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SANTRUMPQOS

ALP — ankstyvasis limfocity pirmtakas

APL — antigena pateikiancios lastelés
BCR — B lasteliy receptorius
(angl. B-cell receptor)

Bl — bendras iSgyvenamumas
BLP — bendrasis limfocity pirmtakas

DH — didelé hiperdiploidija
DN — dvigubai neigiamos

DT — dvigubai teigiamos

FL — folikulinés zonos B lastelés

GC — germinalinis centras

H — sunkioji grandiné (angl. heavy
chain)

HKL — hematopoetiné kamieniné
Iastelé

HP — heterozigotiSkumo praradimai

IBLP — iSgyvenamumas be ligos
progresijos

Ig — imunoglobulinas

ITAM — imunoreceptoriy tirozino
aktyvacijos motyvai

LGH — lyginamoji genominé
hibridizacija

MK — molekulinis kariotipavimas

MPL — multipotentiné pirmtake lastelé

MZL — marginalinés zonos B-lastelés

NK — Iastelé ,,natiiralioji zudiké* (angl.
natural killer)

NKS — naujos kartos sekoskaita

NOPHO - Skandinavy Europos vaiky
onkology ir hematology asociacija
(angl. Nordic society of paediatric
hematology and oncology)

PCR — polimerazés grandininé reakcija

PDLP — pirminis daugiakryptis limfocity
pirmtakas

SCF — kamieniniy lasteliy veiksnys (angl.
stem cell factor,SCF)

SLV-1 — chemokino stromos lasteliy
veiksnys — 1

Tc — T citotoksinés lastelés (angl. T
cytotoxic cells)

TCR — T lasteliy receptorius (angl. T-cell
receptor, TCR)

TdT — deoksinukleotidiltransferazé

Th — T helperiai (angl. T helpers).

TKI — tirozino kinazés inhibitorius

UH — ,,uzsimaskavusi hipodiploidija‘“
ULL — @iminé limfoleukemija

UML — iminé mieloleukemija
MPL — multipotentiné pirmtakeé lastelé

MZL — marginalinés zonos B-lastelés

NK — lastelé ,,natiiralioji zudiké“ (angl.
natural killer)

NK — Iastelé ,,natiiralioji zudiké* (angl.
natural killer)



I[VADAS

Darbo tematika

Disertacija ,,Suaugusiyjy tminés limfoleukemijos genominiy veiksniy ir ju
evoliucijos tyrimas™ yra sudaryta i§ dvieju susijusiy daliy, kurios yra aktualios
Siuolaikinéje onkohematologijoje. Pirmoje dalyje, pasitelkus molekulinio
kariotipavimo metoda (MK), istirti 20072013 m. Lietuvoje diagnozuoty suaugusiy
pacienty @iminés limfoleukemijos (ULL) atvejai. Sioje dalyje MK, pasizyminéiu
didele skiriamaja geba, nustatomas platus chromosominiy aberacijy spektras, Kuris
apima tiek nedideles delecijas / duplikacijas, tiek stambius struktiirinius
chromosominius poky¢ius bei pavieniy chromosomy monosomijas / trisomijas.
Nustacius genominiy aberaciju ,,Zemélapi, buvo bandoma ji detalizuoti ir
struktiirizuoti: jvertinti genominiy aberaciju dazni, jy pasiskirstyma pagal tipa,
dydi, lokalizacija Kkariotipe. D¢l santykinai didelio MK tikslumo yra
identifikuojama, kokie genai patenka i nustatyty aberacijy ribas, bei jvertinamas
geny potencialus leukemogeninis poveikis. Aberaciju analizés metu nustatyti nauji
genai kandidatai, kurie gali turéti jtakos ULL ligai atsirasti suaugusiy pacienty
grupéje. Susisteminti genominiy aberaciju rezultatai buvo susieti su suaugusiu
pokyCiu ir ju itakos iSgyvenamumui be ligos progresijos ir bendram
iSgyvenamumui.

Antroje tyrimo dalyje buvo bandoma nustatyti, kaip vyksta genominé kloniné
evoliucija esant suaugusiyju ULL. MK nustacius genomines aberacijas, diagnozés
metu analogiskai galima patikrinti aberacijy spektro pokycius ligos atkry¢io metu.
Taip pat buvo nagrinétas ir mutacijy, nustatyty naujos kartos sekoskaitos (NKS)
metodu, pasiskirstymas tarp Siy dviejy kritiniy ULL ligos etapy. [vertinus $iuos
duomenis buvo apibréztos kelios kloninés evoliucijos kryptys, jose dalyvaujantys
su leukemija susije genai ir galima $io genominio reiskinio klinikiné reik§mé ULL.

