska i in., 2017). Pomimo



ze wskazniki przezycia ulegly znacznej poprawie w mtodszych grupach wiekowych, to
jednak rokowanie u starszych pacjentow jest w dalszym ciggu zle (Deschler & Liibbert,

2006).

3.3 Objawy choroby

Pacjenci czesto zglaszaja sie do lekarza z zespotem objawdw, takich jak goraczka,
bol kosci 1 stawow, oslabienie oraz oznaki zakazenia (np. pluc czy jamy ustnej).
Najwazniejsze objawy kliniczne ostrej biataczki szpikowej sg zwigzane z naciekaniem
szpiku, krwi oraz innych narzadéw przez komoérki biataczkowe. To prowadzi do zespotu
objawow wynikajacych z niedokrwistosci (ostabienie, zawroty glowy), matoptytkowosci
(wybroczyny na skoérze i btonach sluzowych jamy ustnej, krwotoki, krwawienia z nosa
i dzigsel), neutropenii (zakazenia grzybicze i bakteryjne w tkankach i narzadach),
leukostazy (zaburzenia czynnosci osrodkowego uktadu nerwowego, zaburzenia pracy
serca) oraz objawow zwigzanych z uposledzeniem odpornosci (np. bolesne afty
i owrzodzenia jamy ustnej, zwiekszona podatnos¢ na zakazenia). Objawy AML moga by¢
takze mniej specyficzne, takie jak zmniejszenie masy ciala, bole kostne czy nadmierne
pocenie si¢ (Deschler & Liibbert, 2006; Wierzbowska, 2020; Vakiti i in., 2025).

W przebiegu AML moga wystepowac stany bezposredniego zagrozenia zycia, takie
jak leukostaza, zespdt lizy guza oraz cigzkie zaburzenia krzepnigcia, w tym zespot
rozsiane] koagulacji wewnatrznaczyniowej (ang. disseminated intravascular
coagulation, DIC). DIC moze objawia¢ si¢ krwawieniami z blon $luzowych jamy ustne;j,
obecnoscig purpury i wybroczyn na skorze konczyn, a takze krwawieniem z miejsc wktué
dozylnych. Powiklania te wymagaja natychmiastowego wdrozenia leczenia, czesto
jeszcze przed zakonczeniem pelnej diagnostyki genetycznej oraz $wiadcza o ciezkim

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

3.4 Czynniki zwi¢kszajgce ryzyko zachorowania

Pomimo znacznego postepu w leczeniu ostrej bialaczki szpikowej mechanizmy
rozwoju choroby nadal nie sg w pelni poznane. Wystepowanie AML wigzane jest
z szeregiem czynnikow genetycznych i1 srodowiskowych, takich jak narazenie na
promieniowanie, gtdéwnie jonizujace, zawodowe narazenie na benzen, przyjmowanie
lekéw alkilujacych oraz inhibitoréw topoizomerazy, zespoly dziedziczne, mutacje
w okreslonych genach, palenie tytoniu, wiek i wiele innych nieznanych czynnikow,

jednak zaden bezposredni zwigzek z rozwojem choroby nie zostal dotychczas
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udowodniony (Yi1iin., 2020; Wierzbowska, 2020; Guo i in., 2022). Istnieje rowniez kilka
wrodzonych schorzen, ktore moga zwigksza¢ ryzyko rozwoju AML. Najczestszym z nich
jest najprawdopodobniej zespdt Downa, ktory wigze sie z 10-18-krotnym wzrostem
ryzyka rozwoju AML (Khan 1 in., 2011; El-Refaei & Al Qahtani, 2016; Verma 1 in.,
2023).

Innym schorzeniem mogacym przyczynia¢ si¢ do rozwoju AML jest zespot
Li-Fraumeni (ang. Li-Fraumeni syndrome, LFS). To autosomalna dominujgca choroba
zwigzana z wysokim ryzykiem wystgpienia szerokiej gamy nowotwordw u pacjentow
i ich rodzin. LFS wigze si¢ z mutacjami germinalnymi w genie 7P53. Mutacje w TP53
zwiekszaja ryzyko rozwoju nowotworéw poprzez zmniejszenie zdolnosci organizmu do
usuwania komoérek nowotworowych (Choe i in., 2023; Chamarthi & Kasi, 2025).
Choroba ta zostata opisana po raz pierwszy w 1969 roku przez dwoéch lekarzy, Fredericka
Li i Josepha Fraumeni, ktorzy zauwazyli wystepowanie wielu przypadkow raka piersi
i nowotworow dziecigcych w jednej rodzinie (F. P. Li i in., 1988; F. P. Li & Fraumeni,
1969). Obecnie wiadomo, ze LFS jest spowodowany mutacjami germinalnymi w genie
TP53, ktore dziedzicza sie w sposob autosomalny dominujacy (Swaminathan i in., 2019).
Pacjenci, u ktorych stwierdzono zesp6t LFS sg narazeni na zwigkszone ryzyko rozwoju
wielu pierwotnych nowotwordéw, w tym raka piersi, mi¢saka tkanek miekkich, guzéw
moézgu, kostniakomiesaka i raka kory nadnerczy (Kratz i in., 2021; Chamarthi & Kasi,
2025). Inne nowotwory zwigzane z LFS obejmuja nowotwory jajnika, przewodu
pokarmowego, trzustki, uktadu moczowo-ptciowego, skory, nerek, tarczycy, prostaty
i pluc (Kerrigan i in., 2021; Benusiglio i in., 2021). Najczescie] wystepujacym
hematologicznym nowotworem zwigzanym z LFS jest hipodiploidalna ostra biataczka
limfoblastyczna (ang. acute lymphoblastic leukemia, ALL), ale rowniez ostra bialaczka
szpikowa, przewlekla bialaczka szpikowa (ang. chronic myeloid leukemia, CML)
i zespoly mielodysplastyczne (ang. myelodysplastic syndrome, MDS). Czestos¢
wystepowania biataczek w LFS wynosi ok. 4% (Bougeard i in., 2015; Swaminathan i in.,
2019; Bundrant i in., 2024).

Wplyw na rozwd) AML wykazuja choroby uktadu krwiotworczego, takie jak
mieloproliferacje, zespoly mielodysplastyczne czy nocna napadowa hemoglobinuria.
Jednak wigkszo$¢ przypadkow AML rozwija si¢ de novo, bez mozliwej do uchwycenia
ekspozycji na czynnik leukemogenny (Deschler & Liibbert, 2006; Jabbour i in., 2014;
Grosicki, 2014; Dunbar i in., 2020; Capelli i in., 2022; McKinnell i in., 2022).
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3.5 Klasyfikacja molekularna ostrej bialaczki szpikowej

W 2022 roku opublikowano trzy niezalezne propozycje uaktualnienia klasyfikacji
ostrych biataczek szpikowych. Klasyfikacja ICC (ang. International Consensus
Classification) nowotworéw mieloidalnych i ostrych biataczek, wytyczne ELN (ang.
European LeukemiaNet) oraz V edycja klasyfikacji Swiatowej Organizacji Zdrowia (ang.
World Health Organization, WHO) nowotworow uktadu krwiotwdrczego i chtonnego.

Hierarchiczna klasyfikacja ICC, odnoszaca si¢ do nowotwordéw mieloidalnych
i ostrych bialaczek (ang. International Consensus Classification of Myeloid Neoplasms
and Acute Leukemias), zostala opracowana w oparciu o ocen¢ odsetka komorek
blastycznych oraz wystepowanie charakterystycznych zmian molekularnych
1 cytogenetycznych (ryc. 2.). W liczeniu odsetka blastow uwzglednia sie mieloblasty,
monoblasty oraz megakarioblasty. W przypadkach AML z ro6znicowaniem
monocytarnym lub mielomonocytarnym, do puli blastow zalicza si¢ takze promonocyty
i monoblasty. Promielocyty sa natomiast brane pod uwage wylacznie przy obecnosci
rearanzacji genu RARA, takich jak PML::RARA lub innych wariantéw fuzyjnych.

W nowej klasyfikacji ICC obnizono wymagany prog blastoéw do 10% w sytuacji,
gdy w probce stwierdza sie okreslone zmiany molekularne. Wprowadzono réwniez
pojecie posredniego rozpoznania MDS/AML obejmujacego przypadki na pograniczu
zespotow mielodysplastycznych i ostrej biataczki szpikowej (Arber i in., 2022; D6hner
i in., 2022). Szczegétowe podtypy AML wedlug tej klasyfikacji przedstawiono
w tabeli 1.
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Rycina 2. Hierarchia rozpoznania AML na podstawie wytyeznych International Consensus Classification (Arber i in., 2022; Déhner i in., 2022).



Tabela 1. Klasyfikacja ostrej bialaczki szpikowej wg ICC 2022 (Arber i in., 2022).

Klasyfikacja ICC B(l(:;s;y
(1)
* APL zt(15;17)(q24.1;921.2)/PML::RARA lub innymi ~10
rearanzacjami RARA -
* AML zt(8;21)(q22;q22.1)/RUNXI1::RUNXITI >10
* AML z inv(16)(p13.1g22) lub ~10
t(16;16)(p13.1;q22)/CBFB::MYH11 -
* AML z t(9;11)(p21.3;q23.3)/MLLT3::KMT2A lub ~10
innymi rearanzacjami KMT2A -
AML * AML z (6;9)(p22.3;q34.1)/DEK::NUP214 >10
z powtarzalnymi — , AML 7 inv(3)(q21.3q26.2) or
zaburzeniami  (3.3y(q21.3;q26.2)/GATA2, MECOM(EVII) lub innymi >10
genetycznymi - yearanzacjami MECOM
* AML z innymi rzadkimi, nawracajacymi translokacjami  >10
* AML z mutacja NPM1 >10
* AML z mutacjami w obrebie ramki odczytu regionu ~10
bZIP genu CEBPA -
* AML z1(9;22)(q34.1;q11.2)/BCR::ABLI >20
Mutacja 7P53  * MDS/AML z mutacja TP53 10-19
VAF > 10% « AML z mutacja TP53 >20
MDS/AML z mutacjami gendw zwiazanych z 10-19
Mutacje genow mielodysplazja
zwigzanych z ~ AML z mutacjami gendw zwiazanych z mielodysplazja >20
mielodysplazja*  *45x7.1, BCOR, EZH2, RUNX1, SF3B1, SRSF2, STAG?2,
U2AF1, ZRSR2
MDS/AML z zaburzeniami cytogenetycznymi zwigzanymi 10-19
) z mielodysplazja
Zaburzenia L L .
4+ AML z zaburzeniami cytogenetycznymi zwigzanymi z
cytogenetyczne . . >20
Swiazane 7 mielodysplazja
mielo?l splazi #ZYozony kariotyp, del(5q)/t(5q)/add(5q); —7/del(7q); +8;
YSPRZR  qel(12p)t(12p)/(add)(12p); i(17q), —17/add(17p) or
del(17p); del(20q); and/or idic(X)(q13)
Brak typowych  MDS/AML NOS 10-19
zaburzen
cytogenetyczno-
molekularnych AML NOS 220
Migsak szpikowy
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Ostra biataczka z nieokreslonej linii:
- Ostra biataczka niezréznicowana
- MPAL z t(9;22)(q34.1;q11.2)/BCR::ABL1
- MPAL z t(v;11q23.3)/z rearanzacja KMT2A
- MPAL, B/szpikowa inaczej nieokreslona
- MPAL, T/szpikowa inaczej nieokreslona

Proliferacje mieloidalne zwigzane z zespotem Downa:
Przemijajaca nieprawidlowa mielopoeza zwigzana z zespotem Downa
Bialaczka mieloidalna zwigzana z zespotem Downa

Nowotwor z blastycznych plazmocytoidalnych komorek dendrytycznych

Zaktualizowana w 2022 roku klasyfikacja European LeukemiaNet (ELN) jest
zgodna z systemem ICC, jednak koncentruje si¢ przede wszystkim na stratyfikacji
pacjentow z AML wedlug ryzyka molekularnego, co ma na celu usprawnienie doboru
strategii terapeutycznych (Lachowiez i in., 2022; Mrézek i in., 2023; Rausch i in., 2023).
W Kklasyfikacji tej wyroznia si¢ trzy grupy ryzyka: korzystng, posrednig i niekorzystna,
okreslane na podstawie profilu genetycznego, ze szczegélnym uwzglednieniem
obecnosci mutacji FLT3-ITD (tab. 2.) Dodatkowo jedna z wazniejszych zmian
w aktualnych wytycznych jest rezygnacja z wykorzystania wskaznika allelicznego (ang.

allelic ratio, AR) FLT3-ITD w stratyfikacji ryzyka (D6hner i in., 2022).
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Tabela 2. Klasyfikacja ryzyka u chorych z nowo rozpoznang AML wedlug wg wytycznych
ELN 2022 (Déhner i in., 2022).

Kategoria . .
ryzyka Aberracje cytogenetyczne i molekularne
t(8;21)(q22;q922.1)/RUNXI::RUNXITI?
Korzystne inv(16)(p13.1922)/t(16;16)(p13.1;q22)/ CBFB::MYH11
NPMI™" bez mutacji FLT3-ITD®
bZIP CEBPA°
NPM[™'z FLT3-1ITD"
NPMI™ z FLT3-ITD (bez niekorzystnych zmian genetycznych)
Posrednie

£(9;11)(p21.3;q23.3)/MLLT3::KMT24°

Nieprawidlowosci cytogenetyczne i/lub molekularne
niesklasyfikowane jako korzystne lub niekorzystne

t(6;9)(p23.3;q34.1)/DEK::NUP214
t(v;11g23.3)/rearanzacja KMT2A°
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(EVII)
Niekorzystne |t(3q26.2;v)/rearanzacja MECOM(EVII)

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

ztozony kariotyp', kariotyp monosomalny®

mutacja ASXL1, BCOR, EZH2, RUNXI, SF3B1, SRSF2, STAG2,
U2AF1, ZRSR2"

mutacja TP53'

?wspotistnienie mutacji genu KI7 i/lub FLT3 nie zmienia klasyfikacji ryzyka

® AML z mutacja NPM1 i nieprawidlowo$ciami cytogenetycznymi zlego ryzyka powinna
by¢ klasyfikowana jako ryzyko niekorzystne

“niezaleznie czy mutacja jest mono- czy bialleliczna

4 obecno$é t(9;11) jest nadrzedna nad wspolistniejacymi mutacjami genéw o zlym
rokowaniu

¢z wyjatkiem czesciowej duplikacji tandemowej KMT2A (PTD)
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fkariotyp zlozony oznacza > 3 niezalezne anomalie chromosomalne przy braku innych
powtarzalnych nieprawidlowosci genetycznych definiujacych przynaleznos¢ do
podgrupy, z wyjatkiem kariotypu hiperdiploidalnego z trzema lub wigcej trisomiami lub
polisomiami bez wspolistniejacych nieprawidlowosci strukturalnych

& kariotyp monosomalny oznacza obecno$¢ co najmniej 2 monosomii (z wylaczeniem
utraty chromosomu X lub Y) lub pojedyncza monosomia autosomalna, w potaczeniu
z co najmniej jedng strukturalng nieprawidtowoscia chromosomowa (z wylaczeniem
core-binding factor- AML)

Bobecnie tych markeréw nie nalezy stosowa¢ jako negatywnego wskaznika
prognostycznego, jesli rozpoznano AML korzystnego ryzyka

'VAF > 10%, niezaleznie od statusu allelicznego (mono- lub bialleliczna), mutacje TP53

sg znaczaco zwigzane z AML o zlozonym i monosomalnym kariotypie

W piatej edycji klasyfikacji WHO z 2022 roku AML zostata podzielona na dwie
zasadnicze kategorie: AML z charakterystycznymi zmianami genetycznymi oraz AML
okres§lana na podstawie cech rdznicowania (tab. 3.). W wiekszosci przypadkow
zdefiniowanych genetycznie rozpoznanie moze by¢ postawione niezaleznie od progu
20% blastow, z wyjatkiem AML z fuzjg BCR::ABLI oraz AML z mutacja CEBPA, gdzie
konieczne jest przekroczenie tej wartosci (>20%) (Khoury i in., 2022).

W przypadku AML z mutacja CEBPA, klasytikacja obejmuje zarowno mutacje
bialleliczne, jak i monoalleliczne w obrebie domeny regionu zamka leucynowego bZIP
(ang. basic leucine zipper). Zmieniono réwniez nomenklature, termin ostra biataczka
szpikowa zwigzana z mielodysplazja AML-MR (ang. acute myeloid leukemia
myelodysplasia-related) zastapil wczesniejsze okreslenie ,,AML z cechami zwigzanymi
z mielodysplazja”. Rozpoznanie AML-MR wymaga obecnosci co najmniej 20% blastow
oraz potwierdzenia zmian cytogenetycznych i/lub molekularnych typowych dla
nowotworow mielodysplastycznych. Co istotne, cechy morfologiczne utracity swoja
samodzielng warto$¢ diagnostyczng przy rozpoznaniu AML-MR. Przypadki, w ktorych
dochodzi do transformacji z MDS lub MDS/MPN, réwniez klasyfikowane sg jako AML-
MR. Do grupy AML opartej na roznicowaniu zalicza si¢ natomiast przypadki
niewykazujace specyficznych zaburzen genetycznych. Przewiduje sig, ze liczebnos¢ tej
kategorii bedzie si¢ stopniowo zmniejsza¢ wraz z identyfikacja nowych,
charakterystycznych zmian molekularnych, umozliwiajacych bardziej precyzyjne

przyporzadkowanie diagnostyczne (Khoury i in., 2022; Huber i in., 2023).
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Tabela 3. Klasyfikacja AML wg WHO 2022 (Khoury i in., 2022).

Ostra bialaczka szpikowa (AML) z okreslonymi aberracjami genetycznymi

Ostra bialaczka promielocytowa z fuzjg PML::RARA
Ostra bialaczka szpikowa z fuzja RUNXI1::RUNXITI
Ostra bialaczka szpikowa z fuzja CBFB::MYH11
Ostra bialaczka szpikowa z fuzjg DEK::NUP214
Ostra bialaczka szpikowa z fuzja RBM15::MRTFA
Ostra bialaczka szpikowa z fuzja BCR::ABL1

Ostra bialaczka szpikowa z rearanzacja KMT2A
Ostra bialaczka szpikowa z rearanzacjg MECOM
Ostra bialaczka szpikowa z rearanzacjg NUP98
Ostra bialaczka szpikowa z mutacja NPM1

Ostra biataczka szpikowa z mutacjg CEBPA

Ostra bialaczka szpikowa zwigzana z mielodysplazjg (AML-MR)

Ostra bialaczka szpikowa z innymi okreslonymi aberracjami genetycznymi

Ostra bialaczka szpikowa definiowana na podstawie réznicowania

Ostra biataczka szpikowa o minimalnym réznicowaniu
Ostra bialaczka szpikowa bez dojrzewania

Ostra bialaczka szpikowa z dojrzewaniem

Ostra biataczka bazofilowa

Ostra biataczka mielomonocytowa

Ostra biataczka monocytowa

Ostra biataczka erytroidalna

Ostra biataczka megakarioblastyczna

3.6 Metody diagnostyczne

Do diagnostyki AML podstawowym materialem biologicznym jest szpik kostny

oraz krew obwodowa. Oba typy materiatu wykorzystywane sa rowniez w analizie

choroby resztkowej. Zalecanym antykoagulantem do pobierania probek jest kwas

wersenowy EDTA (ang. ethylenediaminetetraacetic acid), poniewaz heparyna moze
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hamowa¢ reakcje PCR, co moze prowadzi¢ do zaburzenia wynikéw badan
molekularnych (Yokota i in., 1999).