Darbo naujumas, aktualumas ir reik§mé

Tyrimas, kai yra analizuojami genominiai pokyc¢iai sergant onkohematologine
liga, yra pirmas tokio pobudzio Lietuvoje. Reikéty pazyméti, kad Siuo metu
pasaulyje yra atliktos tik penkios analogiskos studijos, kuriose tirtas aberaciju
spektras ULL ligoje suaugusiy pacienty grupéje, taciau tik miisy tyrime pabandyta
paziiiréti | galima genominiy aberacijy itaka iSgyvenamumui be ligos progresijos ir
bendram i§gyvenamumui. Iki $ios dienos disertacijoje tiriama suaugusiyjy ULL
kloniné evoliucija turi tik viena lyginamaja analogiska studija, atlikta Svedijos
tyréju (Safavi et al., 2015).



Vaiky ULL genomika yra santykinai gerai istirta ir suklasifikuota didelése imtyse,
0 genominiy aberaciju daZnis ir pasiskirstymas suaugusiyju ULL grupéje taip
i§samiai néra analizuotas. Zinant, kad suaugusiyju ULL atsakas i gydyma,
iSgyvenamumo be ligos progresijos ir bendro i§gyvenamumo rodikliai yra kur kas
prastesni nei vaiky, yra aktualu detaliau gilintis i Sios ligos genominiy aberacijy
klinikine ir biologine reik§me. Suaugusiems ULL pacientams taip pat biidingas
daznesnis ligos atkrytis, tad yra ypac¢ svarbu issiaiSkinti kloninés evoliucijos
biologinius mechanizmus, kryptis ir juy itaka ligai progresuoti.

Tyrimo reikSmingumas ir naujumas atsiskleidzia tiriamojoje imtyje, nes dél
nedidelés Salies populiacijos ir bendros pacienty registravimo sistemos buvo
galimybé surinkti ir iStirti visus 2007-2013 m. Salyje diagnozuotus suaugusiyju
ULL atvejus. Tokia populiaciné homogeniskos imties analizé gali tiksliau atskleisti
Sios agresyvios onkohematologinés ligos genomines aberacijas, ju tiksly
pasiskirstyma ir dazni bei ivertinti galima kliniking reikSme.

Tyrimo tikslas — iStirti suaugusiyju Tminés limfoleukemijos pacienty
genominiy aberacijy paplitima, ju prognosting reikSme ir jvertinti kloning ligos
evoliucija genomo lygmeniu.

Tyrimo tikslui jgyvendinti iSkelti uZdaviniai:

1. Atlikti suaugusiyjy ULL pacienty genominiy aberacijy analize — nustatyti
aberacijy dazni, tipa, dydj, pasiskirstyma kariotipe, lokalizacija chromosomoje.

2. Nustatyti naujas, pasikartojancias genomines aberacijas pirminés diagnozés
metu, galimai turin¢ias jtakos ULL patogenezei. ldentifikuoti naujus genus
kandidatus Lietuvos populiacijos suaugusiyju ULL grupéje.

3. Ivertinti genominiy aberaciju prognostine reik§me iSgyvenamumui be ligos
progresavimo ir bendrajam iSgyvenamumui.

4. Nustatyti suaugusiyjy ULL kloning chromosominiy aberaciju ir mutaciju
evoliucija ligos atkryCio metu. [vertinti Siy genominiy aberacijy jtaka
biologiniams ULL mechanizmams.

Ginamieji teiginiai:

1. Lietuvos suaugusiems ULL pacientams bidingas maZesnis genominiy
aberacijy atvejui daznis negu kitoms suaugusiyju ULL populiacijoms. Lyginant
su kitomis suaugusiyju ULL studijomis, nustatyti panaSiis aberantiniai

leukemogenezés genai (CDKN2AB, PAX5, IKZF1, ETV6, EBF1, TP53), taciau
ju daznis yra mazesnis.



2. Suaugusiyjy ULL grupéje nustatyti galimai nauji genai kandidatai, kurie yra
susije su ULL leukemogeneze.

3. Nustatytos chromosomings sritys ir aberantiniai genai, kurie gali turéti jtakos
suaugusiygju ULL iSgyvenamumui be ligos progresijos ir bendram
iSgyvenamumui.

4. Suaugusiyjy ULL grupéje chromosominiy aberaciju ir mutaciju lygmeniu
nustatytos trys kloninés evoliucijos kryptys: identiSki genominiy aberacijy
klonai diagnozés ir ligos atkryC¢io metu, dinaminé kloniné evoliucija i$
diagnostinio klono ir evoliucija i§ preleukeminio klono. Dazniausi aberantiniai
genai kloninés evoliucijos metu buvo CDKN2AB, PAXS5, IKZF1, ETV6, BTG1,
NRAS, KRAS. ULL kloninei evoliucijai gali turéti jtakos NRAS/KRAS geny
mutacijy ir CDKN2AB geno delecijy biologiniy mechanizmy asociacija.

Darbo aprobacija

Darbo rezultatai paskelbti keturiuose ISI saraso mokslo leidiniuose, pristatyti
tarptautinése konferencijose.
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1. LITERATUROS APZVALGA
1.1. Uminés limfoleukemijos epidemiologija

ULL dazniausiai yra nustatoma 0—14 mety (3—4 atvejai i$ 100 000), kiek re¢iau
15 mety amziaus ir vyresniems (~1 atvejis i§ 100 000) vaikams. Vaiky ULL yra
dazniausia leukemija (75 % visy Gminiy leukemijy) ir sudaro apie trec¢dali visu
vaiky diagnozuojamy véziniy susirgimy (Onciu et al., 2009). Buvo atlikta plataus
spektro epidemiologiné studija, kuri apibendrino 184 %aliy ULL daznj. Studija
rémési 2003-2007 m. nacionaliniais vézio registro duomenimis (68 Salys),
papildomai buvo perzitréta 2012 m. IARC's GLOBOCAN duomeny bazé (184
Salys). Daznis buvo skaiiuojamas 100 000 asmenuy per metus, taip pat
atsizvelgiama | amziaus grupes, lyti. Studija parodé¢, kad ULL daZniausiai
nustatoma Ekvadore (2,8 atvejo i§ 100 000), Kosta Rikoje (2,4 atvejo i§ 100 000) ir
Kolumbijoje (2,3 atvejo i§ 100 000). Rezultatai dar karta patvirtino, kad $i liga
dazniausiai nustatoma vaikams (didziausiais pikas 0—4 mety amziaus grupéje), vis
délto buvo pastebéta tendencija, kad ULL daznis vél smarkiai padidéja 75 mety ir
vyresniems asmenims (Miranda-Filho et al., 2018).

Remiantis kita panaSaus pobiidzio studija (5 zemynai, 21 Salis) nustatyta, kad,
2003-2007 mety registro duomenimis, visose $alyse ULL sieké nuo 1,08 iki 2,12
atvejo 100 000 asmeny. Vélgi pasitvirtino, kad didziausias ligos paplitimas buvo
Piety Amerikoje (Kosta Rikoje ir Kolumbijoje), o maziausias — Azijoje (Kinija,
Piety Koréja) ir Ryty Europoje (Lenkija, Cekija). Lyginant pagal amZiaus grupes,
didziausias ULL pikas yra pasiekiamas 0-4 mety amZiaus grupéje, maZiausiai ligos
atvejy nustatoma 25-29 mety ir 45-49 mety amziaus grupése. Vél ligos daznis ima
didéti pradedant nuo 50—54 mety amziaus grupés (Katz et al., 2015) (1 pav.).

Siaurés (Norvegija, Suomija, Danija, Svedija) ir Baltijos (Lietuva, Estija) Salys
naudojo bendra diagnostikos ir gydymo protokola (NOPHO 2008), kuriuo 2008—
2014 metais jvertino 1509 ULL pacienty (1-45 mety) rezultatus. Pagal amZiaus
grupes ULL pasiskirstymas buvo toks: 1022 (67,7 %) atveju 1-9 mety amziaus
grupéje, 266 (17,6 %) atveju 10-17 mety amziaus grupéje ir 221 (14,6 %) atveju
suaugusiyjy grupéje (18—45 mety amziaus grupe) (Toft et al., 2018). Abi pries tai
apraSytos studijos patvirtina, kad dazniau liga pasitaiko vyrams negu moterims
(atitinkamai 55 % ir 45 %). Epidemiologiniu pozitiriu buvo atskirai pazvelgta i
suaugusiyjy ULL grupe. Moorman su autoriais i$analizavo 349 ULL sergan¢iy
vyresniy nei 15 mety asmeny duomenis (1983-2001 m. Jungtinés Karalystés
nacionalinés statistikos departamentas). DidZiausias ULL daZnis nustatytas 15-19
mety ir >70 mety amZiaus grupése, maziausiai liga serga 35-39 ir 55-59 mety
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1 pav. ULL pasiskirstymas pagal amziy skirtingose $alyse 100 000 atveju
(Katz et al., 2015)

amZiaus grupés asmenys. Vél patvirtinta teorija, kad ULL daznesné vyrams negu
moterims (santykis 1,2 : 1), $is santykis dar padidéja jaunesniame amziuje (1,8 : 1)
(Moorman et al., 2010).