Standardowa diagnostyka AML obejmuje immunofenotypowanie
z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej, badanie morfologiczne, zastosowanie
technik cytogenetycznych oraz metod molekularnych (Mrézek i in., 2009; Shumilov i in.,
2018). W przypadku choréb molekularnie heterogennnych, takich jak AML, konieczne
wydaje si¢ réwniez stosowanie metod detekcji obejmujacych cate geny, ktére
umozliwiajg wiarygodne wykrywanie specyficznych dla pacjenta wariantéw (Levine
& Valk, 2019).

Wytyczne ELN z 2022 roku zawierajg zaktualizowang stratyfikacje prognostyczna,
opartg na nieprawidlowosciach cytogenetycznych i molekularnych wykrytych podczas
diagnozy AML (tab. 4.). Molekularna diagnostyka AML przebiega dwutorowo,
obejmujac jednoczesng realizacje tzw. krotkiej $ciezki (elektroforeza kapilarna (ang.
capillary electrophoresis, CE), reakcja Real-Time PCR ilosciowa (ang. quantitative real-
time PCR, qPCR, RT-qPCR, RQ-PCR), fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (ang.
fluorescence in situ hybridization, FISH)) oraz rozszerzonego profilowania genomowego
metoda NGS, zgodnie ze schematem przedstawionym na rycinie (ryc. 3.). W praktyce
klinicznej decyzje terapeutyczne u pacjentéw z AML podejmuje si¢ czgsto przed
uzyskaniem wyniku badania NGS, dlatego tez istotnie jest prowadzenie dodatkowe;j
krotkiej Sciezki. Krotka $ciezka dotyczy analiz kluczowych markeréw diagnostycznych,
ktoérych wyniki powinny by¢ dostepne w krotkim czasie, zazwyczaj w ciggu 3-5 dni od
pobrania materialu biologicznego. Rownolegle prowadzone jest profilowanie NGS,
trwajace zwykle 2-4 tygodnie, umozliwiajace kompleksowa oceng zmian molekularnych
w szerokim panelu gendéw zwigzanych z patogeneza choréb mieloproliferacyjnych
(Chaudhary iin., 2024; Dohner i in., 2022). Na rycinie 4. zostaly przedstawione przyktady

wynikow badan molekularnych na obecno$¢ mutacji genéw w ramach kroétkiej Sciezki.
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Tabela 4. Badania wykonywane w przy rozpoznaniu AML wg wytycznych ELN, 2022.

Badania genetyczne

Sugerowany czas wynikow

Cytogenetyka

5-7 dni (krotka Sciezka)

Badania molekularne na obecnos$¢é mutacji genow

FLT3 (ITD i TKD), IDH1, IDH2, NPM]1

3-5 dni (krotka Sciezka)

CEBPA, DDX41, TP53, ASXL1, BCOR, EZH2, RUNXI,
SF3B1, SRSF2, STAG2, U2AF1, ZRSR?2

w pierwszym cyklu leczenia
(profilowanie NGS)

Badania molekularne na obecnosé¢ genéw fuzyjnych

PML::RARA, CBFB::MYHI11, RUNXI::RUNXITI,
rearanzacje KMT2A, BCR::ABL1

3-5 dni (krotka $ciezka)

Dodatkowe geny zalecane do testowania w trakcie diagnozy

ANKRD26, BCORLI, BRAF, CBL, CSF3R, DNMT3A, ETV6, GATA2, JAK2, KIT, KRAS,
NRAS, NF1, PHF6, PPM1D, PTPN11,RAD21, SETBPI1, TET2, WTI (profilowanie NGS)

Diagnostyka AML

Szpik kostny/

I

krew obwodowa \

Krétka sciezka
3-5 dni
Leczenie

Ocena MRD

II

Profilowanie NGS
2-4 tygodnie

e

Rycina 3. Schemat dwutorowego postepowania w diagnostyce molekularnej AML.
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Rycina 4. Przyklady wynikow badan molekularnych na obecnos¢ mutacji genow
w ramach krotkiej Sciezki. Analiza fragmentow A - FLT3-ITD, B - FLT3 TKD.
Wizualizacja za pomocg Integrative Genomics Viewer (IGV) C - NPM1 ¢.860 863dup
p-(Trp288CysfsTerl2), D - IDHI ¢.395G>A p.(Argl32His), E - IDH2 c.419G>A
p-(Argl40Gin).

21



3.7 Profil mutacji

Osoby chore na AML charakteryzuja si¢ wystgpowaniem szerokiego profilu zmian
genetycznych. Rozne mutacje genéw identyfikowane sa u 55% chorych. Na podstawie
wystepowania tych zmian chorych mozna zakwalifikowaé do odrgbnych grup, ktére
charakteryzujg si¢ zroznicowanym rokowaniem oraz zmienng odpowiedzig na terapie¢
(Déhner i in., 2017).

AML charakteryzuje si¢ wysokim stopniem niejednorodnosci pod wzgledem
nieprawidlowosci chromosomowych, mutacji genéw oraz zmian w ekspresji wielu gendw
i mikroRNA. Nieprawidlowosci cytogenetyczne mozna wykry¢ u okoto 50% do 60%
nowo zdiagnozowanych pacjentow z AML. Wiekszo$¢ przypadkow AML wigze si¢
z nielosowymi translokacjami chromosoméw, ktdre czesto skutkuja rearanzacjg genow
(C. C. Kumar, 2011). Analiza cytogenetyczna duzych strukturalnych nieprawidtlowosci
chromosomalnych dostarczyla pierwszego genetycznego schematu prognostycznego
w AML dzielac pacjentow na podstawie ich kariotypu na tych z korzystna, posrednia lub
niekorzystng cytogenetyka i korelujac z piecioletnim ogdlnym przezyciem odpowiednio
~60%, od 30% do 40% 1 od 5% do 10% (DiNardo & Cortes, 2016; C. C. Kumar, 2011).
Okoto 40% do 50% pacjentow z AML charakteryzuje sie prawidlowym kariotypem
(nieobecnoscig translokacji genetycznych) i reprezentuja oni najwigkszy podzbior.
Wszystkie przypadki cytogenetycznie prawidtowych AML sa obecnie sklasyfikowane
w grupie posredniego ryzyka, jednak ta grupa jest dos¢ niejednorodna i nie wszyscy
pacjenci z tej podgrupy wykazuja taka sama reakcje na leczenie (Mrozek, 2022). W ciagu
ostatniej dekady technologia sekwencjonowania DNA ujawnila nawracajace mutacje
genow, niewykrywalne standardowa analiza cytogenetyczna, ktore dodatkowo
przyczyniaja si¢ do patogenezy AML. Wiele z tych mutacji wykazuje znaczenie
prognostyczne, zardwno niezaleznie, jak i w konteks$cie wspotwystepujacych mutacji.
Szczegolng uwage nalezy zwrdci¢ na zmiany gendw uznawanych za cze$¢ klonalnej
hematopoezy o nieokreslonym potencjale (ang. clonal hematopoiesis of indeterminate
potential, CHIP), np. DNMT3A4, TET2, ASXLI. Zmiany te moga wystepowaé u osdb
starszych bez cech choroby nowotworowej i nie zawsze maja bezposrednie znaczenie
prognostyczne i terapeutyczne. W zwigzku z tym ich obecno$¢ powinna by¢
interpretowana w konteks$cie klinicznym oraz innych wspdlistniejacych zmian
genetycznych. Jednoczesnie trwaja prace nad terapiami celowanymi, ukierunkowanymi

na konkretne zmiany molekularne i klasy genetyczne (DiNardo & Cortes, 2016; Hou
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& Tien, 2020). Nawet 86% przypadkéw AML wigze si¢ z obecnoscig co najmniej dwoch
zmian, co wigcej nowe zmiany moga pojawiac si¢ zarbwno w trakcie rozwoju choroby

jak 1 w czasie terapii (Dohner i in., 2017; Roussel i in., 2020).

3.8 Przeglad terapii celowanych ukierunkowanych na okreslone mutacje genowe

Kluczowym elementem wspolczesnego podejscia do leczenia AML jest
personalizacja terapii, oparta na szczegoétowej charakterystyce molekularnej choroby
u poszczegolnych pacjentow. Precyzyjna identyfikacja specyficznych mutacji
genetycznych za pomocag NGS umozliwia dostosowanie strategii terapeutycznych do
indywidualnych potrzeb pacjentéw, co znaczaco zwieksza skuteczno$¢ leczenia.
Personalizacja terapii na podstawie profilu mutacji moze prowadzi¢ do lepszych
wynikow leczenia, w tym wydluzenia okreséw remisji oraz ogdlnego wydtuzenia zycia
pacjentow. Identyfikacja zmian genetycznych staje si¢ kluczowym elementem w rozwoju
nowych terapii ukierunkowanych. W ostatnich latach dynamicznie poszerza si¢ zakres
dostepnych opcji terapeutycznych, ktéore moga byé wykorzystywane w praktyce
klinicznej (Do6hner i in., 2022).

Najwigksze znaczenie kliniczne w AML maja obecnie inhibitory FLT3 oraz
inhibitory IDHI1/IDH?2, ktore sa najlepiej przebadane i szeroko stosowane w praktyce
klinicznej. Dodatkowo trwaja réwniez intensywne badania nad innymi lekami
ukierunkowanymi na okreslone zmiany molekularne. Obiecujace wyniki wykazuja
inhibitory biatka BCL-2, takie jak wenetoklaks (VEN), ktore w polaczeniu
z hipometylujacymi analogami nukleozydow (ang. hypomethylating agents, HMA)
stanowig wazng opcj¢ terapeutyczna, zwlaszcza u pacjentow starszych oraz
niekwalifikujacych sie do intensywnej chemioterapii. Terapia VEN+HMA
charakteryzuje si¢ wysokim odsetkiem odpowiedzi, jednak czesto obserwuje sie
krotkotrwatos$¢ remisji, zwlaszcza u pacjentdéw z mutacja genu 7P53. (Brown i in., 2024;
DiNardo, Jonas, i in.,, 2020). Wystepowanie mutacji 7P53 wiaze si¢ z bardzo
niekorzystnym rokowaniem, niskim odsetkiem odpowiedzi na leczenie oraz krotkim
czasem przezycia. Pomimo intensywnych badan klinicznych, skuteczne strategie
terapeutyczne w tej grupie pacjentdw pozostaja ograniczone. Jednak trwaja badania nad
czasteczkami ukierunkowanymi na zmutowane biatko p53, takimi jak APR-246
(eprenetapopt), ktore moga stanowi¢ nowa opcje terapeutyczng dla pacjentow

z mnajwyzszym ryzykiem nawrotu choroby po allogenicznym przeszczepieniu
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krwiotworczych komoérek macierzystych (ang. allogeneic stem cell transplantation, allo-
HSCT), w szczeg6lnosci u 0sob 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)
wykrywa si¢ u okoto 30% pacjentow z AML. Najczesciej obserwowang zmiang jest
wewnetrzna duplikacja tandemowa (ang. internal tandem duplication, ITD), ktora wigze
si¢ z niekorzystnym rokowaniem i zaliczana jest do czynnikoéw wysokiego ryzyka
(Dohner i in., 2022; Fedorov i in., 2023; Negotei i in., 2023). U chorych na AML
obecnos$¢ mutacji FLT3-ITD wigze si¢ z wyzszym ryzykiem nawrotu choroby oraz
krotszym czasem przezycia wolnego od bialaczki w poréwnaniu z pacjentami bez
mutacji. Zmiana ta zwykle utrzymuje si¢ w momencie nawrotu u wigkszosci pacjentow,
u ktdérych byta obecna w chwili rozpoznania. Ponadto klony z mutacjg FL73-ITD moga
pojawi¢ sie dopiero w nawrocie, nawet jesli nie byly wykrywalne w momencie diagnozy,
co wynika z ewolucji klonalnej. Wystepowanie mutacji FLT3-ITD w nawrocie AML po
allo-HSCT wigze si¢ z niekorzystnym rokowaniem, zwlaszcza przy wysokim wskazniku
allelicznym, zwiekszajac ryzyko ponownego nawrotu i zgonu (Brunet i in., 2012;
N. Daveriin., 2019).

Do inhibitorow FLT3 zalicza si¢ kinazy tyrozynowe pierwszej generacji,
o wielokierunkowym dziataniu m.in. midostauryne, sorafenib oraz selektywne inhibitory
nowej generacji, do ktoérych naleza m.in. gilteritinib, quizartinib oraz crenolanib (Antar
11in., 2020; Negotei i in., 2023).

Midostauryna jest inhibitorem kinazy tyrozynowej pierwszej generacji, ktory
wykazuje wysoka skuteczno$¢, wobec mutacji ITD oraz mutacji w domenie kinazy
tyrozynowej FLT3-TKD (ang. Tyrosine Kinase Domain, TKD) genu FLT3. Lek ten zostat
uznany za skuteczng opcje terapeutyczng w leczeniu pacjentow z nawrotowa lub oporng
na leczenie postaciag AML. Skuteczno$¢ midostauryny w skojarzeniu ze standardowa
chemioterapig oceniano w randomizowanym badaniu fazy III RATIFY u pacjentow
ponizej 60. roku zycia z AML z mutacjag FLT3 (ITD lub TKD). Wyniki wykazaly, ze
zastosowanie midostauryny w skojarzeniu z chemioterapia 3 + 7 oraz konsolidacja
wysokodawkowang cytarabing istotnie poprawia wyniki leczenia, co doprowadzito do
uznania tej terapii za nowy standard postepowania w leczeniu pierwszej linii u pacjentow

z AML FLT3 dodatnia.

24



Gilterytynib jest obecnie jedynym inhibitorem kinaz tyrozynowych
dopuszczonym w Europie do leczenia nawrotowej lub opornej na leczenie AML. Nalezy
do inhibitoréw drugiej generacji, charakteryzujacych si¢ wysoka selektywnoscia,
dzialajac poprzez hamowanie aktywnosci kinazy tyrozynowej. Wyniki badania
rejestracyjnego ADMIRAL wykazaly, ze terapia gilterytynibem prowadzi do wydtuzenia
catkowitego czasu przezycia oraz zwiekszenia odsetka uzyskiwanych catkowitych

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

= Inhibitory IDHI i IDH2

Mutacje w genie dehydrogenazy izocytrynianowej (ang. isocitrate
dehydrogenase, IDH) stwierdza si¢ u okoto 20% chorych na AML. Zmiany w genach
IDH]I oraz IDH2 prowadza do zaburzen metabolizmu komdrkowego oraz regulacji
epigenetycznej. W wyniku tych mutacji dochodzi do akumulacji 2-hydroksyglutaranu
(2-HG), ktory powoduje hipermetylacje DNA, nieprawidlowa ekspresje genow oraz
nasilong proliferacj¢ komorek przy jednoczesnym zahamowaniu ich réznicowania.
Mutacje IDHI 1 IDH2 dotycza konserwatywnych reszt argininy, odpowiednio R132
w genie IDHI oraz R140 i R172 w genie IDH?2 (Figueroa i in., 2010; Issa & DiNardo,
2021; Megias-Vericat i in., 2019; Messina i in., 2022).

Inhibitory dehydrogenazy izocytrynianowej stanowig kolejng grupe zwiazkow
stosowanych w leczeniu podtrzymujacym po allo-HSCT. Inhibitory /DH, takie jak
ivosidenib i enasidenib, sa stosowane odpowiednio u pacjentéw z mutacja IDHI i IDH?.

Ivosidenib jest silnym inhibitorem produkcji 2-hydroksyglutaranu przez
zmutowany enzym [/DHI 1 wykazuje aktywno$¢ kliniczng gltéwnie poprzez indukcje
réznicowania i dojrzewania komorek nowotworowych. Ivosidenib wykazal obiecujace
rezultaty, obejmujace zaréwno odsetek i czas trwania calkowitej remisji, jak 1 czestos¢
remisji calkowitej, remisji calkowitej z czgsciowym odzyskiem hematologicznym,
a takze catkowitg odpowiedz na leczenie oraz caltkowite przezycie. W Polsce Ivosidenib
w skojarzeniu z lekami hipometylujacymi jest terapig pierwszej linii u pacjentoéw z AML
z mutacjg genu /DH1 niekwalifikujacych si¢ do intensywnej chemioterapii (Dang i in.,
2009; DiNardo 1 in., 2018; Figueroa 1 in., 2010; Popovici-Muller i in., 2018; Rohle i in.,
2013).

Inhibitor /DH2 Enasidenib dziala poprzez hamowanie produkcji onkometabolitu
2-hydroksyglutaranu, co prowadzi do przywrocenia prawidlowego procesu réznicowania

komorek mieloidalnych i ograniczenia proliferacji komoérek biataczkowych. Enasidenib
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zostal zatwierdzony w Stanach Zjednoczonych do leczenia dorostych pacjentow
z nawrotowg lub oporng na leczenie AML (ang. relapsed/refractory acute myeloid
leukemia, R/R AML) z obecnoscig mutacji /DH?2 (Jiménez-Vicente i in., 2025; Stein i in.,
2017; Yeniin., 2017)

3.9 Sekwencjonowanie

Wprowadzenie technik sekwencjonowania DNA bylo przelomem, ktory
zrewolucjonizowal wiele obszarow nauk przyrodniczych, takich jak biologia
molekularna, biotechnologia czy medycyna. Dzieki postepowi w tej dziedzinie mozliwe
stato sie nie tylko analizowanie calych genomoéw, ale réwniez badanie réznorodnosci
biologicznej oraz identyfikacja zmian genetycznych lezacych u podtoza wielu choréb.
Szczegolnie istotne znaczenie zyskaly metody sekwencjonowania nowej generacji, ktore
umozliwity réwnolegle sekwencjonowanie milionéw czasteczek DNA, znacznie
zwickszajac szybkos¢ i efektywnos¢ analiz. Obecnie NGS jest powszechnie stosowany
w diagnostyce klinicznej, gdzie odgrywa kluczowa role w identyfikacji mutacji

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

3.9.1 Sekwencjonowanie nowej generacji

W przeciwienstwie do klasycznej metody Sangera, technologie NGS bazuja na
alternatywnych reakcjach chemicznych, ktére umozliwiajg znacznie wigksza skale
sekwencjonowania oraz wyzsza przepustowos¢ (Qin, 2019; Rizzo & Buck, 2012).