Buvo atlikta 11 Vokietijos registry centry (1175 ULL pacientai 15-69 m.) ir
JAV epidemiologijos tarnybos (2314 ULL pacienty, 15-69 m.) duomeny baziy
analiz¢ Pagal Vokietijos ir JAV duomeny bazes, suaugusiyju ULL vidutinis
sergamumo amzius yra 39 metai (Pulte et al., 2014). Analogiska vieno centro
(Indija) 507 suaugusiy ULL pacienty (15-67 m.) analizé nustaté 26 mety vidutinj
amziy susergant $ia liga (Jain et al., 2018). Lietuvoje ULL atvejai imti registruoti
1998 metais. Vaiky ULL atvejy 1998-2019 m. nustatyta 566, o suaugusiyjy —
154 atvejai (1845 m. amziaus 117, > 45 m. — 37) (vidutiniskai 1,21 atvejo
100 000 gyventoju) (neskelbti duomenys).
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1.2. Uminés limfoleukemijos biologija
1.2.1. B Iasteliy vystymasis

Uminé limfoblastiné leukemija — kraujodaros liga, atsirandanti sutrikus
limfoidiniy lasteliy pirmtakiy vystymuisi. Priklausomai nuo sutrikusiy lasteliy
pirmtakiy tipo ULL skirstoma i: B lIasteliy ir T Iasteliy ULL. Nors yra ne viena B
lasteliu vystymosi schema, tac¢iau, manoma, kad B lasteliu vystymasis prasideda
nuo hematopetinés kamieninés lastelées (HKL). HKL toliau diferencijuojasi i
ankstyva pro-B lastele, vélyva pro-B lastelg, didele pre-B lastele, maza pre-B
lastele, nesubrendusia B lastele ir subrendusia B lastele. Pirmiausia HKL
aptinkamos vaisiaus trynio maiselyje, tada jos migruoja i distaling aorta (3-4
néstumo savaité), véliau hematopoezé tgsiasi vaisiaus kepenyse (6 néstumo savaité)
ir galiausiai viskas pereina i kauly ciulpus (Bryder et al., 2006). HKL yra
pluripotentinés, atsinaujinancios, gebancios diferencijuotis i bet kuria kraujodaros
lastele (Ashley et al., 2017). Priklausomai nuo gaunamo lastelinio stimulo ir
veikianCiy transkripcijos veiksniy HKL gali diferencijuoti ivairiais keliais. HKL
produkuoja multipotentines pirmtakes lasteles (MPL). HKL virtimui { MPL didele
reikSme turi c-kit geno koduojamo receptoriaus saveika su SCF geno (angl. stem
cell factor, SCF), koduojamo kamieniniy lasteliu veiksnio ligando. Po Sios
receptoriaus ir ligando saveikos HKL praranda galimybg save atnaujinti, taciau vis
dar islaiko savybe diferencijuoti i kitas kraujo lasteliy linijas (Zayas et al., 2008).
Siame procese MPL tolesnei migracijai reik§minga ir chemokino stromos lasteliy
veiksnio — 1 (SLV-1) saveika su chemokino receptoriumi CXCR-4. Atlikus geno
SLV-1 isveiklinimo eksperimenta peléms, buvo nustatyta, kad peliy kauly
¢iulpuose hematopoezé nebevyksta, taciau vaisiaus kepenyse ji buvo nepaveikta.
Skiriamasis HKL ir MPL stadijy veiksnys yra pavirSinio lastelinio Zymens CD34
raiSka (Mohle et al., 1998; Reid et al., 2018).