Ogolna zasadg procesu NGS przedstawiono na rycinie ponizej (ryc. 5.).
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Rycina 5. Etapy procesu sekwencjonowania nowej generacji z wykorzystaniem platform
wymagajgcych klonalnej amplifikacji matryc (lllumina, Life Technologies). Material
DNA jest najpierw przetwarzany do postaci biblioteki sekwencyjnej poprzez
fragmentacje, naprawe koncow oraz przylgczenie adapterow specyficznych dla danej
platformy. Nastepnie uzyskane fragmenty biblioteki poddawane sq klonalnej amplifikacyi,
realizowanej metodg emulsyjnego PCR w emulsji wodaolej (Life Technologies) (1) lub
technikq amplifikacji mostkowej na statej powierzchni (lllumina) (2). Technologia Life
Technologies - lon Torrent wykorzystuje PCR emulsyjny oraz sekwencjonowanie przez
synteze. Proces sekwencjonowania w komorze przeplywowej generuje sygnaly
luminescencyjne lub fluorescencyjne, ktore sq nastepnie przetwarzane algorytmicznie na

odczyty sekwencji. Rycina na podstawie (Voelkerding i in., 2010).
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Gléwne podejscia w ramach NGS mozna podzieli¢ na dwie kategorie:
sekwencjonowanie przez synteze (ang. sequencing by synthesis, SBS) oraz
sekwencjonowanie przez hybrydyzacje (ang. sequencing by hybridization, SHB). SBS
wykorzystuje zasady podobne do metody Sangera, jednak skupia sie¢ na odczycie
znacznie krotszych fragmentow DNA, co wigze si¢ z wyzszym ryzykiem bledow,
kompensowanym poprzez glebokie pokrycie sekwencji, generowane sg miliony, a nawet
miliardy krotkich odczytow, ktore umozliwiaja zbudowanie konsensusowej sekwencji
(Slatko 1 in., 2018). SHB polega na wykorzystaniu krétkich sond oligonukleotydowych
o znanej sekwencji, ktére wigza sie¢ komplementarnie z badanym DNA. Wzorzec
hybrydyzacji pozwala nastepnie na odtworzenie sekwencji analizowanego fragmentu

(Drmanac 1 in., 2002).
3.9.2 Przygotowanie bibliotek NGS

Pierwszy etap stanowi przygotowanie bibliotek NGS. Obejmuje on
przygotowanie krotkich fragmentow DNA lub cDNA (otrzymanych z RNA), do ktérych
dotaczane sa adaptery, czyli krotkie sekwencje DNA specyficzne dla danej technologii.
Dodatkowo kazda probka otrzymuje unikatowe sekwencje identyfikacyjne, tzw. barcody
(ang. barcodes). Barcody pozwalajg na jednoznaczne oznaczenie poszczegdlnych probek
w trakcie jednego przebiegu sekwencjonowania oraz na prawidlowe przypisanie
uzyskanych odczytow do odpowiedniego materiatu na etapie analizy bioinformatyczne;j.
Zastosowanie barcodow umozliwia analize wielu probek w jednym przebiegu (Boone
iin., 2018; Haynes i in., 2019).

Proces rozpoczyna si¢ od izolacji DNA lub RNA z materiatu biologicznego.
W przypadku RNA konieczna jest jego konwersja do ¢cDNA przy uzyciu odwrotnej
transkryptazy (Chen i in., 2018; Head 1 in., 2014). Nastepnie przystepuje sie do
dostosowania fragmentow DNA/cDNA do wymagan konkretnej platformy
sekwencjonujacej. Obejmuje to ich fragmentacje, zwykle do rozmiaru 300-500 par zasad,
przy uzyciu metod enzymatycznych lub mechanicznych, a takze przylaczenie adapterow
umozliwiajacych hybrydyzacj¢ z powierzchnig komory przepltywowej (Head i in., 2014).
Ostatnim krokiem przed rozpoczeciem sekwencjonowania jest amplifikacja bibliotek.
Wykonuje sie¢ ja za pomoca reakcji PCR z ograniczong liczba cykli (zazwyczaj 7-9), tak
aby zapewni¢ odpowiednig ilo$¢ materialu, bez znacznego zwickszenia liczby

duplikatow.
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W kolejnym kroku biblioteki sg mieszane w odpowiednich proporcjach, tworzac
tzw. pule (ang. pool). Do jednej puli taczy sie probki przygotowane tg samg metoda, ale
oznaczone réoznymi barcodami (Hess i in., 2020). Im precyzyjniej dobrane sa stezenia
poszczegolnych bibliotek, tym bardziej rOwnomierna bedzie liczba uzyskanych odczytow

przypadajacych na kazda z probek.
3.9.3 Sekwencjonowanie i analiza danych

Proces sekwencjonowania rézni si¢ w zaleznosci od zastosowanej technologii,
jednak jego ogodlna zasada jest podobna. Wykonywane sg cykle inkorporacji zasad
azotowych oraz ich detekcji. W zaleznosci od technologii wykorzystywany jest np.
sygnal fluorescencyjny (Illumina) lub zmiana pH (Ion Torrent). Sekwencjonowanie
polega na identyfikacji kolejnych zasad (A, C, G, T) obecnych we fragmentach DNA.
W zaleznosci od platformy, czas trwania sekwencjonowania moze wynosié¢ od kilku (Ton
Torrent) do kilkudziesieciu godzin (Illumina). Ostatnig fazg calego procesu jest analiza
bioinformatyczna danych, czyli tzw. analiza in silico w trakcie potoku analizy danych
(ang. analytical pipeline) (ryc. 6). Otrzymane dane surowe sg porzadkowane
1 przetwarzane z wykorzystaniem wyspecjalizowanych algorytméw. Celem jest
poréwnanie sekwencji probki z genomem referencyjnym, identyfikacja réznic (np.
mutacji, delecji, insercji), a nastepnie ich biologiczna i kliniczna interpretacja (Bhat i in.,
2022; Cabello-Aguilar i in., 2023; Larson i in., 2023).

Pierwszym etapem analizy, jeszcze na poziomie pamigci sekwenatora jest proces
demultipleksowania, ktory polega na przypisaniu odczytow (ang. reads) do
poszczegolnych probek. Nastepnie generowane sg dane z surowymi odczytami tzw. pliki
FASTQ. Jest to standardowy format plikow tekstowych, w ktorym zapisywane sg surowe
dane sekwencjonowania uzyskane bezposrednio z platformy NGS. Zawieraja one
odczyty tj. sekwencje nukleotydéw oraz informacje o jakosci kazdego z odczytanych
nukleotydéw. Pliki FASTQ stanowia najwazniejsze pliki wyjsciowe z pierwszego etapu
analizy NGS 1 sa punktem wyjscia dla dalszego przetwarzania bioinformatycznego.
Nalezy przeprowadzi¢ ocen¢ kontroli jakosci (ang. quality control, QC) uzyskanych
plikow. W celu podniesienia jakosci uzyskanych wynikow mozliwe jest odrzucenie
sekwencji o zlej jakosci, a takze odciecie zidentyfikowanych adapterow w procesie
trymowania (ang. trimming). Po tym procesie mozna na nowo wykona¢ proces kontroli
i wygenerowa¢ pliki FASTQC (Larson i in., 2023; Ward i in., 2020; Wilkins
iin., 2021).
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Kolejny etap potoku analizy danych stanowi uliniowienie (ang. alignment), ktore
stanowi proces dopasowywania odczytow sekwencji uzyskanych w wyniku
sekwencjonowania do genomu referencyjnego. W wyniku uliniowienia generowany jest
plik BAM, ktory przechowuje informacje o dopasowaniu odczytdow do genomu
referencyjnego oraz BAI, ktory stanowi tzw. indeks mapowania. Dzigki dostepowi do
plikow BAM i1 BAI mozliwa jest wizualizacja danych dla konkretnych regionow
z zastosowaniem narzedzi do wizualizacji np. przegladarka genomowa do wizualizacji
danych sekwencjonowania (ang. integrative genomics viewer, IGV) (Reinert 1 in., 2015;
Satam i in., 2023).

Uliniowienie umozliwia wykrycie réznic pomiedzy sekwencjg badang a genomem
referencyjnym, co stanowi podstawe do dalszego etapu analizy, jakim jest wywolywanie
wariantow (ang. variant calling). W trakcie tego procesu generowane sa pliki VCF (ang.
variant calling format). Pliki VCF stuza do przechowywania informacji o wariantach
genetycznych wykrytych podczas analizy. Zawierajg one szczegoétowe dane o lokalizacji
zmiany, rodzaju zmiany oraz czestosci wystepowania allelu wariantu (ang. variant allelic
frequency, VAF) (Koboldt, 2020; Koroglu & Bilguvar, 2025).

Ostatnim etapem analizy jest adnotacja, ktérej celem jest nadanie wykrytym
wariantom biologicznego 1 klinicznego znaczenia na podstawie danych zawartych
w pliku VCF. Proces ten obejmuje weryfikacje zmian w dostepnych bazach danych
i narzedziach bioinformatycznych, ocene czestosci wystepowania wariantoéw w populacji
oraz okreslenie ich potencjalnej patogennosci (Cingolani, 2022; Pilalis i in., 2025; Tuteja

iin., 2022).
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Rycina 6. Schemat glownych etapow potoku bioinformatycznego analizy danych NGS.

3.9.4 Znaczenie NGS w diagnostyce AML

Sekwencjonowanie  nastgpnej generacji  jest metoda  nowoczesng
1 wysokoprzepustowa, ktora umozliwia jednoczesng analiz¢ wielu genow. W kontekscie
AML, NGS pozwala na szybkie i precyzyjne wykrycie mutacji w duzej liczbie probek.
Jest to niezbedne dla doktadnej diagnostyki molekularnej oraz identyfikacji rzadkich
mutacji i rearanzacji genowych, ktére moga miec istotne znaczenie prognostyczne
1 terapeutyczne. Zwigkszenie efektywnosci diagnostycznej poprzez kompleksowe
profilowanie genetyczne prowadzi do lepszego zrozumienia heterogennosci genetyczne;j
choroby. Jednak NGS nie jest pozbawiony ograniczen, do ktérych nalezg wydtuzony czas
uzyskania wyniku, relatywnie wysokie koszty oraz ograniczony zakres analiz wynikajacy
ze stosowanych paneli diagnostycznych (Ddhner i in., 2022; Guijarro i in., 2023; Salman,

2024).
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Strategie oparte na metodzie NGS nie sg obecnie wystandaryzowane jako
samodzielna technika oceny MRD. Jednak stosowanie ultraczulego sekwencjonowania
NGS (ang. ultrahigh-sensitivity next-generation sequencing, UHS-NGS) moze by¢
istotne w ocenie MRD, przy czym oczekiwana czulo§¢ UHS-NGS powinna wynosi¢

ponizej 0,1%, a optymalnie <0,01% (Cloos i in., 2026).
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4 Cel pracy

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej jest okreslenie profilu mutacji

z wykorzystaniem technologii sekwencjonowania nowej generacji u pacjentow ze

zdiagnozowana ostra biataczka szpikowa hospitalizowanych w Swietokrzyskim Centrum

Onkologii w latach 2020-2023.

Cele szczegbdtowe:

1.

Identyfikacja zmian genetycznych i gendéw fuzyjnych w panelu wybranych
genow u pacjentdéw z ostrg biataczka szpikowa z zastosowaniem technologii
sekwencjonowania nowe] generacji oraz okreslenie czgstosci mutacji
w poszczegblnych genach w analizowanej populacji.

Charakterystyka ~ molekularna ~ wykrytych ~ wariantow  genetycznych
zuwzglednieniem ich klasyfikacji funkcjonalnej (missense, nonsense, frameshift,
in-frame, splice site, fusion) oraz ocena czestosci wystepowania poszczegdlnych
typow zmian w badanej grupie pacjentow.

Ocena wspotwystepowania mutacji w badanych genach. Identyfikacja
najczesciej wspotistniejacych zmian genetycznych.

Ocena skutecznosci stratyfikacji pacjentow do terapii ukierunkowanych

molekularnie z wykorzystaniem NGS.
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5 Materialy i metody
5.1 Materialy

5.1.1 Material badawczy

Materiat biologiczny do analizy pochodzit od pacjentéw z rozpoznaniem ostrej
biataczki szpikowej, hospitalizowanych w Swictokrzyskim Centrum Onkologii w latach
2020-2023. Do badan wykorzystano probki szpiku kostnego (2 ml) i/lub krwi obwodowej
(10 ml). Analizie poddano materiat od 109 pacjentéw w wieku od 19 do 84 lat (tab. 5.).

Wszyscy pacjenci wyrazili zgode na wykorzystanie materialu do celow
naukowych, wypelniajac odpowiednie pola w formularzu $wiadomej zgody na
przeprowadzenie badan genetycznych (Zalacznik 1. Deklaracja $wiadomej zgody na

wykonanie badania genetycznego).
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Tabela 5. Charakterystyka grupy badanej.

Wiek pacjentéow
w momencie rozpoznania AML Kariotyp
Okres . . Liczebnosé [lata]
.. 1. ..| Rozpoznanie Ple¢

hospitalizacji grupy ) ) ) brak brak

zakres Srednia | mediana praw;dlowy nleprayldlowy metafaz danych
%] %] 1% [%]

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

2020-2023 AML Mezczyzni 66 26-84 60,3 65 17 [15,6] 34 [31,2] 8 [7.3] 7[6,4]
Ogoétem 109 19-84 59,5 65 31 [28.,4] 56 [51,4] 10 [9,2] 12 [11,0]
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5.2 Metody

Material genetyczny pacjentéw poddano analizie z zastosowaniem metod biologii

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

Pacjent z rozpoznaniem ostrej biataczki szpikowe
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5.2.1 Izolacja materialu genetycznego

Material badany stanowit szpik kostny (2 ml) i/lub krew obwodowa (10 ml). Jako
antykoagulant zastosowano wersenian dwusodowy (EDTA). Z materiatu biologicznego

wyizolowano material genetyczny DNA oraz RNA.

5.2.1.1 Izolacja DNA

Materiat genetyczny jakim jest DNA (kwas deoksyrybonukleinowy) wyizolowano
z wykorzystaniem izolacji automatycznej za pomocg urzadzenia Maxwell® RSC
(Promega). Do procesu izolacji zostat zastosowany zestaw Maxwell® RSC Whole Blood
DNA Kit, umozliwiajacy izolacj¢ genomowego DNA z krwi obwodowej/szpiku kostnego
z prébek $wiezych lub mrozonych. Postepowano zgodnie z instrukcja producenta. Uzyto
300 pl krwi obwodowej i/lub 100 ul szpiku kostnego. Elucje przeprowadzono w 100 pl
buforu elucyjnego. Otrzymane DNA przechowywano w temperaturze 4 °C do dalszych

analiz.

5.2.1.2 Oczyszczanie DNA

Izolaty DNA zostaly poddane oczyszczaniu z wykorzystaniem zestawu Anti-
Inhibitor Kit firmy A&A Biotechnology zgodnie z instrukcja producenta. Oczyszczanie
wykonano w celu poprawienia jakosci DNA poprzez usunigcie inhibitorow reakcji
enzymatycznych. Otrzymane DNA przechowywano w temperaturze 4 °C do dalszych

analiz.

5.2.1.3 Izolacja RNA

Material genetyczny jakim jest RNA (kwasy rybonukleinowy) zostal wyizolowany
manualnie z zastosowaniem zmodyfikowanej metody Chomczynskiego/Sacchi. Do
izolacji uzyto $wiezo pobranego materiatu (krew obwodowa i/lub szpik kostny). Proces
izolacji zostat podzielony na dwa etapy.

Etap pierwszy, przeprowadzany bezposrednio po pobraniu materiatu (tego samego
dnia), polegal na wyodrgbnieniu komdrek jednojadrzastych z zastosowaniem buforu do
lizy erytrocytow (tab. 6.) z 10 ml krwi obwodowe;j i/lub 2 ml szpiku kostnego. Nastepnie
uzyskany pellet komoérkowy zawieszano w 1 ml odczynnika TRIzol™ (Thermo Fisher

Scientific) w probdéwce typu Eppendorf poprzez wielokrotne przettoczenie zawiesiny
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przez strzykawke z igla o $rednicy 0,7 mm. Material przechowywano w temperaturze

-80 °C do czasu rozpoczecia drugiego etapu izolacji.

Tabela 6. Skiad burofu do lizy erytrocytow.

Sktadnik Mos¢
0.15 molowy NH4CI 4g
0.01 molowy KHCO3 0.5g
0.13 molowy EDTA 0.175g
woda wolna od nukleaz 500ml

Etap drugi, izolacji wlasciwej, rozpoczeto od powolnego rozmrozenia lizatu
zawieszonego w TRIzolu, intensywnego wymieszania oraz inkubacji (37 °C, 330 RPM,
10 min.) oraz schtodzenia na lodzie przez 10 min. Nastepnie dodawano 200 pl
schtodzonego chloroformu, intensywnie mieszano i inkubowano (temp. pokojowa, 1000
RPM, 15 min.), po czym wirowano (4 °C, 12000 obr./min., 10 min.). Faze¢ wodna
zawierajagca RNA przenoszono do nowych probowek i ponownie ekstrahowano
chloroformem w celu usunigcia zanieczyszczen biatkowych i DNA. Do uzyskanej fazy
wodnej dodawano 500 pl schiodzonego izopropanolu, w celu wytracenia RNA,
inkubowano 10 min. w temperaturze pokojowej i wirowano (4 °C, 12000 obr./min.,
10 min.). Po usunieciu supernatantu pellet RNA przemywano 1 ml 75% etanolu,
wirowano (4 °C, 7500 obr./min., 5 min.) i osuszano przez 10 min. Nastepnie RNA
rozpuszczano w 20 pl jalowej wody wolnej od nukleaz poprzez inkubacje (56 °C,
330 RPM, 10 min.). Nastgpnie oceniono st¢zenie i czysto$¢ wyizolowanego materiatu za
pomocg urzadzenia Nano Drop One firmy Thermo Fisher Scientific. Izolaty

przechowywano w temperaturze -80 °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 zgodnie z instrukcja

producenta.

Dodatkowy etap, po procesie odwrotnej transkrypcji, stanowitlo wykonanie

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

celem potwierdzenia poprawnosci wykonania izolacji RNA oraz prawidlowego

przepisania informacji genetycznej zawartej w RNA na cDNA. Przeprowadzono reakcje

dla genu referencyjnego BCR wykorzystujac odpowiednie sekwencje starterow

zamieszczonych w tabeli ponizej (tab. 7.).

Tabela 7. Sekwencje starterow dla reakcji kontrolnej.

. Dhugos¢
Nazwa Sekwenc.Ja Nazwa Sekwencja startera produktu
genu | referencyjna startera 7]
BCR-R ATGTCCGTGGCCACACCGGACAC
BCR |NM 004327.4 870
BCR-12 | AGAACATCCGGGAGCAGCAGAAGAA

Skfad mieszaniny reakcyjnej przygotowano wg objetosci podanych w tabeli 8. Reakcje

przeprowadzono z wykorzystaniem termocyklera Veriti firmy Thermo Fisher Scientific

z zachowaniem odpowiedniego profilu temperaturowego (tab 9.).

Tabela 8. Sklad mieszaniny reakcyjnej PCR kontrolnego dla genu BCR.

Sktadniki Objetos¢ (ul)/1 probke
mix Syber Green 5
BCR-R 1
BCR-12 1
H>O 1
cDNA 2
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Tabela 9. Profil temperaturowy tancuchowej reakcji polimerazy.

Temperatura [°C] Czas Liczba cykli
95 3 min. 1
95 45 s.
65,5 45 s. 35
72 30s.
72 1 min. 1

5.2.3 Elektroforeza agarozowa

Produkty reakcji PCR wizualizowano metoda elektroforezy w 2% zelu
agarozowym przez 40 min przy napig¢ciu 120 V, a nastgpnie analizowano z uzyciem
transiluminatora. Oczekiwano uzyskania prazka produktu PCR o dtugosci okoto 870 pz
we wszystkich badanych probkach, przy jednoczesnym braku amplifikacji w kontroli bez
matrycy (ang. no template control, NTC). W przypadku braku produktu amplifikacji
procedure izolacji RNA i reakcje PCR powtarzano. Przykladowy obraz elektroforezy

przedstawiono na ryc. 8.

M1 2 34 5 6 7 8 9 101112 13 14 1516 NIC

Rycina 8. Rozdzial elektroforetyczny produktow PCR dla genu BCR. M - wzorzec masy
molekularnej 100-1000 pz, 1-16 proby badane (produkt o wielkosci 870 pz), NTC - non-
template control.

5.2.4 Pomiar st¢zenia DNA i cDNA

Stezenie otrzymanych DNA 1 c¢cDNA zmierzono za pomocag fluorymetru
Qubit 4 firmy Thermo Fisher Scientific z zastosowaniem zestawu Qubit™ 1X dsDNA
Broad Range (BR) Assay Kits firmy Thermo Fisher Scientific wedlug instrukcji

producenta.
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5.2.5 Zestaw Oncomine Myeloid

Wykonano sekwencjonowanie NGS z wykorzystaniem panelu Oncomine™

Myeloid Research Assay firmy Thermo Fisher Scientific obejmujacego geny

charakterystyczne dla nowotwordw proliferacyjnych, w tym ostrej biataczki szpikowe;.

Pozwala on na detekcje zmian w 40 genach (tab. 10.) i 29 genach kierujacych fuzji

(tab. 11.). Materialem badanym wykorzystywanym do wykrywania zmian w genach bylo

DNA, natomiast do identyfikacji genéw fuzyjnych zastosowano cDNA otrzymane na

matrycy RNA.

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

Assay.
Geny badane w regionach Geny badane Geny fuzyjne (fuzje zawierajace
hotspot w calos$ci* jednego z ponizszych partneréw)
ABL1 KRAS ATRX ABL1 MYB
ANKRD26 MET BCOR ALK MYBLI
ASXL1 MPL CEBPA BCL2 MYHI1
BCOR MYDSS8 ETV6 BRAF NTRK3
BRAF NPM1 EZH2 CCND1 NUP98
CBL NRAS IKZF1 CREBBP NUP214
CSF3R PPM1D IKZF1 EGFR PDGFRA
DDX41 PTPNI11 NF1 ETV6 PDGFRB
DNMT3A SETBPI PHF6 FGFR1 RARA
FLT3 SF3B1 RBI FGFR2 RBM15
GATA2 SMCIA RUNX1 FUS RUNX1
HRAS SMC3 SH2B3 HMGA2 TCF3
IDH1 SRSF2 STAG2 JAK2 TFE3
KMT2A (MLL,
IDH2 TP53 TET2 w tym MLL-
PTD)
JAK2 U2AF1 MECOM
KIT ZRSR2

*obejmuja sekwencje kodujace (CDS, ang. coding sequence) wraz z przyleglymi miejscami

splicingowymi
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Tabela 11. Geny fuzyjne oceniane z wykorzystaniem panelu Oncomine™ Myeloid

Research Assay.
Gen fuzyjny Liczba
(kierujacy) Gen partnerowy wariantow

ABII, ABI2, ACACA, ACER1, ACTN4, ADARB2,
AFF1, AFF3, AFF4, APBB1IP, ARHGAP26,ARHGEF12,
ARHGEF17, ATG16L2, BTBD18, c110rf88, CASCS5,
CASP8AP2, CBL, CDK6, CEP170B, CREBBP, CT45A2,
DAB2IP, DCP1A, DCPS, ELL, ENAH, EP300, EPS15,
FLNA, FNBP1, FOXO03, FOXO4, FRYL, GAS7, GMPS,
KMT2A GPHN, KIAA1524, LASP1, LPP, MAML2, MAPREI, 199
MEF2C, MLLT1, MLLT10, MLLT11, MLLT3, MLLTA4,
MLLT6, MYH11, MYO18A, MYOIF, NCKIPSD, NEBL,
NKAIN2, NRIP3, NUP98, PDS5A, PICALM,
RABGAPIL, RNF115, RPS3, SARNP, SEPT11, SEPT2,
SEPTS, SEPT6, SEPT9, SH3GL1, SMAP1, SORBS2,
TECR, TET1, TIRAP, TOP3A, USP2, UVRAG,
ZFYVEI19

AGAP3, AGK, AGTRAP, AKAP9, AP3B1, ARMCI10,
ATG7, BCL2L11, BTF3L4, C70rf73, CCDC91, CCNY,
CDC27, CEP89, CLCN6, CUL1, CUX1, DYNCI12,
EPS15, FAM114A2, FAM131B, FCHSD1, GATM, GHR,

GNAI1, GTF2I, HERPUDI, KCTD7, KDM7A,
BRAF KIAA1549, KLHL7, LSM12, LSM14A, MACF1, 95
MADIL1, MKRN1, MYRIP, MZT1, NUB1, NUDCD3,
PAPSS1, PLIN3, RAD18, RBMS3, RNF130, RP2,
SLC12A7, SLC45A3, SND1, SOX6, STRN3, TANK,
TAX1BP1, TMEM178B, TMPRSS2, TRIM24, TRIM4,
UBN2, ZC3HAV1, ZKSCANS, ZSCAN30

ABL1, ABL2, ACSL6, ANLN, ARNT, ATP2B1, CDX2,
CHIC2, DUSP16, FGFR3, FLT3, FRK, GOT1, INOSOD,
ETV6 ITPR2, JAK2, LRP6, LYN, MECOM, MN1, NCOA?2, 52
NTRK2, NTRK3, PDGFRA, PDGRFB, PER1, PRDM16,

PTPRR, RUNXI, SYK

BCR, CABINI1, EMLI, FOXP1, INPP5D, PRDM12,

ABLI1 RALGPS1, RANBP2, RCSD1, SFPQ, SNX2, SPECCIL, 49
ZMIZ1
ADAMTS17, BCOR, FIP1L1, IRF2BP2, NABP1, NPMI,
RARA NUMALI, PML, PRKARIA, STAT5B, TBL1XRI, 45
ZBTB16

RUNXI AFF3, CBFA2T2, CBFA2T3, CEP76, CLCA2, EVXI, 39
KIAA1549L, LPXN, MACRODI1, MECOM, MRPS6,
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PDGFRB

JAK2

FGFR1

PDGFRA

MYHI1

TCF3

MLLTIO

NUP214

CREBBP

HMGA2

RBM15

TFE3

ALK

BCL2

CCND1

FGFR2

FUS

MECOM

MET

NOLAL, PRDM16, PRDX4, RPL22, RUNXITI, SH3DI19,
TRPS1, USP1, USP42, YTHDF2, ZFPM2, ZNF687

ATF7IP, BIN2, CAPRIN1, CCDC6, CCDCS88C, CEPS5L,
CPSF6, DTD1, EBF1, ERC1, GIT2, GOLGA4, GOLGBI,
HIP1, KANK1, MPRIP, MYOI8A, NDEI, NIN,
PDE4DIP, PRKG2, RABEP1, SART3, SPECCI, TNIPI,
TP53BP1, TPM3, TRIP11, WDR48, ZEB?2
ATF7IP, BCR, BICD2, EBF1, OFD1, PAX5, PCMI,
PPFIBP1, SEC31A, SPAGY, SSBP2, STRN3, TERF2,
TPM3, TPR
ADAM32, BAG4, BCR, CNTRL, CPSF6, CUXI,
ERVK3 1, FGFR10P, FGFR10P2, FN1, HOOK3,
LRRFIP1, MYO18A, RANBP2, SQSTM1, TACCI, TPR,
TRIM24, WHSCIL1, ZMYM?2

BCR, CDK5RAP2, FIP1L1, FOXP1, KDR, KIF5B,
SCAF11, STRN, TNKS2

CBFB
HLF, PBX1, TFPT, ZNF384
DDX3X, HNRNPH1, NAPIL1, NUP98, PICALM
ABLI, BRAF, DEK, XKR3, SET
KAT6A, KAT6B
FHIT, LPP, RAD51B
MKL1
GRIPAPI, SFPQ
MROH2B
AFF3
FSTL3
CCDC6
DDIT3
PSMD2
KIF5B
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MLLT3 PAXS 1

MYBLI C8orf34 1
NTRK3 COXS5A 1
687

5.2.6 Sekwencjonowanie

Proces przygotowania bibliotek mozna podzieli¢ na kilka etapéw, takich jak:
amplifikacja matrycy DNA i cDNA, czesciowe trawienie amplikondéw, ich ligacja
z barcodami oraz oczyszczanie z zastosowaniem kulek magnetycznych. Etapy

przygotowania bibliotek zostaly przedstawione na schemacie zamieszczonym ponizej.

(ryc.9.).

3 \\1( . E .

—_— ——

izolacja i pomiar DNA | cDNA Przygotowanie bibliotek Pomiar stezenia bibliotek PCR emulsyiny i sekwencionowanie Analiza danych
Przygotowanle bibllotek Sekwencjonowanie Analiza danych

Rycina 9. Schemat przygotowania bibliotek.

Przygotowano biblioteki do reakcji sekwencjonowania na podstawie instrukcji
producenta, jednak wprowadzajac pewne modyfikacje, majace na celu usprawnienie
procesu, takie jak oczyszczanie materiatu przed jego amplifikacja, zmniejszenie objetosci

odczynnikow oraz zwiekszenie ilosci matrycy do reakcji PCR.

Przygotowanie bibliotek

e Amplifikacja

Pierwszy etap przygotowania bibliotek stanowi amplifikacja matrycy DNA i cDNA
przy uzyciu zestawu Oncomine™ Myeloid Research Assay firmy Thermo Fisher
Scientific. Reakcje przeprowadzono z wykorzystaniem termocyklera Veriti (Thermo

Fisher Scientific) zgodnie z profilami temperaturowymi i skladami mieszanin
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reakcyjnych przedstawionymi w tabelach ponizej. lo$¢ matrycy oraz warunki reakcji

zoptymalizowano na podstawie instrukcji producenta, z uwzglednieniem modyfikacji.

Tabela 12. Skiad mieszaniny reakcyjnej dla cDNA.

Odczynnik Objetosé
5x TonAmpliseq HiFi Mix 4 ul
5x Oncomine Myeloid RNA Panel 4 pl
H20 <12 pl
cDNA 40 ng

Tabela 13. Profil temperaturowy tancuchowej reakcji polimerazy dla cDNA.

Temperatura [°C] Czas Liczba cykli
99 2 min. 1
98 15 s.
60 4 min. 27
10 0 1
Tabela 14. Sktad mieszaniny reakcyjnej dla DNA.
Odczynnik Objetos¢
5x TonAmpliseq HiFi Mix 2,5
5x Primer Pool (1/2) lub 5x Primer Pool (2/2) 2
H->O <6.,5
DNA 40 ng

Tabela 15. Profil temperaturowy tancuchowej reakcji polimerazy dla DNA.

Temperatura [°C] Czas Liczba cykli
99 2 min. 1
99 15s. 16
60 4 min.
10 o 1

Powstale produkty przechowywano krotkoterminowo w 10 °C, w przypadku

dhuzszego przechowywania (powyzej jednej doby) w -20 °C.
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e C(CzeSciowe trawienie amplikonow

Produkty amplifikacji poddano czesciowemu enzymatycznemu trawieniu
amplikonéw za pomocg odczynnika FuPa Reagent (Ion AmpliSeq™ Library Kit Plus,
Thermo Fisher Scientific) wg instrukcji producenta. Produkty reakcji przechowywano

w -20 °C do czasu dalszych analiz.

e Ligacja z unikatowymi indeksami

W tym etapie indeksowe sekwencje DNA sag ligowane (przylaczane) do koncow
fragmentow DNA/cDNA, otrzymanych w procesie fragmentowania z wykorzystaniem
zestawu lon Xpress™ Barcode Adapters Kit firmy Thermo Fisher Scientific wg instrukcji
producenta. Indeksy pelnig funkcje znacznikéw probek, umozliwiajac wigzanie
amplikonow ze sferami (ang. lon Sphere Particle, ISPs) podczas emulsyjnego PCR oraz

sekwencjonowanie wielu prébek w jednym przebiegu NGS.

e Oczyszczanie bibliotek

W kolejnym etapie przeprowadzono oczyszczanie bibliotek z zastosowaniem
odczynnika Agencourt™ AMPure ™ XP Reagent firmy Beckman Coulter, stanowigcego
zawiesing zloza magnetycznego, wg instrukcji producenta. Podczas oczyszczania
biblioteke kilkukrotnie inkubowano z kulkami magnetycznymi oraz poddawano
naprzemiennym plukaniom 70% etanolem. Celem procedury jest oczyszczenie

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

e Pomiar stezenia bibliotek
Stezenie bibliotek zmierzono metoda qPCR, wykorzystujac zestaw lon Library
TagMan® Quantitation Kit firmy Thermo Fisher Scientific oraz termocykler
QuantStudio firmy Thermo Fisher Scientific. W tym celu przygotowano 100-krotne
rozcienczenia badanych probek (bibliotek) oraz seri¢ rozcienczen standardu
E. coli DH10B Ion (miano rozcienczen 6,8 pM, 0,68 pM oraz 0,068 pM,). Postepowano

wg instrukcji producenta.

e Standaryzacja i pulowanie bibliotek
Biblioteki zostaty znormalizowane do st¢zenia 100 pM. W tym celu do kazdej probki
badanej dodano odpowiednig objetos¢ wody wolnej od nukleaz. Dokonano przeliczen wg

tabeli zamieszczonej ponizej (tab. 16.)

46



Tabela 16. Przykladowy schemat wykonywania rozcienczen bibliotek do PCR
emulsyjnego.

ROZCIENCZENIA
objeto$¢é wody | objetos¢é wod
Sample Quantity najf ul pr()bkyi najg ul pr()bkyi nr barcodu material
Name

-1 *8 BC
1 2,813 1,81 14,50 1
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 DNA
6 2,056 1,06 8,45 6
7 2,331 1,33 10,65 7
8 5,209 421 33,67 8

objetos¢ wody | objetos¢ wod
Sample Quantity najf ul prébk); najg ul prébk); nr barcodu material
Name

-1 *2 BC
9 10,362 9,36 18,72 9
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 RNA
14 10,103 9,10 18,21 14
15 15,182 14,18 28,36 15
16 6,328 5,33 10,66 16

Rozcienczone biblioteki DNA i cDNA zmieszano w stosunku 80:20 (biblioteka
DNA 8 ul : biblioteka RNA 2 pl) oraz zebrano w jedna pulg. Otrzymana pule
rozcienczono woda wolng od nukleaz w proporcji 21 pl wody wolnej od nukleaz + 7 pl
puli bibliotek, z czego pobrano 25 ul ostatecznie rozcienczonych bibliotek i przeniesiono
do specjalnej probowki typu Eppendorf kompatybilnej z Ion Chef Instrument (Ion 510™
& Ton 520™ & Jon 530™ Kt - Chef).

e PCR emulsyjny i sekwencjonowanie

PCR emulsyjny przeprowadzono z wykorzystaniem aparatu lon Chef™ Instrument,
nastepnie sekwencjonowanie wykonano z wykorzystaniem Ion GeneStudio™ S5
(Thermo Fisher Scientific) zgodnie z instrukcja producenta. Przebieg NGS zaplanowano

w oprogramowaniu Ion Torrent™ Software. W jednym przebiegu sekwencjonowano
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maksymalnie 12 probek DNA oraz 12 probek RNA z uzyciem chipu lon 530™. Do
przygotowania reakcji zastosowano odczynniki Ion 510™ & Ion 520™ & Ion 530™ Kt

oraz lon Supplies.

5.2.7 Analiza danych Ion Torrent

Po zakonczonym procesie sekwencjonowania dokonano analizy danych
z wykorzystaniem serwera S5 Torrent Serwer 2z wykorzystaniem wtyczek
rekomendowanych do panelu Oncomine Myeloid Reseach Assay tj. coverage Analysis
oraz variant Caller. Pliki BAM i1 VCF zaimportowano na indywidualne konto Ion
Reporter za pomoca wtyczki Ion Reporter Uploader. Analize przeprowadzono
z wykorzystaniem workflow Oncomine Myeloid Research - 530 - w4.3 - DNA and
Fusions - Single Sample. Wszystkie analizy wykonano z uzyciem ludzkiego genomu
referencyjnego GRCh37 (hgl9). Do interpretacji wynikow wykorzystano najbardziej
aktualne sekwencje referencyjne dla poszczegdlnych genow, pobrane z bazy Ensembl

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

Select Canonical, zapewniajace najwyzsza zgodno$¢ miedzy referencyjng sekwencja
genomowa a funkcjonalnym transkryptem wykorzystywanym w raportowaniu wariantow

(Dyer i in., 2025).

5.2.8 Ocena patogennosci

Wykryte warianty zostaly poddane szczegotowej ocenie pod katem ich
potencjalnej patogennosci z wykorzystaniem ogdlnodostepnych baz danych oraz
narzedzi bioinformatycznych (ryc. 10.). Na podstawie przeprowadzonych analiz
raportowano wytacznie zmiany patogenne oraz prawdopodobnie patogenne, natomiast
warianty o nieokreslonym znaczeniu klinicznym (ang. variant of uncertain significance,
VUS) oraz zmiany prawdopodobnie tagodne i tagodne nie zostaly uwzglednione

w dalszej interpretacji.
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Rycina 10. Sposob oceny patogennosci wariantu genetycznego na przykladzie zmiany
IDHI:¢.395G>A (p.Argl32His) z wykorzystaniem wybranych baz danych i narzedzi
bioinformatycznych. A - Franklin by QIAGEN, B - OncoKB, C - Varsome, D - ClinVar.

5.2.9 Programy i aplikacje komputerowe

W pracy wykorzystano bazy danych, narzedzia bioinformatyczne oraz programy

dostepne online poprzez sie¢ Internet.
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e Analiza odczytow sekwencji

Uzyskane odczyty sekwencji analizowano z zastosowaniem nastepujacych programow:

Ion Reporter (https://ionreporter.thermofisher.com/ir/): zaawansowane narzedzie

analityczne firmy Thermo Fisher Scientific do interpretacji danych NGS. Umozliwia

analize wariantow oraz fuzji genowych.

Serwer Ion Torrent: platforma do zarzadzania przebiegiem sekwencjonowania oraz
wstepng analizg danych. Pozwala na planowanie proceséw sekwencjonowana, kontrole

jakosci i generowanie plikoéw wynikowych, takich jak BAM i VCF.

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

genomowa do wizualizacji danych sekwencjonowania. Pozwala na przegladanie

wariantow oraz ocene jakosci odczytow (Robinson i in., 2011).

Mutalyzer (https://v2.mutalyzer.nl/): narzedzie do sprawdzania poprawnosci zapisu

wariantow genetycznych zgodnie z nomenklaturg HGVS. Pomaga réwniez w konwersji

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

e Narzedzia do interpretacji wariantow
Do opisywania znaczenia wariantow wykorzystano nast¢pujace narzedzia

bioinformatyczne:

ClinVar (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/): baza danych zawierajaca informacje

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

wariant byt wczesniej opisywany i jakie ma znaczenie patogenne (Landrum i in., 2014).

VarSome (https://varsome.com/): platforma integrujaca wiele baz danych do

interpretacji wariantoéw zgodnie z wytycznymi ACMG. Umozliwia dostgp do danych

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

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

somatycznych. Zawiera informacje o czestosci i typie mutacji wystepujacych w roznych

typach nowotworow (Tate i in., 2019).

Franklin (https:/franklin.genoox.com/): internetowe narzedzie bioinformatyczne

stuzace do interpretacji wariantéw genetycznych w  kontekscie klinicznym.
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Automatycznie klasyfikuje warianty zgodnie z ACMG 1 zapewnia dostep do literatury
i danych referencyjnych.

OncoKB (https://www.oncokb.org/): baza o wariantach molekularnych 1 ich znaczeniu

klinicznym w onkologii. Zawiera informacje o terapii celowanej, mutacjach

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

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

narzedzie bioinformatyczne stuzace do interpretacji klinicznej zmian genetycznych

wykrytych w nowotworach (Muifios i in., 2021; Tamborero i in., 2018).