Pirminis daugiakryptis limfocity pirmtakas (PDLP) yra kita B lasteliy
vystymosi stadija po MPL, kur PDLP dar turi galimybg keisti krypti i eritroidiniy-
mieloidiniy lasteliy linijas, ta¢iau daugiausia islaiko limfoidiniy ir granuliocity /
makrofagy lasteliy linijy vystymosi potenciala. Peliy modelyje kritiniai veiksniai
MPL ir PDLP stadijose yra citokinai FLT3LG ir IL-7. Eksperimentiniu btdu
pasalinus Siy citokiny receptorius, B lasteliy limfopoezé biidavo blokuojama ir
nebevykdavo (Ichii et al., 2014). FLT3 ir IL-7 geny funkcijos kelia diskusiju
kalbant apie Zmogaus B lasteliy vystymasi. Manoma, kad ¢ia yra bitinas FLT3,
taciau IL-7 atlieka svarbias funkcijas tik tam tikrose stadijose. FLT3 raiska parodo,
kad galutinai pereita i§ MPL | PDLP stadija (Hystad et al., 2007; Nakamori et al.,
2012).
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IS PDLP véliau diferencijuojasi ankstyvieji limfoidiniai pirmtakai (ALP), kuriy
skiriamasis bruozas yra pirma karta atsiradusi RAG geny raiska. Dalis ALP
migruoja i uzkricio liauka, kur virsta T lasteliy pirmtakais, o dalis liecka kauly
Ciulpuose ir toliau dalyvauja B lasteliy vystymosi procese (Zlotoff et al., 2011).
Tolesniame etape ALP diferencijuojasi i bendruosius limfoidinius pirmtakus
(BLP), kurie pagal lastelés pavirSiaus zymeni Ly6D skirstomi i: Ly6D- ir Ly6D+.
BLP su Ly6D- yra budinga proliferacija i B, T lasteles, dendritines ir NK lasteles,
taciau prarandamas potencialas virsti mieloidinés linijos lastelémis. BLP su Ly6D+
proliferuoja tik i B lasteles. Diferenciacijos i Tlasteles nepavyko pakeisti net BLP
Ly6D+ eksperimentiskai perkélus i uzkracio liaukos mikroaplinka (Zlotoff et al.,
2011). BLP stadijoje daugiausia diskusiju kelia IL-7 ir IL-7R vaidmuo. Yra
nemazai tyrimy, kur parodyta, kad peléms IL-7 yra reikalingas BLP
iSgyvenamumui, plitimui ir diferenciacijai (Dias et al., 2005), ta¢iau néra iki galo
iSaiskinta IL-7 reik§mé zmogaus BLP etape (Payne et al., 2011). Vis délto
neabejojama IL-7 ir IL-7R reikSme tolesniuose B lastelés vystymosi etapuose, pvz.:
pro-B, pre-B lastelése (Sanchez et al., 2011).

IS BLP vyksta tolesnis vystymasis i ankstyvasias pro-pre-B lastelés stadijas,
kuriose atsiranda specifiniai lastelés pavirSiaus Zymenys: CD45R, 1II klasés MHC,
CD19, CDA40. Taip pat padidéja EBF-1 geno, kurio produkuojamas baltymas kartu
su E2A geno baltymu jungiasi prie Ig geno ir pirma karta indukuoja
imunoglobuliny geny persitvarkymo pradzia, raiska (Lutz et al. 2011). Ig
persitvarkymus, kurie paremti dvigrandziy triikiy inicijavimu tarp geny segmenty,
atlicka Sioje stadijoje aktyvavusiu RAGL ir RAG2 genu (angl. recommbination
activating genes) koduojamas baltymy kompleksas (rekombinzés), o nukleotidus
atsitiktine tvarka V(D)J grandiniy rekombinacijoje prijungia terminalinés
deoksinukleotidiltransferazés (TdT) (Motera et al., 2010). Ankstyvame pro-B
lasteliy etape atsitiktinal yra sujungiami sunkiosios grandinés (angl. heavy chain,
H) variabilios srities D ir J segmentai. V segmento prijungimu prie jau susidariusio
D-J komplekso prasideda vélyvas pro-B-lastelés etapas. Cia prasideda CD19
lastelés pavirSiaus zymens raiska, kuri vyksta kartu su ankstyvoje pro-B lastelés
stadijoje prasidéjusia CD45R raiSka. Prie§ tai apraSytiems veiksmams vykti yra
svarbiis kauly Ciulpu stromos lasteliy citokinai: IL-7, SCF ir i insuling panasus
augimo veiksnys-1 (angl. insuline-like growth factor-1, IGF-1). Manoma, kad IL-7
yra reikalingas stimulas pro-B lasteliy populiacijai didéti, o IGF-1 ir SCF — pro-B
lasteliy proliferacijai (Gibson et al.,1993; Youssef et al., 2017).

Visiskai pasibaigus Ig sunkiosios grandinés VDJ rekombinacijai, prasideda pre-
B-lastelés stadija. Pre-B lastelés savo membranoje turi susiformavusi pre-B-lastelés
receptoriy (angl. pre-B-cell receptor, pre-BCR), kuri sudaro jau susiformavusi
sunkioji H grandiné, dvi surogatinés lengvosios grandinés L (sudarytos i§ VpreB ir
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lamda 5 segmenty) bei dvi signalo perdavimo transmembraninés molekulés Iga
(CD79a) ir IgB (CD79b). Pre-BCR wvyksta aleliy ekskliuzija ir sustabdomi
sunkiosios grandinés persitvarkymai (Winkler et al., 2018). Citoplazminés Ig H
grandinés ,,uodegélés” dar yra per trumpos, tad tolesnes signalo kaskadas vykdo
Iga ir IgPB imunoreceptoriy tirozino aktyvacijos motyvai (ITAM). Kol kas neaisku,
koks ligandas sukelia iniciacini ITAM fosforilinima, tatiau tai sukuria citoplazmini
signalini kelia, dél kurio ima proliferuoti pre-B lastelés su identiSka Ig H grandine.
Kadangi S8io proceso metu besidalijancios lastelés yra didesnés negu
nesidalijancios, §i stadija vadinama dideliy pre-B lasteliy stadija.

Pasibaigus proliferacijai, dalis pre-B lasteliu netenka pre-BCR — tokios lastelés
pereina pirmaji kontrolinj taska ir apoptozés biidu yra pasalinamos. Pasibaigus
proliferacijai, pereinama { mazy (nebesidalijanciy) pre-B lasteliy etapa, kuriame jau
yra  visiskai suformuota citoplazminé-membraniné¢ Ig sunkioji grandiné ir
prasideda Ig lengvosios grandinés persitvarkymai (matoma rekombinazés geny
RAG1/2 padidéjusi raiska) (Clark et al., 2005). Ig lengvosios grandinés
persitvarkymo metu vyksta geno segmenty V ir J susijungimas. Nepavykus Siam
procesui ir nesusiformavus persitvarkiusiai lengvajai grandinei, lastelé nepereina
antrojo kontrolinio tasko ir Zuista. Lastelés, kurioms pavyksta suformuoti lengvaja
granding, virsta nesubrendusiomis B lastelémis. Visi pirmiau aprasyti etapai (nuo
KL iki nesubrendusios B lastelés) yra vadinami nuo antigeno nepriklausanciais.
Nesubrendusios B lastelés savo pavirSiuje turi IgM tipo BCR ir pasizymi dideliu
specifiskumu antigenui. Si savybé leidzia atrinkti nesubrendusias B lasteles, kuriy
IgM-BCR reaguoja su savais antigenais (pvz.: subrendusiomis B lastelémis) (Maity
et al., 2015; Winkler et al., 2018). Tokioms lasteléms toliau galimos trys kryptys:
vyksta ju apoptozé (kloniné delecija), i$ naujo aktyvinamos rekombinazés RAG1/2
ir pakartotinai pertvarkomos BCR grandinés arba dalis Siy lasteliy tampa
anerginémis — palieka kauly Ciulpus, pasizymi IgD raiska, nedidele IgM raiska,
taCiau nesugeba reaguoti | antigeng ir greitai ziista. Visa §i vykdoma atranka yra
vadinama neigiama B lasteliy selekcija. Po jos atrinktos ir su savais antigenais
nereaguojancios nesubrendusios B lastelés keliauja i§ kauly Ciulpy i bluzni
tolesniam toliau vystytis (Noviski et al., 2018). Patekusios i bluzni nesubrendusios
B lastelés yra vadinamos tranzitinémis ir skirstomos | T1 ir T2 lasteles. BluZznyje
periarteriniame limfoidiniame apvalkale vykdoma T1 lasteliy neigiama selekcija ir
apoptozés metu yra sunaikinamos Iastelés, kuriy BCR reaguoja i savus antigenus.
Tada T1 lastelés patenka i pirminj bluznies folikula ir yra vadinamos T2 lastelémis.
Jos turi pereiti teigiama selekcija, kai atrenkamos T2 lastelés, galin¢ios prisijungti
antigena. Svarbus tranzitiniy lasteliy brendimo veiksnys yra B lasteles aktyvinantis
veiksnys (angl. B-cell activating factor, BAFF) ir jo saveika su BAFF receptoriais,
esanciais nesubrendusiy Blasteliy membranose. Si aktyvacija toliau leidzia T2
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lasteléms virsti arba marginalinés zonos Blastelémis (MZL), arba folikulinémis B
lastelémis (FL) (Pieper et al., 2013). Esminis veiksnys, nuo kurio priklauso,
iSsivystys MZL ar FL, yra BCR signalo stiprumas. Esant stipriam BCR signalui
kartu su kanoniniu branduolio veiksnio kB (angl. nuclear factor kB, NF- kB)
signalu T2 lastelés diferencijuojasi i FL pirmaji tipa (FL-I). Manoma, kad FL-I
virsta tos T2 lastelés, kurios turi didelj afiniSkuma savo antigenui. Jeigu BCR
signalas yra silpnas, bet kartu ,,isijungia® ir NF- kB bei NOTCH2 signalinimo
keliai, tada T2 lastelés virsta MZL. Manoma, kad MZL labiau linkusios virsti T2
lastelés, kurios turi mazesni afiniSkumg ,,svetimiems* antigenams, bet didesni
reaktyvuma ,,saviems* antigenams. Yra iskelta hipotezé, kad marginalinei zonai
visiskai uzsipildzius MZL, T2 lastelés gali virsti FL-11, kurios yra tarsi rezervings ir
esant poreikiui vél gali diferencijuotis { MZL (Pillai et al., 2009). MZL buna
lokalizuotos bluznies baltojoje pulpoje (iSoriné bluznies limfoidinio audinio dalis),
produkuoja IgM, bet maziau IgD, yra ilgaamzés, taciau po saveikos su antigenu
gali virsti trumpai gyvuojané¢iomis plazminémis lastelémis (PL), kurios produkuoja
dideli kieki IgM (Cerutti et al., 2013). FL keliauja | limfmazgiuose esancius
germinacinius centrus (GC) toliau vystytis. GC esantiose FL jvyksta
hipermutacija — reiSkinys, kai daugybe karty mutuoja Ig variabilus regionas, taip
padidinant afiniskuma antigenui. GC taip pat vyksta saveika tarp FL ir nuo T
lasteliy priklausomo antigeno, kuri produkuoja ir padeda prisijungti folikulinés
dendritinés lastelés ir folikuliniai T helperiai (angl. follicular T-helper). Dalis FL
po Sios aktyvacijos iSkart virsta trumpaamzémis plazminémis lastelémis su mazo
afiniskumo IgM — jos yra reikalingos greitam imuniniam atsakui esant infekcijoms
(De Silva et al., 2015; Takemori et al., 2014).