SpliceAl (https://spliceailookup.broadinstitute.org): narzedzie predykcyjne oparte na

sztucznej inteligencji stuzace do oceny wptywu wariantéw na splicing RNA. Pomocne
w identyfikacji potencjalnie patogennych zmian wplywajacych na sktadanie eksonow

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

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

udostepniajaca adnotacje genoéw, transkryptéw oraz wariantow genetycznych dla wielu
gatunkow. Umozliwia przegladanie sekwencji, regiondw genowych oraz dostep do

informacji o znanych mutacjach (Dyer 1 in., 2025).

e Analiza statystyczna i wizualizacja danych

Do analizy i wizualizacji wariantéw wykorzystano nastepujace narzedzia:

R Studio (https://www.r-project.org/): zintegrowane S$rodowisko programistyczne

przeznaczone do pracy z jezykiem R, wykorzystywane gléwnie do analizy danych,
obliczen statystycznych oraz tworzenia wizualizacji. Do obrébki oraz wizualizacji

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

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

genomowych z nowotwordéw. Pozwala na analize mutacji, zmian liczby kopii, fuzji oraz
danych klinicznych pacjentéw. Do szczegotowej wizualizacji mutacji w wybranych
genach wykorzystano narzedzie MutationMapper, co umozliwilo przedstawienie
lokalizacji zmian w kontekscie struktury biatka (Cerami i in., 2012; de Bruijn i in., 2023;

Gaoiin., 2013).
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6 Wyniki
6.1 Charakterystyka grupy badanej

Analizie poddano 109 pacjentéw z rozpoznaniem AML leczonych
w Swietokrzyskim Centrum Onkologii w latach 2020-2023. W celu scharakteryzowania
grupy badanej dokonano analizy danych demograficznych, obejmujacych pte¢ i wiek
pacjentow w momencie rozpoznania AML. Wyniki zestawiono na rycinie (ryc. 11.).
Badana grupa liczyta 109 oséb, w tym 43 kobiety (39%) oraz 66 mezczyzn (61%). Wiek
pacjentow miescil sie w przedziale od 19 do 84 lat. Najliczniejsza grupe stanowili chorzy
w wieku 60-69 lat, zarowno wsrod kobiet (19 0sob), jak i mezczyzn (28 0sob). Mediana

wieku badanej populacji wynosita 65 lat (65 lat u mezczyzn oraz 63 lata u kobiet).

(4]

¥ Kobiety M Mgzczyini

80-84 II

wiek

— -

I

30-39 .l

20-29 ..
<20 I

30 20 10 0 10 20 30 liczebnos¢

= Kobiety m Meiczyini

Rycina 11. Charakterystyka grupy badanej, A - struktura plci badanej grupy pacjentow,
B - piramida wieku i plci badanej grupy pacjentow.
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Zgodnie z klasyfikacja WHO 2022 pacjentéw zakwalifikowano do odpowiednich
podtypdw AML (ryc. 12.). Najliczniejsza grup¢ stanowili chorzy z AML
z nawracajacymi nieprawidlowosciami genetycznymi (35 przypadkow, 24 kobiety i1 11
mezezyzn), a takze pacjenci z AML z obecnoscig mutacji charakterystycznych dla
zespotow mielodysplastycznych (26 przypadkow, 10 kobiet i 16 mezczyzn) oraz AML
NOS (26 przypadkéw, 14 kobiet i 12 me¢zczyzn). Zaobserwowano réwniez grupe
12 przypadkow AML z mutacjg TP53 (6 kobiet i 6 me¢zczyzn). Pozostale podtypy
odnotowano z niewielka liczbg przypadkow: AML =z obecnosciag zaburzen
cytogenetycznych charakterystycznych dla mielodysplazji (7 przypadkow), MDS/AML
(1 przypadek) i miesak mieloidalny (1 przypadek).
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Rycina 12. Charakterystvka badanej grupy pacjentow z ostrqg bialaczkqg szpikowqg wedfug klasyfikacii WHO.
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Zgodnie z klasyfikacja FAB pacjentoéw zakwalifikowano do odpowiednich
podtypdw AML (ryc. 13.). Najczgsciej wystepujacymi podtypami bylty AML M2
(23 przypadki, 9 kobiet i 14 mezczyzn) oraz AML M4 (22 przypadki, 11 kobiet
i 11 mezezyzn). Kolejno przypisano pacjentéw do typdéw AML M1/M2 (19 przypadkow,
9 kobieti 10 mezczyzn) i AML M1 (13 przypadkow, 3 kobiety i 10 mezczyzn). Pozostate
warianty FAB tj. AML M3, AML M5, AML M6 oraz migsak mieloidalny, stanowity
mniejszy odsetek badanej grupy pacjentow. Klasyfikacja FAB ma obecnie ograniczone
znaczenie kliniczne i nie wptywa na decyzje terapeutyczne. W niniejszej pracy zostala

przedstawiona jedynie pogladowo, w celu uzupelnienia charakterystyki badanej grupy.
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Rycina 13. Charakterystvika badanej grupy pacjentow z ostrq bialaczkq szpikowg wedfug klasyfikacji FAB.

56



6.2 Ocena profilu molekularnego - identyfikacja zmian genetycznych i genow
fuzyjnych

Analiza profilu mutacji metoda sekwencjonowania nowej generacji zostala
przeprowadzona u 109 pacjentdw z ostrg biataczka szpikowa. U 95 chorych (87,16%)
wykryto co najmniej jedng zmiang genetyczna, podczas gdy u pozostalych pacjentow nie
stwierdzono obecno$ci zmian patogennych ani prawdopodobnie patogennych
w badanych genach (ryc. 14.).

L.acznie stwierdzono obecnos¢ zmian w 33 réznych genach (FLT3, NPM1, TP53,
DNMT3A4, NRAS, TET2, RUNXI, ASXL1, JAK2, SRSF2, CEBPA, IDH1,IDH2, PTPNI1,
BCOR, WTI1, KRAS, NF1, CBL, KIT, SF3B1, STAG2, U2AF1, ETV6, SETBPI, BRAF,
CALR, GATA2, PHF6, PRPFS, RBI, SH2B3, ZRSR?2) oraz zidentyfikowano 7 typow
rearanzacji fuzyjnych (RUNXI1::RUNXITI, PML::RARA, CBFB::MYHI1, ETV6::MN1,
ETV6::NTRK3, ETV6::PDGFRB, KMT2A::ELL). Najczesciej obserwowano zmiany
w genach: FLT3 (25%), NPM1 (17%), TP53 (13%), DNMT3A (12%), NRAS (12%) oraz
TET?2 (12%). Zmiany w pozostatych genach wystepowaly z frekwencja ponizej 10%.
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Altered in 95 (87.16%) of 109 samples.
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Rycina 14. Zestawienie zmian molekularnych wykrytych w analizowanej grupie pacjentow z ostrq bialaczkg szpikowq.
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6.3 Charakterystyka molekularna wykrytych wariantow genetycznych

Analiza klasyfikacji wariantoéw (ryc. 15. A) wykazata, ze w badanej kohorcie
pacjentow z AML zdecydowana wickszos¢ stanowily mutacje typu missense
(131 zmian). Druga, co do czestosci wystepowania, kategorig byly mutacje typu
frameshift insertion tj. insercje powodujace przesuniecie ramki odczytu, ktorych facznie
stwierdzono 48. Nastepnie odnotowano zmiany typu frameshift deletion, delecje
powodujace przesunigcie ramki odczytu, w tacznej liczbie 24 zmian. Kolejng kategorig
byly insercje (21 zmian) i delecje (4 zmiany) in-frame, ktére nie powodujg zmiany ramki
odczytu. W analizowanej grupie zaobserwowano takze kilka przypadkdow fuzji genowych
(16 zmian), charakterystycznych dla czgsci przypadkow AML.

Pod wzgledem rodzaju wariantdéw (ryc. 15. B) dominowaty substytucje
pojedynczych nukleotydéw (ang. single nucleotide polymorphisms, SNP), stanowigce
ponad potowe wszystkich zmian (131 zmian). W dalszej kolejnosci zidentyfikowano
69 insercji (ang. insertion, INS) oraz 28 delecji (ang. deletion, DEL), zaréwno
powodujacych przesuniecie ramki odczytu jak i niezmieniajacych ramki odczytu.

Analiza klas substytucji (ryc. 15. C) wykazala, ze zdecydowanie najczestszym
rodzajem zmiany byta tranzycja C>T, zidentyfikowana w 65 przypadkach. Na drugim
miejscu znalazty sie zmiany C>A (28 przypadkow) oraz C>G (12 przypadkdéw). Zmiany
T>G, T>A i T>C odnotowywano znacznie rzadziej, <10 przypadkéw kazda.

Liczba mutacji na probke (ryc. 15. D) byta zréznicowana. Odsetek pacjentow
pozbawionych mutacji patogennych lub prawdopodobnie patogennych wyniost okoto
13%. Wigkszo$¢ pacjentow posiadata od 1 do 3 mutacji. Mediana zmian wyniosta
3 warianty patogenne lub prawdopodobnie patogenne na pacjenta. W nielicznych
przypadkach obserwowano 5 (9 przypadkow) lub 6 (2 przypadki) zmian jednoczesnie.

W podsumowaniu klas wariantéw (ryc. 15. E) zaobserwowano, ze najczesciej
wystepujacym typem zmian na probke byly mutacje typu missense (mediana 1, zakres
0-3). Mutacje typu frameshift insertion wystepowaly rzadziej (mediana 0, zakres do 2).
Pozostate klasy wariantow, tj. frameshift deletion, insercje i delecje in-frame oraz fuzje
genowe, obserwowano sporadycznie w pojedynczych prébkach. Dla wiekszosci genow
profil mutacyjny byl wzglednie homogeny, z dominacja wariantéw typu missense.
Wyjatek stanowil gen NPMI, w ktérym obserwowano gldwnie charakterystyczne
insercje typu frameshift. Natomiast geny FLT3 i TET2 wykazywaly bardziej heterogenny

charakter zmiennos$ci, obejmujacy réznorodne klasy wariantéw (ryc. 15. F).

59



E Variant Classification Variant Type

NS
Frame_Shift_Del
S ivins -
DEL
Fusion |
in_Frame Dei |
f T T T T T T 1 T T T T T T T T 1
B s £ 2 2 2 ] 3 A a e 2 2 2 ] "
Variants per sample E Variant Classification
Mezan: summary
6
[/ 3 -
~~ [
4 - 2

Rycina 15. Charaktervsivka molekularna analizowanych tmian. A - klasyfikacja wariantow, B - rodzaje wariantow, C - klasy substytucyi;
D - liczba wariantow na prébke; E - rozklad klas wariantdw; F - dziesie¢ geny najczesciej ulegajgce mutacjom.
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W genie FLT3, obejmujacym 24 eksony, okreslono najczescie] wystepujace
warianty. Dla badanej kohorty pacjentéw zostaly one zlokalizowane sa w obrebie
eksonoéw 14 1 15, kodujacych domene okolobtonowa. Dodatkowo raportowano zmiany
w obrebie domeny kinazy tyrozynowej. Zmiany wystepujace w domenie TKD najczesciej
zlokalizowane sa w kodonie 835. Natomiast zmiany w domenie ITD charakteryzuja si¢
réznorodnoscia i wynikaja z duplikacji fragmentu sekwencji obejmujacego od 3 do
400 par zasad, co skutkuje zr6znicowanym wzorem zmian. Wykryte warianty genu FLT3
maja rézny charakter. W badanej grupie odnotowano zmiany typu missense (zielone
kropki, 9 zmian), truncating (czarne, 3 zmiany) oraz in-frame (r6zowe, 19 zmian)
(ryc. 16. A).

Mutacje NPM1 koncentrujg si¢ w obrebie eksonu 11 i obejmujg gtdéwnie insercje
typu frameshift prowadzace do przesunigcia ramki odczytu (ryc. 16. B). Najczesciej
rejestrowang zmiang dla badanej kohorty pacjentow byta mutacja p.Trp288CysfsTer12.
W badanej grupie pacjentow stwierdzono 18 takich zmian.

Zmiany w genie TP53 obejmuja gtdéwnie mutacje typu missense (11 wykrytych
zmian), prowadzace do utraty funkcji biatka p53. Mutacje w genie TP53 sg rozproszone
gléwnie w domenie wigzacej DNA, nie wykazujac charakterystycznych hotspotow
(ryc. 16. C).

W genie CEBPA, wyrdzniona zostala domena bZIP, tj. region zamka
leucynowego, odpowiedzialna za wigzanie DNA (ryc. 16. D). Mutacje genu CEBPA
wystepuja zardwno w N- jak i C-koncowej czegsci genu. Wykryte warianty genu CEBPA
dla badanej grupy pacjentow wykazuja rézny charakter. Odnotowano zmiany typu
missense (zielone kropki, 1 zmiana), truncating (czarne, 6 zmian) oraz inframe (ré6zowe,

3 zmiany).
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Analiza czestosci allelicznej wariantow w genach najczesciej ulegajacych
mutacjom w badanej kohorcie AML pozwala na ocen¢ ich roli w inicjacji i progresji
biataczki. Rycina 17. przedstawia rozklad VAF dla dziesieciu genéw najczesciej
ulegajacych mutacjom w badanej kohorcie. Liczba odnotowanych wariantéw dla
poszczegbdlnych gendw byla zroznicowana i wynosita odpowiednio: JAK2 (10), TP53
(14), RUNXI (13), DNMT3A4 (13), ASXL1 (10), TET2 (16), NPM1 (18), SRSF2 (10),
NRAS (13), FLT3 (31).

Narycinie 17. A przedstawiono rozktad VAF bez uwzgledniania odsetka blastow.
Przedstawione wartosci odzwierciedlajg czestos¢ alleliczng mutacji w caltkowitej
populacji komorek badanego materialu. Wartosci VAF réznily si¢ pomiedzy
analizowanymi genami. Najwyzszg warto$¢ mediany VAF (ok. 0,8) oraz najwiekszy
rozrzut VAF (od wartosci bliskich 0 do 1) odnotowano dla genu JAK?2. Dla genu FLT3
zaobserwowano najnizsza warto$¢ mediany VAF (ok. 0,2) oraz umiarkowany rozrzut
VAF od wartosci bliskich 0 do 0,6. Geny JAK2 oraz TP53 prezentowaly najszerszy
zakres obejmujacy zaréwno wysokie jak i niskie wartosci VAF. Rowniez dla genéw
SRSF2, NRAS oraz FLT3 obserwowano wartosci VAF odbiegajace od mediany. Dla
gendw RUNXI, DNMT3A, ASXLI, TET2 oraz NPMI mediany VAF miescily si¢
w zakresie wartosci posrednich (ok. 0,4-0,5), a rozklady wartosci byly skupione wokot
mediany.

Na rycinie 17. B przedstawiono wartosci VAF po korekcji o odsetek blastow
w probkach (VAF skorygowany = VAF /% blastow). Po korekcji obserwowano
przesuniecie wartosci VAF w kierunku wyzszych wartosci. W zwigzku z tym
odnotowano zwiekszenie median dla analizowanych gendéw. Dla wiekszosci genow
(JAK2, ASXL1, TP53, RUNXI1, NPM1, DNMT3A, SRSF2, TET?2) znaczna cz¢$¢ wartosci
VAF osiagala wartosci bliskie 1. Dla gendw NRAS oraz FLT3 mediany VAF po korekcji
pozostawaly nizsze w poréwnaniu z pozostatymi genami (NRAS mediana ok. 0,4, FLT3
mediana ok. 0,3). Rozklady wartosci VAF cechowaly sie¢ wigkszym rozproszeniem
wartosci (od wartoscei bliskich 0 do 1) po korekcji odsetka blastow vs. przed korekcja dla

wiekszosci analizowanych genow.
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Rycina 17. Czestosé alleliczna wariantow (VAF) w genach najczesciej wlegajgcyeh mutaciom w badanej grupie pacjentéw z AML. A - wartosci
VAF bez uwzglednienia odsetka blastéw, B - wartosci VAF po korekcji o odsetek blastdw w probkach.
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Uzyskane wyniki wariantow genetycznych przeanalizowano w celu wytypowania
wariantow potencjalnie germinalnych. Ustalono nastepujace kryteria przesiewowe:
mutacje w genach zwigzanych z dziedziczng predyspozycja do nowotworow
mieloidalnych tj. DDX41, CEBPA, TP53, MPL 1 GATA2, zmiany o charakterze
patogennym i prawdopodobnie patogennym oraz warianty wykazujace VAF w zakresie
40-60%.

W analizowanej kohorcie zidentyfikowano cztery warianty spetniajagce powyzsze
kryteria przesiewowe dla wariantdw potencjalnie germinalnych (tab. 17.). W pozostatych

genach nie znaleziono wariantéw spetniajacych zadane kryteria.

Tabela 17. Warianty o najwiekszym prawdopodobienstwie podloza germinalnego.

%

Numer Sekwencja Zmiana sekwencji Zmiana sekwencji Typ VAF  blastow
. Gen . . . . . .
pacjenta referencyjna nukleotydéw aminokwaséw mutacji [%] w szpiku
wyjsciowo
5510/20 CEBPA NM 004364.5 c.484 485insC p.GIn162ProfsTer8 frameshift 47 95
5510/20 CEBPA NM_004364.5 €.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 ¢.937_939dup p.Lys313dup in-frame 48 95

6.4 Ocena wspolwystepowania mutacji w badanych genach. Identyfikacja

najczesciej wspolistniejacych zmian genetycznych

Analiza interakcji somatycznych pomigdzy najczesciej zmienionymi genami
w badanej kohorcie pacjentéw (ryc. 18.) ujawnila obecnos¢ wzorcéw
wspotwystepowania i wzajemnego wykluczania pomiedzy parami poszczegolnych
geno6w. Analiza wykazala liczne interakcje pomiedzy badanymi genami, osiggajace
poziom istotnosci statystycznej. t.gcznie zidentyfikowano 27 par genow
charakteryzujacych sie istotnym wspolwystepowaniem mutacji, w tym 18 par
z poziomem istotnosci p < 0,05. Ponadto odnotowano dwie pary gendéw, dla ktorych
stwierdzono istotne statystycznie zjawisko wzajemnego wykluczania si¢ mutacji, w tym

jedna z poziomem istotnosci p < 0,05.
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Zaobserwowane interakcje z poziomem istotnosci p < 0,05:

Mutacje w genie STAG2 wspolwystepowaly z mutacjami w genach TET2
i SRSF?2.

Mutacje w genie SF3B1 wspotwystepowaly z mutacjami w genie PTPNI 1.
Mutacje w genie KIT wspotwystepowaly z mutacjami w genie DNMT3A.
Mutacje w genie CBL wspotwystepowaly z mutacjami w genie ASXL 1.

Fuzja genéw PML::RARA wspotwystepowala z mutacjami w genie FLT3.
Mutacje w genie KRAS wspotwystepowaly z mutacjami w genie ASXL 1.
Mutacje w genie WT1 wspdtwystepowaty z mutacjami w genie RUNX].

Mutacje w genie BCOR wspdtwystepowaty z mutacjami w genach DNMT34,
IDHI oraz IDH?.

Mutacje w genie PTPNII1 wspotwystepowaly z mutacjami w genach FLT3
1 NPM1.

Mutacje w genie SRSF2 wspotwystepowaly z mutacjami w genie ASXLI.
Mutacje w genie JAK2 wspotwystepowaly z mutacjami w genie TET2.

Mutacje w genie DNMT3A wspotwystepowaly z mutacjami w genach FLT3
1 NPM1.

Mutacje w genie 7P53 wykluczaly si¢ z mutacjami w genie FLT3 .

Mutacje w genie NPM1 wspdtwystepowaty z mutacjami w genie FLT3.
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Rycina 18. Interakcje somatyczne pomiedzy najczesciej zmienionymi genami w badanej kohorcie pacjentow z AML.
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6.5 Ocena skutecznosci stratyfikacji pacjentow do terapii ukierunkowanych
molekularnie z wykorzystaniem NGS

W niniejszej pracy oceniono mozliwos¢ kwalifikacji pacjentow do leczenia
ukierunkowanego molekularnie, na podstawie wykrytych zmian genetycznych.
W badanej grupie 109 pacjentéw z AML u 50 0séb (46%) stwierdzono obecnos¢ co
najmniej jednej zmiany genetycznej, ktora potencjalnie umozliwia zastosowanie terapii
celowanej (ryc. 19.). Do tej grupy zaliczono pacjentow z mutacjami w genach FLT3,
NPMI1, IDHI, IDH2, a takze z obecnoscig rearanzacji PML::RARA oraz fuzji
charakterystycznych dla CBF-AML tj. RUNXI::RUNXITI, CBFB::MYHI11 oraz fuzji
genu KMT2A4.

Najczesciej wystepujace zmiany potencjalnie kwalifikujace do terapii celowanej to
zmiany genow FLT3, obecne u 27 pacjentow (25%), nastepnie mutacje NPMI
(18 pacjentow, 17%), IDHI 1 IDH2 (odpowiednio po 7 pacjentow, 6%), rearanzacja
PML::RARA (4 pacjentow, 4%), fuzja RUNXI::RUNXITI (5 pacjentow, 5%),
CBFB::MYH11 (3 pacjentow, 3%), fuzja genu KMT2A (1 pacjent, 1%). Cze$¢ pacjentow
wykazywata wspolwystepowanie wigcej niz jednej zmiany potencjalnie kwalifikujace;j

do terapii celowane;.
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Rycina 19. A - odsetek pacjentow potencjalnie kwalifikujgcych sie do terapii celowanej
na podstawie obecnosci zmian molekularnych. B - liczba pacjentow, u ktorych
stwierdzono poszczegolne zmiany genetyczne umozliwiajgce zastosowanie leczenia
ukierunkowanego (FLT3, NPMI, IDHI, IDH2, PML::RARA, RUNXI::RUNXITI,
CBFB::MYHI1, KMT2A fuzja).
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W analizowanej kohorcie pacjentdow dokonano rowniez stratyfikacji ryzyka zgodnie
z wytycznymi European LeukemiaNet (ryc. 20.). Pacjentoéw przypisano do
poszczegbdlnych grup na podstawie danych molekularnych oraz cytogenetycznych
o udokumentowanym znaczeniu prognostycznym. Do grupy o ryzyku korzystnym
zaliczono pacjentdw z obecnoscig rearanzacji charakterystycznych dla CBF-AML tj.
RUNXI::RUNXITI lub CBFB::MYHI1, pacjentdéw z obecnym wariantem genu NPM]
bez towarzyszacych zmian FLT3-ITD oraz pacjentow z obecna zmiang genu CEBPA
typu bZIP in-frame.

Grupa o posrednim ryzyku obejmowata pacjentéw bez jednoznacznych markerow
ryzyka korzystnego lub niekorzystnego oraz posiadajagcych nieprawidtowosci
cytogenetyczne i/lub molekularne niesklasyfikowane jako korzystne lub niekorzystne. Za
pacjentdw o ryzyku posrednim uznano m.in. osoby posiadajace zmiany genu NPM]I
z towarzyszacg zmiang FLT3-ITD oraz pacjentéw z mutacjg FLT3-ITD bez zmian genu
NPM1 oraz bez wspdtistniejacych niekorzystnych zmian genetycznych.

Grupa ryzyka niekorzystnego obejmowata pacjentdw z obecnoscig zmian w genach:
TP53, ASXLI, BCOR, EZH2, RUNXI, SF3BI1, SRSF2, STAG2, U2AF1 oraz ZRSR2,
jednak te geny nie byly wykorzystywane jako niekorzystny czynnik prognostyczny, jesli
wspotwystepowaly z podtypami AML o korzystnym rokowaniu. Do grupy pacjentow
o ryzyku niekorzystnym przypisano réwniez pacjentéw posiadajacych ztozony kariotyp.

Jezeli u jednego pacjenta wspotistnialo kilka zmian o réznym znaczeniu
prognostycznym, stosowano zasade priorytetu kategorii o gorszym rokowaniu zgodnie
z podejsciem ELN. Na tej podstawie wytypowano pacjentow w trzech grupach
prognostycznych. Ryzyko korzystne 24 pacjentow (22%), ryzyko posrednie 33 pacjentow
(30%) oraz ryzyko niekorzystne 52 pacjentow (48%).

70



m Ryzyko korzystne m Ryzyko posrednie m Ryzyko niekorzystne

Rycina 20. Stratyfikacja ryzyka pacjentow z badanej kohorty wedlug kryteriow European
LeukemiaNet (ELN 2022).
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7 Dyskusja

Ostra biataczka szpikowa jest agresywnym nowotworem ukladu krwiotworczego,
ktérego cechg charakterystyczng jest klonalna proliferacja niedojrzatych komorek
hematopoetycznych. Proces ten skutkuje zaburzeniami w procesie erytropoezy
1 megakariopoezy, co prowadzi do szybkiego rozwoju niewydolnosci szpiku (Vakiti i in.,
2025). AML stanowi najczestsza posta¢ ostrej biataczki u dorostych, tj. ok. 80%
wszystkich zachorowan na ostre bialaczki. Najczesciej choruja osoby starsze, a szczyt
zachorowan przypada na 65. rok zycia (Appelbaum i in., 2006; Déhner i in., 2015;
Szmajda i in., 2017).

AML cechuje si¢ znaczng heterogennoscig oraz klonalnym charakterem. Badania
wskazuja, ze w przebiegu choroby czesto wspdtistnieje wiele odrgbnych klonow,
z ktérych kazdy zawiera specyficzne zmiany genetyczne. W momencie rozpoznania
AML w wickszosci przypadkdéw obserwuje sie¢ ztozong strukture klonalng obejmujaca
klon zatozycielski oraz subklony. Struktura klonalna w kolejnych etapach choroby moze
ulega¢ zmianom. Pod wptywem leczenia cz¢$¢ klonéw moze zaniknaé, inne moga si¢
rozrasta¢ lub mogg pojawié si¢ nowe klony. AML charakteryzuje si¢ obecnoscia licznych
zmian molekularnych w réznych genach oraz wystepowaniem wielu wariantéw
fuzyjnych (Ding 1 in., 2012; Cancer Genome Atlas Research Network i in., 2013; Desai
iin., 2022).

W 2022 roku wprowadzono istotne zmiany w klasyfikacji WHO oraz w wytycznych
ELN dotyczacych AML. Opublikowano takze wersje miedzynarodowej klasyfikacji ICC
(Arber i in., 2022; Dohner 1 in., 2022; Khoury i in., 2022; Salman, 2024). Klasyfikacja
ELN z 2022 roku jest spdjna z klasyfikacja ICC, jednak w wiekszym stopniu ktadzie
nacisk na molekularng charakterystyke AML. Analiza profilu genetycznego, w tym
obecnosci okreslonych mutacji i nieprawidlowosci cytogenetycznych, umozliwia
doktadniejsze przypisanie pacjentow do odpowiednich grup ryzyka (korzystne, posrednie
oraz niekorzystne). Przeklada si¢ to bezposrednio na dobor strategii terapeutycznej
i rokowanie pacjentow (Dohner i in., 2022).

Doktadna charakterystyka zmian genetycznych u pacjentow z AML wymaga
zastosowania nowoczesnych metod analitycznych, umozliwiajacych jednoczesne
wykrywanie oraz analize szerokiego spektrum zmian genetycznych. Kluczowa role
w tym zakresie odgrywaja techniki sekwencjonowania nast¢pnej generacji NGS, ktore

w ostatnich latach zrewolucjonizowaly diagnostyke molekularng AML. Zastosowanie
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NGS pozwala na rownoczesng analizg licznych gendéw istotnych w procesie patogenezy
choroby, przy jednoczesnym zachowaniu wysokiej czulosci i specyficznosci.
Technologia ta pozwala na identyfikacje zarowno czestych, dobrze scharakteryzowanych
mutacji kierujacych, jak i rzadkich wariantow o potencjalnym znaczeniu patogennym.
Umozliwia wykrywanie mutacji punktowych, wigkszych zmian strukturalnych oraz fuzji
genowych. W efekcie sekwencjonowanie NGS stato si¢ istotnym narzedziem zaré6wno
w badaniach naukowych, jak i w rutynowej diagnostyce klinicznej AML. Pozwala na
bardziej precyzyjna klasyfikacje molekularng oraz dobor terapii celowanych (Dohner
1in., 2022; Leisch i in., 2019; Papaemmanuil i in., 2016; Wurm i in., 2025).

Celem niniejsze] rozprawy byta identyfikacja mutacji oraz gendéw fuzyjnych
w panelu wybranych genow u pacjentow z AML z wykorzystaniem technologii NGS.
Dodatkowo okreslono czesto$¢ wystepowania poszczegolnych zmian genetycznych
w analizowanej populacji oraz oceniono mozliwos¢ zastosowania terapii

ukierunkowanych molekularnie.

Charakterystyka grupy badanej

Badaniem objeto 109 pacjentéw leczonych w Swietokrzyskim Centrum
Onkologii w latach 2020-2023. Charakterystyka wiekowa badanej kohorty pozostaje
zgodna z obserwacjami opisywanymi w literaturze, zaro6wno w badaniach
miedzynarodowych, jak 1 krajowych. AML jest rodzajem nowotworu hematologicznego,
ktory wystepuje przede wszystkim u osob dorostych, a ryzyko zachorowania wzrasta
wraz z wiekiem. Mediana wieku w momencie diagnozy wynosi okoto 65-70 lat, choroba
dotyczy gldwnie populacji 0sob starszych (Dohner i in., 2022; Wierzbowska, 2020).
Charakterystyka grupy badanej jest zatem zgodna z danymi literaturowymi. Mediana
wieku badanej kohorty pacjentdw wynosila 65 lat, a najliczniejsza grupe stanowili chorzy
w wieku 60-69 lat. Rozklad pacjentéw wedtug plci w analizowanej kohorcie réwniez jest
zgodny z tendencjami opisywanymi w literaturze, ktore wskazuja na nieznacznie wyzsza
czestos¢ wystepowania AML u mezczyzn (Budziszewska i in., 2017; De Angelis 1 in.,
2015; Stabellini i in., 2022). W badanej grupie pacjentéw na 109 os6b 43 (39%) stanowity
kobiety natomiast 66 (61%) mezczyZni.

Obecnie diagnostyka AML opiera si¢ na klasyfikacijach WHO i ICC oraz
stratyfikacji ryzyka ELN, uwzgledniajacych dane cytogenetyczne i molekularne. Zgodnie
z aktualng klasyfikacja WHO 2022 pacjentow zakwalifikowano do odpowiednich
podtypow AML. Najliczniejsza grupe stanowili chorzy z AML z nawracajacymi
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nieprawidlowosciami genetycznymi, a nastepnie pacjenci z AML z obecnoscig mutacji
charakterystycznych dla zespotéw mielodysplastycznych, AML NOS oraz AML
zmutacja TP53. Pozostate podtypy odnotowano z niewielka liczba przypadkow. Rozktad
typow AML wg WHO 2022 w badanej grupie pacjentdw jest zgodny z danymi
literaturowymi 1 hierarchiczng klasyfikacja, ktore wskazuja, ze najczescie]
rozpoznawanym typem jest AML z nawracajagcymi nieprawidtowosciami genetycznymi
(Arber i in., 2022; Dé6hner i in., 2022).

Dokonano réwniez klasyfikacji pacjentoéw wedtug systemu FAB. Klasyfikacja
FAB, oparta na cechach morfologicznych blastow, ma obecnie ograniczone znaczenie
i stosowana jest w charakterze pomocniczym jako klasyfikacja uzupetniajaca. Najczesciej
wystepujacymi podtypami w badanej kohorcie bylty AML M2 tj. ostra bialaczka
mieloblastyczna z cechami dojrzewania oraz AML M4 tj. ostra bialaczka
mielomonocytowa. Rozktad typow AML wg klasyfikacji FAB w opisywane] grupie
pacjentow réwniez jest zgodny z opisywanym w literaturze. Najwigcej przypadkow
zaliczanych jest do ostrej biataczki mieloblastycznej z cechami dojrzewania tak jak

w opisywanej grupie badanej (Hasham 1 in., 2022).

Ocena profilu molekularnego - identyfikacja zmian genetycznych i genéw fuzyjnych

Pierwszym celem niniejszej rozprawy doktorskiej byta charakterystyka profilu
zmian genetycznych oraz genow fuzyjnych wsrod pacjentow z grupy badane;.
Molekularne podtoze AML bylo intensywnie badane przez ostatnie dekady, poczatkowo
gléwnie z wykorzystaniem analiz cytogenetycznych. Nawracajace aberracje strukturalne
chromosoméw  szybko staly si¢ istotnymi markerami  diagnostycznymi
1 prognostycznymi. Potwierdzalo to kluczowa role nabytych zmian genetycznych
w patogenezie choroby (Akkari i in., 2022; Snaith i in., 2024). Ze wzgledu na duzg liczbe
oraz réznorodno$¢ mutacji, ktore moga by¢ wykryte w momencie rozpoznania, obecnie
zalecane jest stosowanie szerokiego profilowania molekularnego (Duncavage i in., 2022).
Wprowadzenie metod sekwencjonowania pozwolito na identyfikacje powtarzajacych si¢
zmian w genach, takich jak FLT3, NPM1, KIT, CEBPA i1 TET2, oraz odkrycie nowych,
istotnych zmian np. w genach DNMT3A4 i IDHI (Cancer Genome Atlas Research
Network 1 in., 2013; Kayser & Levis, 2023). W badaniach prowadzonych na duzych
kohortach pacjentéw z AML, takich jak TCGA i Beat AML, stosowano gléwnie
technologie sekwencjonowania calego egzomu (ang. whole exome sequencing, WES),

sekwencjonowania RNA (ang. RNA sequencing, RNA-seq) oraz w przypadku
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wybranych probek rowniez sekwencjonowania calego genomu (ang. whole genome
sequencing, WGS). Umozliwilo to szeroka charakterystyke zmian genetycznych w AML.
W niniejszej pracy zastosowano sekwencjonowanie panelowe, ktére mimo
ograniczonego zakresu genow, zapewnia wickszg glebokos¢ pokrycia. Dodatkowo
w sekwencjonowaniu panelowym zastosowano detekcje wariantéw gltownie w genach
o0 juz udokumentowanym znaczeniu klinicznym i prognostycznym. Podejscie panelowe
stanowi uzasadniong metode w diagnostyce klinicznej, podczas gdy WES/WGS pelnig
obecnie role narzedzi naukowych (Cancer Genome Atlas Research Network i in., 2013,
Haferlach 2020, Bottomly 1 in., 2022).

Pomimo szerokiego panelu mutacji, najnowsze badania wskazuja, ze u niewielkiej
czesei pacjentow z AML (ok. 2-5%) nie stwierdza si¢ mutacji w zadnym z genow
wigzanych z AML. Podkresla to heterogennos¢ molekularng choroby oraz potrzebe
kompleksowego profilowania genomowego (Cancer Genome Atlas Research Network
11in., 2013; Chaudhary i in., 2024; Papaemmanuil i in., 2016).

W analizowanej w niniejszej pracy kohorcie 109 dorostych pacjentow z AML
zmiany genetyczne wykryto u 95 (87,2%) chorych. Uzyskany odsetek jest pordéwnywalny
z wynikami duzych, wieloosrodkowych badan z wykorzystaniem technologii NGS,
w ktérych zmiany wykrywano u 86-96% pacjentéw (m.in. Papaemmanuil i in., 2016;
TCGA, 2013; Yu i in.,, 2020). W badaniach Papaemmanuil i wspdtpracownikow
wykazano obecnos$¢ co najmniej jednej mutacji kierujacej w 96% analizowanych probek.
Wyniki te podkreslajg powszechno$¢ zmian genetycznych w AML oraz znaczenie
kompleksowego profilowania molekularnego w diagnostyce AML (Papaemmanuil 1 in.,
2016). Podobnie w badaniu Jifeng Yu wykryto co najmniej jedng mutacje
niesynonimiczng u 279 pacjentow z AML (85,8% badanej kohorty) (Yu i in., 2020).
Wyniki te potwierdzaja, ze profilowanie molekularne metoda NGS jest kluczowym
narzedziem wspotczesne] diagnostyki i klasyfikacji AML (Cancer Genome Atlas
Research Network 1 in., 2013; Jongen-Lavrencic i in., 2018).

W analizowanej kohorcie pacjentow wytypowano sze$¢ gendw najczescie]
ulegajacych mutacjom. Byly to geny FLT3, NPM1, TP53, DNMT3A, NRAS oraz TET2.
Uzyskane wyniki dotyczace czestosci mutacji w tych genach sa zblizone do danych
raportowanych w duzych kohortach badawczych, m.in. BEAT AML i TCGA (Cancer
Genome Atlas Research Network 1 in., 2013, Bottomly i in., 2022). Zestawienie wynikow
omawianych genow przedstawiono na rycinie 20. Potwierdza to reprezentatywnos¢

badanej grupy i zgodnos$¢ z obserwacjami innych osrodkéw (Wen i in., 2021; Bibault
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11in., 2015; Negotei i in., 2023; Othman i in., 2024; Ranieri 1 in., 2022; R. Wang i in.,
2022).
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Rycina 21. Porownanie czestosci mutacji wybranych genow w analizowanej kohorcie
pacjentéw (SCO) z danymi pochodzqcymi z duzych kohort badawczych BEAT AML oraz
TCGA (Cancer Genome Atlas Research Network i in., 2013, Bottomly i in., 2022).

Wsréd uzyskanych wynikéw warto zwrdci¢ uwage na grupg pacjentow
z mutacjami w genie 7P53. Zmiany te stanowig jedna z najczesciej obserwowanych
mutacji w analizowanej kohorcie. Obecnos$¢ tych zmian ma istotne znaczenie kliniczne,
poniewaz mutacje genu 7P53 sa zwigzane z niekorzystnym rokowaniem, opornoscia na
leczenie, wysokim ryzykiem nawrotu choroby oraz klasyfikuja pacjentow do podgrupy
AML z obecng zmiang genu 7P53 zgodnie z aktualnymi klasyfikacjami WHO 2022 1 ICC
2022. Dodatkowo analiza dostgpnych danych molekularnych oraz cytogenetycznych,
pozwolita na wytypowanie dwoch pacjentdw z utrata heterozygotycznosci (ang. Loss of
Heterozygosity, LOH) genu TP53, stanowigcg szczegolng podgrupe chorych
o wyjatkowo niekorzystnym rokowaniu (DiNardo, Tiong, i in., 2020; Déhner i in., 2022).

Analiza badanej kohorty ujawnila obecnos$¢ siedmiu rearanzacji genowych:
RUNXI::RUNXITI, PML::RARA, CBFB::MYHII, ETV6::MNI, ETV6::NTRK3,
ETV6::PDGFRB oraz KMT2A::ELL. Fuzje RUNXI::RUNXITI i CBFB:MYHII,
stanowigce odpowiednio 5% 1 3% wszystkich wykrytych zmian w badanej kohorcie,
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nalezg do charakterystycznych rearanzacji obserwowanych w ostrej bialaczce szpikowej
zwigzanej z czynnikiem wigzacym rdzen (ang. core-binding factor AML, CBF-AML).
Podtyp ten definiowany jest przez obecnos¢ translokacji t(8;21)(q22;q22) lub inwersji
inv(16)(p13q22)/translokacji t(16;16)(p13:q22), okreslanych odpowiednio jako t(8:;21)
i inv(16). Zmiany te prowadza do zaburzenia gendéw kodujacych podjednostki czynnika
wigzacego rdzen, ktdry stanowi kluczowy regulator transkrypcji w procesie prawidlowe;j
hematopoezy. Translokacja t(8;21) skutkuje powstaniem genu fuzyjnego
RUNXI::RUNXITI, natomiast rearanzacje inv(16) prowadza do utworzenia genu
fuzyjnego CBFB::MYH11. CBF-AML stanowi okoto 12-15% wszystkich przypadkéw
AML 1 zaliczana jest do grupy AML =z nawracajacymi nieprawidlowosciami
genetycznymi. Aberracje te majg istotne znaczenie diagnostyczne oraz prognostyczne,
gdyz wiagza sie z korzystng odpowiedzig na leczenie i zwigkszong wrazliwoscig na
cytarabing. Pomimo ogoélnie lepszego rokowania, dane z badan obejmujacych
dlugoterminowa obserwacje wskazuja, ze mediana catkowitego przezycia (ang. overall
survival, OS) w tej grupie pacjentow wynosi okoto 5 lat, co sugeruje potrzebe
prowadzenia dalszych badan (Sangle & Perkins, 2011; Borthakur & Kantarjian, 2021;
Darwish 1 in., 2023).