Lygiagreciai besivystan¢iose FL, po saveikos su folikuliniais T-helperiais,
vyksta ir ,,imunoglobuliny klasiy perjungimas®, kai rekombinacijos biidu brestanti
B lastelé geba keisti imunoglobuliny klases i§ vienos i kita, taip uztikrindama
didesnes galimybes prie§ jvairius antigenus (Xu et al.,, 2012). Po ,klasiu
perjungimo® FL virsta atminties B lastelémis ir palicka GC. Atminties-B lastelei
budingas ilgaamziskumas, didelis antikiiny afiniSkumas, IgG produkavimas,
IgM/IgD raiSkos praradimas. Susidariusiomis trumpalaikémis (i§ MZL),
ilgalaikémis (i§ FL) plazminémis bei atminties B-lastelémis (i§ FL) baigiasi B
lastelés diferenciacijos ir vystymosi ciklas.

1.2.2. B lasteliy vystymaosi transkripcinis reguliavimas
B lasteliy vystymuisi yra biitina jvairiy transkripcijos ir signalo pernasos keliuy
aktyvacija. Branduolio lygmeniu Sias pagrindines funkcijas atlieka transkripcijos

veiksniai: PU.1, lkaros, ID-1, E2A, EBF1 ir PAX5.
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PU.1 priklauso ETS transkripcijos veiksniy Seimai (kilpa-spiralé-Kilpa tipas) ir
jungiasi prie puriny gausiu DNR seky (motyvy). PU.1 B lastelése reguliuoja
kritiSkai svarbius genus: CD79a (lgo), J granding, p granding, k granding, A
granding, RAG1l rekombinazg, terminaling deoksinukelotidil- transferazg
(Somasundaram et al., 2015). ETS seimos transkripcijos veiksniai pasizymi silpnu
transkripciniu aktyvumu ir dazniausiai procese dalyvauja kartu su Kkitais
pagalbiniais transkripcijos veiksniais. Ne i§imtis yra ir PU.1, kuris veikia kartu su
PIP (LSIRF, IRF4), c-JUN ir c-FOS transkripcijos veiksniais. Eksperimentiskai
pelése isveiklinus PU.1 gena, buvo produkuojami neveiksniis, pakit¢ monocitai,
granuliocitai ir limfocity pirmtakai, kas indikuoja Sios transkripcijos veiksnio
svarba B lastelés vystymuisi, o ypa¢ MPL ir PDLP stadijose (Pang et al., 2018).