W analizowanej kohorcie pacjentow fuzja PML::RARA stanowita 4% wszystkich
wykrytych zmian. Jest to aberracja charakterystyczna dla ostrej biataczki
promielocytowe] (ang. acute promyelocytic leukemia, APL), stanowigca kluczowy
marker diagnostyczny tej jednostki chorobowej. Fuzja PML::RARA wystepuje w okoto
95% przypadkow APL i najczesciej wynika z translokacji t(15;17)(q22;q12-21). Zmiana
ta prowadzi do potaczenia genu biataczki promielocytowej (PML) z genem receptora
kwasu retinowego alfa (RARA). W rezultacie czego zablokowany zostaje proces
réznicowania komorek na etapie promielocytow i nastepuje ich akumulacja w szpiku
kostnym. APL 2z obecnoscia fuzji PML::RARA zgodnie z wytycznymi WHO
klasyfikowana jest jako podtyp AML =z nawracajacymi nieprawidlowosciami
genetycznymi (Do6hner i in., 2022; Sanz i in., 2019).

W analizowanej grupie badanej zidentyfikowano réwniez rzadkie rearanzacje,
takie jak ETV6::MNI, ETV6::PDGFRB, ETV6::NTRK3 oraz KMT2A::ELL, z czestoscia
wynoszaca po 1% kazda. Powyzsze fuzje genéw naleza do grupy nietypowych aberracji
genetycznych o zréznicowanym znaczeniu biologicznym 1 klinicznym. Fuzje genu
KMT24, w tym KMT2A::ELL, wiaza si¢ zazwyczaj z niekorzystnym rokowaniem,

a pacjenci sg czesto kwalifikowani do terapii wedlug schematow dla grup wysokiego
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ryzyka (Muntean & Hess, 2012; Marschalek, 2016). Z kolei obecnos¢ fuzji
ETV6::PDGFRB moze stanowié¢ potencjalny cel terapii ukierunkowanej. Badania
wykazaly, ze chorzy z ta rearanzacja odpowiadajg na leczenie imatynibem, uzyskujac
szybkie i glebokie remisje hematologiczne oraz molekularne (Lierman & Cools, 2007).
Fuzje ETV6::NTRK3 wystepuja wyjatkowo rzadko w AML, natomiast zostaly szerzej
opisane w nowotworach litych, takich jak wydzielniczy rak piersi czy wrodzony
wiokniakomigsak. Wyniki badan klinicznych i przedklinicznych sugeruja, ze obecnosé
tej rearanzacji moze wigza¢ si¢ z potencjalng wrazliwoscig na inhibitory TRK np.
entrectynib (Kralik i in., 2011; Smith 1 in., 2018; Joshi i in., 2019). Fuzja ETV6::MN1
rowniez stanowi rzadka, ale nawracajaca nieprawidlowos¢ chromosomowa
w nowotworach szpiku. Jej znaczenie kliniczne i prognostyczne nie zostato dotychczas
jednoznacznie okreslone. Wyniki badan in vitro sugeruja, ze rearanzacja ETV6::MNI
wykazuje wlasciwosci onkogenne, a jej nadekspresja moze zwigksza¢ opornos¢ komorek
biataczkowych na idarubicyne. Sugeruje to potencjalny udziat powyzszej fuzji w procesie
leukemogenezy 1 progresji choroby (Gong i in., 2018).

Ze wzgledu na niska czesto$¢ wystepowania, dostepne dane kliniczne dotyczace
znaczenia prognostycznego i terapeutycznego rzadko wystepujacych fuzji w AML sg
ograniczone. Jednak ich identyfikacja ma istotne znaczenie diagnostyczne i potencjalnie
terapeutyczne, szczegdlnie w kontekscie kwalifikacji pacjentow do przysztych terapii
celowanych. Migdzy innymi z tego wlasnie wzgledu zastosowanie technologii NGS
stanowi niezwykle cenne narzedzie w kompleksowej diagnostyce molekularnej AML.
Panele NGS pozwalaja nie tylko na wykrywanie dobrze poznanych i czesto
wystepujacych wariantow fuzyjnych, ale rowniez na identyfikacje rzadkich lub
nietypowych rearanzacji, ktore moglyby pozosta¢ niewykryte przy stosowaniu wytacznie
metod ukierunkowanych. Tak szerokie podejscie diagnostyczne, jakim jest stosowanie
NGS, zwicksza szans¢ na pelng charakterystyke molekularng AML. Moze to miec

kluczowe znaczenie dla whasciwe;j stratyfikacji ryzyka i doboru terapii dla pacjentow.

Charakterystyka molekularna wykrytych wariantow genetycznych

Zastosowanie techniki NGS pozwala na identyfikacje wielu typdw zmian
molekularnych w badanych genach, pozwalajac na szerokie przedstawienie profilu
mutacji wsérdd pacjentdw. Drugim celem szczegoétowym niniejszej rozprawy doktorskiej
byta charakterystyka molekularna wykrytych wariantow genetycznych z uwzglednieniem
ich klasyfikacji funkcjonalnej. W przypadku analizowanej kohorty dominujacag forma
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zmian byly mutacje zmiany sensu, ktore najczgsciej wynikaly z polimorfizmu
nukleotydéw (SNP). Ten typ zmian jest jednym z najczestszych mechanizmow
prowadzacych do zaburzen funkcji bialek sygnatowych, regulatorowych
i epigenetycznych w AML. Kolejnymi czesto identyfikowanymi zmianami byly insercje
oraz delecje powodujgce przesuniecie ramki odczytu. Sg to zmiany charakteryzujace sie
silnym wplywem na strukture biatka, czesto skutkujacym utrata funkcji. Z kolei
sporadyczne wykrycie insercji/delecji niepowodujacych przesunig¢cia ramki odczytu oraz
fuzji genowych potwierdza, ze cho¢ sa one rzadsze, moga odgrywaé wazng role
diagnostyczng 1 prognostyczng. Prezentowana w badanej kohorcie klasyfikacja
wariantow jest zgodna z typowym rozkladem typdw zmian badanej jednostki chorobowe;j
(G. Liiin., 2020; Shi i in., 2020; N. Zhang 1 in., 2020; Shultz i in., 2022).

Analiza klas substytucji wykazala przewage tranzycji C>T, co jest czgsto
obserwowane w nowotworach zwigzanych z procesami deaminacji cytozyny i starzeniem
komorek, co moze odzwierciedla¢ patogeneze AML u czesci pacjentow, zwlaszcza
w starszym wieku. Charakterystyka molekularna wykrytych zmian, uwzgledniajaca
klasyfikacje wariantow, typy wariantow oraz klasy substytucji, wykazata zgodnosc
uzyskanych wynikow z danymi dostepnymi w pismiennictwie. Obserwowane profile
mutacyjne wskazujg na podobienstwo badanej kohorty pacjentéw z AML do populacji
opisywanych w innych badaniach, co potwierdza reprezentatywno$¢ analizowanej grupy
(G. Liiin., 2020; Shi i in., 2020; N. Zhang i in., 2020; Shultz i in., 2022).

Analiza rozktadu liczby mutacji na pacjenta wykazata, ze wiekszos¢ badanych
0sOb posiadata od jednej do trzech zmian genetycznych, co jest charakterystyczne dla
chorych z AML. U ok. 13% pacjentow nie wykryto zmian w zadnym z analizowanych
genow. Jest to zgodne z danymi literaturowymi i moze odzwierciedla¢ zaréwno
ograniczenia zastosowanego panelu, jak i heterogenno$¢ molekularng AML, ktora moze
obejmowac¢ zmiany zlokalizowane poza badanym zestawem genow (R. Wang i in., 2020;
Kurzer & Weinberg, 2023).

W niniejszej pracy przeprowadzono analize lokalizacji mutacji w genach FLT3,
NPM1, TP53 oraz CEBPA w badanej kohorcie pacjentow. W analizie skupiono si¢ na
powyzszych genach, ze wzgledu na ich kluczowe znaczenie kliniczne i prognostyczne,
zgodnie z aktualnymi wytycznymi diagnostycznymi (Dohner 1 in., 2022). Geny NPM1
1 FLT3, charakteryzuja si¢ wystgpowaniem mutacji w typowych, dobrze zdefiniowanych
regionach. W genie FLT3 wigkszos¢ zmian koncentrowala si¢ w rejonie obejmujacym

eksony 14 i1 15, w obrebie domeny okotoblonowej. Jest to typowa lokalizacja dla
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wewnetrznych tandemowych duplikacji (ITD), ktére stanowig klasyczny typ mutacji
genu FLT3 o istotnym znaczeniu klinicznym. Dodatkowo zaobserwowano mutacje
w domenie kinazy tyrozynowej (TKD), w tym w kodonie 835, ktory stanowi
charakterystyczne miejsce mutacji punktowych typu zmiany sensu genu FLT3 (Koga
11in., 2025; Schranz i in., 2018).

Mutacje genu NPM1 koncentrowaly si¢ w eksonie 11 i obejmowaly jeden typ
insercji prowadzacej do przesuniecia ramki odczytu. W analizowanej kohorcie pacjentéw
jedynym zarejestrowanym wariantem byla zmiana p.Trp288CysfsTer12, typowa dla
AML z mutacja NPM]I. Jest to wariant mutacji typu A, stanowigcy okoto 75-80%
wszystkich mutacji NPM1 wystepujacych w AML (Chin i in., 2023; Hindley i in., 2021).

Natomiast w genach, takich jak 7P53 i CEBPA, zmiany moga by¢ rozproszone
i nie wykazuja jednego charakterystycznego wzorca. W genie TP53 mutacje byty
rozproszone i nie wykazywaly wyraznych hotspotéw. Dominowaly tutaj warianty typu
zmiany sensu, ktore byly zlokalizowane w domenie wigzacej DNA (eksony 5-8).
Odpowiada to typowemu profilowi mutacyjnemu genu 7P53 w AML. Tego typu zmiany
prowadzg do utraty funkcji biatka p53 i sg silnie zwigzane z niekorzystnym rokowaniem
oraz opornoscig na leczenie (Prochazka i in., 2019).

Mutacje genu CEBPA wystepowaly zarowno w czesci N-, jak 1 C-koncowej genu,
obejmujac m.in. domene bZIP odpowiedzialng za wigzanie DNA. Charakter tych zmian
ma istotne znaczenie prognostyczne. Mutacje niezmieniajace ramki odczytu w domenie
bZIP sa zwigzane z korzystnym rokowaniem u chorych na AML niezaleznie od tego, czy
wystepuja jako mutacje bialleliczne, czy monoalleliczne (Dohner i in., 2022).
Obserwowany rozktad mutacji w genie CEBPA w analizowanej kohorcie rdwniez
odpowiada znanym schematom opisanym literaturze (Wakita i in., 2022; Y. Zhang i in.,
2020). Réznorodno$¢ lokalizacji mutacji uzasadnia zastosowanie NGS. Technologia ta
pozwala analizowa¢ cate geny i wykrywac¢ zarowno klasyczne miejsca mutacji (ang.
hotspots), jak i rzadkie warianty, czego nie umozliwiajg ukierunkowane testy PCR.

Kolejnym istotnym elementem prezentowanej rozprawy doktorskiej jest analiza
czestosci allelicznej wariantow w genach najczesciej ulegajacych mutacjom w badanej
kohorcie AML. W zalezno$ci od oberwanego poziomu VAF mozna wnioskowac
o klonalnym charakterze poszczeg6lnych mutacji oraz ich znaczeniu jako tzw. mutacji
zatozycielskich (ang. founding mutations). (Dohner 1 in., 2022; Vosberg & Greif, 2019).
Wartosci VAF nieuwzgledniajace korekcji o odsetek blastow w  wigkszosci

analizowanych gendw miescily si¢ w zakresie wartosci posrednich. Ze wzgledu na to ze
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AML jest choroba wywodzaca sie z populacji blastéw, zastosowano korekcje VAF
0 procentowg zawarto$¢ blastow w badanych probkach. Takie podejscie umozliwia
bardziej precyzyjne oszacowanie rzeczywistego udziatu allelu zmutowanego w populacji
komorek nowotworowych. Analiza rozktadu wartosci VAF po uwzglednieniu korekeji
o odsetek blastow wykazala zréznicowany charakter klonalny mutacji w badanej
kohorcie AML. Mutacje w genach TP53, RUNXI, ASXL1, DNMT3A, TET2, SRSF2 oraz
NPM]1 charakteryzowaly sie wyzszymi medianami VAF oraz obecnos$cig licznych
przypadkéw z wartosciami zblizonymi do 1. Moze to sugerowa¢ ich klonalny charakter
oraz potencjalnie wczesniejsze pojawienie si¢ w procesie leukemogenezy (Hirsch i in.,
2016; Miles 1 in., 2020).

Szczego6lng uwage zwracaja przypadki z bardzo wysokimi warto$ciami VAF dla
genu TP53. Zmiany te czgsto wystepuja jako zmiany klonalne dominujace, silnie
powigzane z niekorzystnym rokowaniem (Corces-Zimmerman i in., 2014; Schmalbrock
i in., 2021; Cocciardi i in., 2019). Uwzgledniajac dostepne dane cytogenetyczne
obejmujace informacje o delecji ramienia 17p genu 7P53 mozna wnioskowac
o utarcie heterozygotycznosci w kilku przypadkach. Takie sytuacje wigza sie
z wyjatkowo niekorzystnym rokowaniem (Barbosa i in., 2019; Short i in., 2020; Shahzad
iin., 2024).

Interesujagca obserwacja byla wysoka mediana VAF dla mutacji genu JAK2,
wynoszaca okolo 1. Taki profil moze sugerowa¢ klonalny charakter oraz wystgpowanie
w stanie homozygotycznym lub utrat¢ heterozygotycznosci, do ktorej moze dochodzié
m.in. w wyniku disomii jednorodzicielskiej (ang. uniparental disomy, UPD) obejmujacej
ramie krotkie chromosomu 9 (9p), na ktérym zlokalizowany jest gen JAK2 (Milosevic
Feenstra i in., 2020; Ushijima i in., 2024).

Zmiany w genach FLT3 oraz NRAS wykazywaly nizsze mediany VAF co moze
sugerowac ich charakter subklonalny. Wyniki te sa zgodne z modelem ewolucji klonalnej
AML. Mutacje aktywujace szlaki proliferacyjne petnia role wtoérnych zdarzen i pojawiaja
si¢ w pdzniejszych etapach progresji choroby (Papaemmanuil i in., 2016; N. Daver i in.,

2019; Bergeron i in., 2023).

Ocena wspélwystepowania mutacji w badanych genach. Identyfikacja najczeSciej
wspolistniejacych zmian genetycznych
Kolejnym celem niniejszej rozprawy doktorskiej byla analiza interakcji pomigdzy

najczesciej zmienionymi genami w badanej kohorcie, ktora ujawnita obecnos¢ kilku
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wzorcow. W analizowanej kohorcie odnotowano czgste wspotwystgpowanie mutacji
w genach FLT3 i NPM1, co jest zgodne z danymi literaturowymi wskazujacymi na $cisty
zwigzek pomiedzy tymi zmianami w patogenezie AML. Mutacje w genie NPM1 naleza
do najczestszych zmian molekularnych w grupie pacjentdéw z AML o prawidlowym
kariotypie, wystepujac u okoto 50-60% chorych dorostych. Ich obecnos$¢ wiaze si¢
z korzystnym rokowaniem, szczegdlnie w przypadkach bez wspdtistniejace] mutacji
FLT3-ITD. Pacjenci z obecng mutacjg genu NPMI charakteryzujg si¢ wyzszym
odsetkiem catkowitych remisji hematologicznych oraz dtuzszym przezyciem wolnym od
choroby i1 zdarzen w poréwnaniu z chorymi bez tej zmiany (Lewandowski, 2012;
Lachowiez i in., 2020). Z kolei mutacje genu FLT3 wystepuja u okoto 30% dorostych
pacjentdw z nowo rozpoznanym AML. Dominujgca forma wariantow genu FLT3 jest
wewnetrzna tandemowa duplikacja (FLT3-ITD). Obecno$¢ tej mutacji jest uznawana za
czynnik ztego rokowania i wigze si¢ ze zwickszonym ryzykiem nawrotu choroby
(Wisniewski i in., 2018; Lachowiez i in., 2020). Badania kliniczne wykazaly jednak, ze
zastosowanie inhibitorow kinazy tyrozynowej, takich jak midostauryna, w potaczeniu ze
standardowg chemioterapia znaczaco poprawia wyniki leczenia chorych z mutacjg genu
FLT3 (Stone i in., 2017).

Wspotwystepowanie mutacji NPM1 i FLT3-ITD stanowi szczego6lny podtyp
AML, wedhug klasyfikacji ELN 2022. Zgodnie z aktualnymi wytycznymi, obecnos¢
mutacji NPM1 bez towarzyszacej zmiany FLT3-ITD wigze si¢ z korzystnym
rokowaniem, natomiast mutacja NPM1 wspotistniejaca z FLT3-1TD, klasyfikowana jest
jako grupa ryzyka posredniego (Dohner i in., 2022). Obecnos¢ NPM1 moze czg$ciowo
tagodzi¢ negatywny wptyw FLT3-ITD. Mutacja NPM1 pojawia si¢ jako zdarzenie
inicjujace, a zmiana FLT3-ITD jako zdarzenie wtorne napedzajace proliferacje komodrek
biataczkowych (Papaemmanuil i in., 2016; Déhner 1 in., 2022; Y. Li i in., 2023).

Kolejnym przykladem wspotwystepowania zmian jest obecnos$¢ fuzji
PML::RARA ze zmianami w genie FLT3. Fuzja PML::RARA, charakterystyczna dla ostrej
bialaczki promielocytowej, wystepuje w 5-10% przypadkéw AML 1 determinuje
zastosowanie leczenia ukierunkowanego na receptory kwasu retinowego (ATRA) oraz
trojtlenek arsenu (ATO). Wprowadzenie powyzszego schematu leczenia znaczaco
poprawia rokowanie pacjentow (Wierzbowska & Gotos, 2013; Lv i in., 2019; Tripon
11in., 2020). Zmiany genu FLT3, gtdéwnie typu ITD, wspotwystepuja z wyzej wymieniong
fuzja w okolo 30-40% przypadkow i1 sa zwigzane z nadmierng aktywacja szlaku

proliferacyjnego (Liquori i in., 2020). Znaczenie prognostyczne wspolwystepowania
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fuzji PML::RARA 1 wariantdéw FLT3-ITD nie zostalo jednoznacznie okreslone, jednak
wiele badan wskazuje na negatywny wplyw na przebieg kliniczny. Szczegdlnie istotne
jest to w przypadku wysokiego stosunku alleli zmutowanych do typu dzikiego wariantu
FLT3-ITD (Testa & Lo-Coco, 2016; Tripon i in., 2020). W zwigzku z tym
wspotwystepowanie powyzszych zmian moze wskazywaé na istnienie podgrupy
pacjentow wymagajacych intensywniejszego monitorowania choroby resztkowej oraz
rozwazenia wczesnego zastosowania terapii celowanych inhibitorami FLT3 (Stone i in.,
2017; N. Daver i in., 2019).

Innym przyktadem wspotwystepowania zmian molekularnych jest jednoczesna
obecnos¢ mutacji w genach FLT3 i KRAS/NRAS. W badanej grupie zidentyfikowano
pigciu (4,6%) takich pacjentow (dwoch ze zmianami gendéw FLT3 i KRAS oraz trzech ze
zmianami genéw FLT3 i NRAS). Mutacje w genach KRAS i NRAS prowadza do
konstytutywnej aktywacji szlaku RAS/MAPK, odgrywajacego kluczowa rol¢ w regulacji
proliferacji 1 przezycia komodrek nowotworowych. Aktywacja tego szlaku moze
ogranicza¢ skuteczno$¢ inhibitorow FLT3 oraz sprzyjaé rozwojowi opornosci na
leczenie. Moze to stanowié biologiczne uzasadnienie dla rozwazania stosowania
inhibitorow MEK jako potencjalnej strategii terapeutycznej u wybranych pacjentow.
Nalezy jednak podkresli¢, ze podejscie to nie stanowi obecnie standardu leczenia AML,
ale moze znajdowaé zastosowanie w ramach terapii skojarzonych (McMahon 1 in.2019,
Eguchi i in., 2020, Alawieh i in., 2024).

Istotng obserwacja wynikajaca z analizy interakcji somatycznych pomigdzy
najczesciej zmienionymi genami w badanej kohorcie pacjentow jest odnotowanie pary
gendw wykazujacych wzajemne wykluczanie si¢ mutacji. Moze to wskazywaé¢ na
alternatywne $ciezki molekularne prowadzace do transformacji nowotworowej. Zjawisko
to sugeruje, ze obecno$¢ jednego wariantu moze eliminowaé presj¢ selekcyjna na
wystapienie innego wariantu (Papaemmanuil i in., 2016). W analizowanej kohorcie
pacjentdow zaobserwowano wzajemne wykluczanie si¢ zmian genéw TP53 1 FLT3.
Mutacje 7P53 stanowia odrebng kategorie zmian typowo wystepujacych w AML
o zlozonym kariotypie i wiazacych si¢ z bardzo niekorzystnym rokowaniem (D&hner
iin., 2022; Weinberg i in., 2022). Z kolei wariant FLT3-ITD jest czesciej obserwowany
w AML z prawidlowym kariotypem. Wzajemne wykluczanie zmian genéw TP53 1 FLT3
moze zatem odzwierciedla¢ rozbiezne mechanizmy patogenezy AML. Z jednej strony

obecna jest leukemogeneza napedzana niestabilnosciga genomowa (7P53), z drugiej
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z kolei mozna obserwowac proliferacj¢ zalezng od aktywacji kinaz sygnatowych (FLT3)
(N. G. Daver i in., 2022).

Zidentyfikowane wzorce wspdtwystepowania i wzajemnego wykluczania sg
spdjne z opisanymi podziatami biologicznymi AML, opartymi na mechanizmach
molekularnych. Potwierdzaja one heterogenno$¢ choroby oraz znaczenie

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

Ocena skuteczno$ci stratyfikacji pacjentéw do terapii ukierunkowanych
molekularnie z wykorzystaniem NGS

Ostatnim celem pracy byla ocena skutecznosci stratyfikacji pacjentéw do terapii
ukierunkowanej molekularnie. Wyniki przeprowadzonej analizy wskazuja, ze w badane;j
kohorcie 109 pacjentow 46% (50 przypadkow) posiadato co najmniej jedng zmiane
genetyczng, ktéra moglaby stanowi¢ potencjalne wskazanie do leczenia
ukierunkowanego molekularnie. Mutacje genu FLT3 stanowig jeden z najlepiej
scharakteryzowanych markerow terapii celowanej w AML. Dodanie inhibitorow kinazy,
takich jak midostauryna, gilteritinib czy sorafenib, do standardowej chemioterapii
znaczaco wydtuza catkowite przezycie i przezycie wolne od zdarzen u pacjentow z AML
z obecng mutacjg genu FLT3 (Stone i in., 2017; Voso i in., 2020; Szczepaniak
& Rzetelska, 2022).

W przypadku pacjentow z mutacja NPMI lub rearanzacja genu KMT2A
obiecujace wyniki wykazuja obecnie badania kliniczne z zastosowaniem inhibitoréw
meniny (np. revumenib) (Issa i1 in., 2023; Arellano 1 in., 2025). Podobnie mutacje
w genach [DHI 1 I[IDH2, umozliwiaja zastosowanie inhibitorow, ivosidenibu
i enasidenibu, ktore wykazatly skutecznos¢ zaréwno w leczeniu nawrotowej, jak i nowo
rozpoznanej AML (Stein i in., 2017; Venugopal i in., 2022; Montesinos i in., 2022).

Istotne znaczenie kliniczne wykazuja rowniez pacjenci z obecnoscig rearanzacji
PML::RARA, typowej dla ostrej biataczki promielocytowej. W tej grupie chorych
zastosowanie terapii skojarzonej kwasem all-trans retinowym 1 trdjtlenkiem arsenu
pozwala uzyska¢ bardzo wysokie odsetki remisji catkowitych i dlugotrwale przezycie
(Liquori 1 in., 2020; A. Zhang & Qiu, 2025). Z kolei pacjenci z CBF-AML,
z obecnoscig translokacji RUNXI::RUNXITI lub CBFB::MYH]I1, charakteryzuja si¢
zazwyczaj korzystnym rokowaniem przy zastosowaniu standardowych protokotow
chemioterapii z terapiag celowang gemtuzumabem ozogamycyny (Bourne i in., 2024;

Ronnacker i in., 2025).
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Warto podkresli¢, ze cze$¢ pacjentdéw wykazywala wspotwystepowanie wigcej
niz jednej zmiany potencjalnie kwalifikujacej do terapii celowanej, co odzwierciedla
ztozony charakter molekularny AML. Uzyskane wyniki wskazuja, ze niemal potowa
analizowanych przypadkéw moglaby potencjalnie odnies¢ korzy$sé¢ =z leczenia
celowanego. Podkresla to znaczenie kompleksowego profilowania genetycznego
w procesie diagnostyczno-terapeutycznym chorych na AML. Nalezy jednak zaznaczy¢,
ze obecnos¢ zmian molekularnych stanowi jedynie jeden z czynnikow branych pod
uwage przy kwalifikacji do terapii ukierunkowanych. Ostateczna decyzja terapeutyczna
wymaga uwzglednienia dodatkowych parametréw klinicznych, takich jak ogoélny stan
pacjenta, wiek, choroby wspolistniejace, wyniki badan laboratoryjnych oraz wczesniejsze
leczenie. Dostepnosé lekow celowanych moze by¢ rdwniez ograniczona ze wzgledu na
aktualne programy lekowe oraz objecie refundacja jedynie wybranych chorych z AML,
spetniajacych okreslone kryteria kwalifikacji do programéw lekowych. Niemniej jednak
uzyskane dane wskazujg na istotny potencjal zastosowania terapii celowanych w oparciu
o profil molekularny pacjentow z AML (Ddéhner 1 in., 2022).

Dodatkowo analizujac uzyskane wyniki badan profilowania genetycznego
badanej kohorty oraz dostgpne dane cytogenetyczne dokonano stratyfikacji ryzyka
pacjentow wedtug aktualnych kryteriow European LeukemiaNet (ELN 2022). W trakcie
przeprowadzonej analizy zastosowano priorytet dla zmian o gorszym rokowaniu
w przypadku wspolwystepowania zmian o réznym znaczeniu prognostycznym. Podejscie
takie jest zgodne z wytycznymi ELN, gdzie hierarchiczna struktura zmian
o niekorzystnym znaczeniu determinuje ostateczng klasyfikacje pacjentow do grupy
ryzyka (Dohner i in., 2022). W celu okreslenia ryzyka dla pacjentéw oprocz danych
molekularnych uwzgledniono réwniez dostepne dane cytogenetyczne. Uzyskany rozktad
pacjentow pomiedzy poszczegdlnymi kategoriami ryzyka to 22% pacjentéw w grupie
ryzyka korzystnego, 30% w grupie ryzyka posredniego oraz 48% w grupie ryzyka
niekorzystnego. Otrzymane dane wskazujg na przewage przypadkow pacjentow z grupy
ryzyka niekorzystanego co jest zgodne z obserwacjami innych badan obejmujacych
populacje dorostych pacjentdow z AML (Jentzsch i in., 2021, 2022; Hoff i in., 2024).
Wysoki odsetek przypadkow w grupie niekorzystnego ryzyka podkresla znaczenie
szerokiej diagnostyki molekularnej z wykorzystaniem paneli NGS. Istotna jest rowniez
kompleksowa analiza cytogenetyczno-molekularna, ktéra ma bezposrednie przetozenie
na stratyfikacje ryzyka pacjentow oraz wybdr optymalnego postgpowania

terapeutycznego.
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8 Podsumowanie i wnioski

W prezentowanej rozprawie doktorskiej przeprowadzono analize profilu mutacji

u pacjentéw ze zdiagnozowana ostra biataczka szpikowa, leczonych w Swietokrzyskim

Centrum Onkologii w latach 2020-2023. Gléwnym celem badania bylo szczegoétowe

okreslenie i charakterystyka profilu mutacji w badanej kohorcie pacjentéw. Na podstawie

przeprowadzonej analizy wynikow badan wysuni¢to nastepujace wnioski:

1.

U 95 pacjentéw (87,16%) wykryto co najmniej jedng zmiane genetycznag,
natomiast u pozostatych 14 0s6b (12,84%) nie stwierdzono obecnosci wariantow
patogennych ani prawdopodobnie patogennych w badanych genach.
W analizowanej grupie najczesciej mutacjom ulegat gen FLT3 (25%). Drugim
najczesciej mutowanym genem byt NPM1 (17%). Na trzecim miejscu znalazty
sie mutacje genu 7P53 (13%). Zidentyfikowano 7 wariantéw rearanzacji
fuzyjnych (RUNXI::RUNXITI, PML::RARA, CBFB::MYHIIl, ETV6::MNI,
ETV6::NTRK3, ETV6::PDGFRB, KMT2A::ELL). Uzyskane wyniki dotyczace
czestosci mutacji w analizowanych genach sa zgodne z danymi pochodzacymi
z duzych, wieloosrodkowych badan wykorzystujacych technologie NGS, takich
jak BEAT AML i TCGA. Wskazuje to na reprezentatywno$¢ badanej kohorty
oraz spojnos¢ uzyskanych wynikéw z obserwacjami raportowanymi w innych

osrodkach.

. Analiza klasyfikacji wykrytych wariantow wykazala, ze w badanej kohorcie

pacjentow z AML zdecydowang wigkszo$¢ stanowily mutacje typu missense.
Pod wzgledem rodzaju zidentyfikowanych wariantow dominowaly substytucje
pojedynczych nukleotydow, ktére stanowily ponad polowe wszystkich
wykrytych zmian. W dalszej kolejnosci obserwowano insercje i delecje,
obejmujace zarowno mutacje prowadzace do przesuniecia ramki odczytu, jak
i zmiany niepowodujace jej zaburzenia. Ponadto wykryto kilka réznych
wariantow fuzji genowych. Liczba wykrytych mutacji na probke byla
zréznicowana. Wiekszo$¢ chorych miata od 1 do 3 wariantow, a mediana
wyniosta 3 mutacje na pacjenta. U czesci 0sob obserwowano wieksza akumulacje
zmian tj. 5 zmian (9 przypadkow) lub 6 zmian (2 przypadki) jednoczesnie.

Analiza interakcji somatycznych ujawnita charakterystyczne dla AML wzorce
wspotwystepowania 1 wzajemnego wykluczania mutacji. Najczescie]

obserwowano wspotwystepowanie mutacji gendw NPM1 i FLT3. Stwierdzono
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réwniez wyrazne wzajemne wykluczanie migdzy mutacjami FL73 i TP53 oraz
FLT31J4AK2. W badanej kohorcie u 4,6% chorych mutacjom FLT3 towarzyszyty
mutacje w genach KRAS 1 NRAS, ktore, jak wskazuja opublikowane dane, moga
mie¢ wplyw na gorszg odpowiedz na leczenie.

4. Przeprowadzona analiza wykazata, ze niemal polowa pacjentow z badanej
kohorty (46%) posiadala zmiany genetyczne umozliwiajace zastosowanie terapii
ukierunkowanych molekularnie (biorgc pod uwage jedynie dobor terapii na
podstawie wykrytych zmian genetycznych). Najczesciej dotyczyly one genow
FLT3, NPM1, IDHI, IDH? oraz rearanzacji PML::RARA, RUNXI::RUNXITI,
CBFB::MYHII 1 KMT2A. Nalezy tutaj podkresli¢ znaczenie mutacji genow
FLT3 i IDHI, ze wzgledu na dostepne inhibitory, NPMI, ze wzgledu na
mozliwo$¢ monitorowania MRD, a takze zmiany genu 7P53, ktore wigzg sie
z wybitnie ztym rokowaniem pacjentow. Zmiany te wplywaja na konkretne
decyzje kliniczne. Inne zmiany, jak np. DNMT3A4, TET2 czy ASXLI stanowig
raczej dodatek do diagnozy lub moga by¢ zwigzane z klonalng hematopoeza
o nieokreslonym potencjale i nie zawsze wplywaja na decyzje terapeutyczne
i rokowanie pacjentow.

Wyniki prowadzonych badan potwierdzaja heterogenny charakter patogenezy AML.
Pokazuja réwniez istotne znaczenie wykorzystania technologii NGS, umozliwiajacej
szerokie profilowanie zmian molekularnych, co pozwala na szczegétowa charakterystyke
zmian krajobrazu genetycznego AML. Kompleksowe profilowanie molekularne AML
stanowi kluczowy element nowoczesnej diagnostyki i moze istotnie wplynaé¢ na dobor

skuteczniejszego, spersonalizowanego leczenia.
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9 Streszczenie

Ostra bialaczka szpikowa (ang. acute myeloid leukemia, AML) jest przyktadem
nowotworu mieloidalnego o dynamicznym i agresywnym przebiegu. Choroba ta dotyczy
wszystkich grup wiekowych, jednak mediana zachorowalnosci wynosi okoto 65 lat. AML
jest heterogennym i agresywnym klonalnym zaburzeniem komoérek progenitorowych
ukfadu krwiotworczego. Cechuje si¢ duzym zrdéznicowaniem pod wzgledem
nieprawidlowosci chromosomalnych, mutacji genowych oraz zmian w ekspresji licznych
genow. W ostatniej dekadzie osiggnigto istotny postep w zrozumieniu patogenezy AML.
Co istotne, nawet do 86% przypadkéw AML wigze si¢ z obecnoscia co najmniej dwdch
mutacji, a w trakcie rozwoju choroby oraz leczenia moga pojawiaé si¢ kolejne zmiany
genetyczne.

Wysoka heterogenno$¢ genetyczna AML wymaga zastosowania metod
diagnostycznych o duzej przepustowosci, ktére umozliwiaja wykrycie wielu mutacji
w jednym badaniu. Sekwencjonowanie nastepnej generacji (ang. next-generation
sequencing, NGS) stanowi innowacj¢ w dziedzinie analizy genomowej. Techniki NGS
pozwalaja na identyfikacje szerokiego spektrum zmian genetycznych: mutacji
pojedynczych nukleotydow, delecji i insercji, a takze fuzji genowych. Powszechne
zastosowanie NGS w diagnostyce i badaniach AML stalo sie¢ mozliwe dzigki
wprowadzeniu komercyjnych paneli, ktére umozliwiajg jednoczesng analize wielu genow
istotnych w rozwoju nowotworow szpiku. Dzieki temu mozliwe jest okreslenie
indywidualnego profilu mutacyjnego pacjenta, co przyspiesza proces diagnostyczny
1 pozwala na szybsze wdrozenie terapii spersonalizowanej.

Celem niniejszej pracy byla analiza profilu mutacyjnego u 109 pacjentow
z rozpoznaniem ostrej biataczki szpikowej, hospitalizowanych w Swietokrzyskim
Centrum Onkologii w Kielcach w latach 2020-2023.

Material do badan stanowilo DNA i RNA izolowane ze szpiku kostnego i/lub krwi
obwodowe;j. Profil mutacyjny okreslono metoda NGS z wykorzystaniem technologii lon
Torrent. Do amplifikacji materiatu genetycznego 1 przygotowania bibliotek zastosowano
zestaw Oncomine™ Myeloid Research Assay firmy Thermofisher Scientific, ktéry
umozliwia analize 40 genow oraz panelu 29 genow kierujacych fuzji (facznie 687 izoform
fuzyjnych), charakterystycznych dla AML, zespotéw mielodysplastycznych (ang.
myelodysplastic syndrome, MDS) 1 nowotwordw mieloproliferacyjnych (ang.

myeloproliferative syndrome, MPN).
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Uzyskane wyniki potwierdzily wysoka heterogennos$¢ genetyczng w badanej
kohorcie pacjentow z AML hospitalizowanych w Swietokrzyskim Centrum Onkologii
w Kielcach. Zmiany molekularne zidentyfikowano u 95 chorych (87,16%). Wykryto
mutacje w klasycznych markerach genetycznych AML, takich jak: FLT3 (ITD 1 TKD),
CEBPA, NPMI, TP53, RUNXI, ASXLI, IDHI, IDH? oraz fuzje genowe
RUNXI::RUNXITI,CBFB::MYHI111iPML::RARA. Do genéw najczesciej wykazujacych
obecnos$¢ mutacji nalezaly FLT3 (25%) oraz NPM1 (17%), ktdre sg charakterystyczne dla
AML i majg istotne znaczenie kliniczne. Ponadto wykryto mutacje w genach, ktore nie
sa rutynowo analizowane w podstawowej diagnostyce AML, m.in. JAK2, CALR, BCOR,
MPL. Zmiany te wystepowaly rzadziej i majg niejasne znaczenie rokownicze, co
wskazuje na potrzebe dalszych badan. Dodatkowo analiza danych pozwolita na
wskazanie zjawisk wspdétwystepowania i wzajemnego wykluczania si¢ mutacji, co
sugeruje istnienie specyficznych interakcji pomiedzy genami zaangazowanymi w rozwdj
AML oraz ich odrebnych szlakéw. Przeprowadzone analizy genetyczne moga stanowic
podstawe wdrazania terapii celowanych dla pacjentéw posiadajacych mutacje
w okreslonych genach np. FLT3, IDH1, IDH?2.

Uwzglednienie wigkszej liczby genéw w badaniach diagnostycznych moze
przyczyni¢ si¢ do wdrozenia bardziej skutecznych schematow terapeutycznych.
Otrzymane wyniki potwierdzaja zasadnos$¢ stosowania metod wysokoprzepustowego

sekwencjonowania nast¢pnej generacji w diagnostyce AML.
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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
determination of an individual patient’s mutational profile, thereby accelerating 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
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markers, including FLT3 (ITD and TKD), CEBPA, NPM1, TP53, RUNXI, ASXLI, IDHI,
and IDH?2, as well as in gene fusions such as RUNXI::RUNXITI, CBFB::MYH]11, and
PML::RARA. The genes most frequently harboring mutations were FL73 (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, IDHI,
and IDH?.

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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Zalqcznik 1. Deklaracja swiadomej zgody na wykonanie badania genetycznego.

| 8 wh ) ) 9

Adres

WYRAZAM ZGODE NA WYKONANIE BADANIA GENETYCZNEGO NA MATERIALE:

w celu wykonania badan molekularnych, majgcych na celu identyfikacjg zmian w DNA/RNA w
zwigzku z podejrzenieny/rozpoznaniem klinicznym choroby:
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