Ikaros priklauso ,,cinko pirSteliy” transkripcijos veiksniy Seimai, jo raiSka
matoma tiek KL, tie subrendusiuose limfocituose. ISskirtinis Sio transkripcijos
veiksnio bruozas yra tai, kad jo transkriptas yra potencialus taikinys
alternatyviajam splaisingui, todél Ikaros yra btidingos skirtingos izoformos, kurios
gali jungtis prie skirtingy DNR seku. Sis transkripcijos veiksnys kontroliuoja B
lasteliy limfopoezg ir funkcijas jvairiais lygmenimis. Pirmiausia, Ikaros aktyvina
IL-7R ir FIt3 receptoriy raiska BLP stadijoje ir EBF transkripcijos veiksnj pre-pro-
B lasteliy stadijose (Sellars et al., 2011). Véliau Ikaros kontroliuoja Ig H
rekombinacija aktyvindamas RAG1/2 geny raiska, o po pre-BCR kontrolinio tasko
patikros sumazina pre-BCR komponento lambda 5 raiSka. Vykstant lengvosios
grandinés L persitvarkymams, manoma, kad biitent Ikaros yra atsakingas uz aleliy
ekskliuzija (Sellars et al., 2011; Schwickert el., 2014). Ne viena studija irodé, kad
Ikaros " pelése stipriai sumazéja FIt3 ir IL-7R RNR raiska, pre-pro-Blasteliuy
skaiCius ir galutinai blokuojams B lasteliy vystymasis (Yoshida et al., 2006; Sellars
etal., 2011).

E2A geno lokusas koduoja du transkricijos veiksnius (spiralé-kilpa-spiralé tipas:
E12 ir E47. Pagrindiniai E2A taikiniai yra RAGL1 (jungiasi E47), TDT (jungiasi
E47), EBF1 (jungiasi E12) ir PAX5 (jungiasi E12). Manoma, kad, sutrikus E2A
raiskai, BLP stadijoje ir pre-pro-B lastelése sutrinka RAG1 rekombinazés veikla ir
nebevyksta Ig sunkiosios H grandinés D-J segmenty persitvarkymas (Kwon et al.,
2008; Perez-Vera et al., 2011).

ID-1 transkripcijos veiksnys, kaip ir E2A, yra spiralé-Kilpa-spiralé tipo, taciau
neturi DNR prisijungimo domeno, tad veikia kaip inhibuojantis veiksnys, o
konkrec¢iai — inhibuojantis E2A. ID-1 raiska stebima tik pro-B-lastelése. Peliy
modelyje iSveiklinus ID-1 gena, fenotipiSkai pelés atrodé kaip ir su i$veiklintu E2A
genu — buvo sutrikusios ankstyvos B-lasteliy vystymosi stadijos (Somasundaram et
al., 2015; Roschger et al., 2017).
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EBF1 transkripcijos veiksnio (angl. early B-cell factor 1, EBF1) (spiralé-kilpa-
spiralé tipo) koduojamo geno raiSka prasideda BLP stadijoje ir trunka visu B
lasteliy vystymosi periodu, i$skyrus brendimo pabaigoje visiskai diferencijuotose
plazminése lastelése. Peliy modelyje iSjungus EBF1 gena, B lasteliy vystymasis
sustodavo ties pro-B lasteliy stadija. Taip pat pastebéta, kad B lasteliy brendimo
sutrikdymas buvo labai panasaus pobudzio kaip ir E2A mutantiniy peliy, todél
iSkelta hipotezé apie E2A ir EBF1 transkripcijos veiksniy bendra veikima
(Ramirez-Komo et al., 2017). Manoma, kad EBF1 aktyvina SWI/SNF chromatino
remodeliavimo kompleksa slopindamas B lasteliy specifinius geny stipriklius
(angl. enhancers), tai skatina histony modifikacija, kuri reikalinga pereiti i kitus B
lasteliy vystymosi etapus. Si teorija parodo, kad EBF1 funkcija yra ne tik aktyvinti
tiesiogiai PAX5, POU2AF1, FOXO1 genus, bet ir slopinti specifiniy geny, kurie
neleidZia toliau bresti B lasteléms, raiska. Taip pat nustatyta, kad pati EBF1 gena
pro-B lasteliy stadijoje aktyvina IL-7 signalinis kelias (Murre et al., 2018;
Giampaolo et al., 2019).

PAX5 transkripcijos veiksnys (,,suporuotos dézutés“ tipo) yra vienas iS
svarbiausiy ir placiausiai veikianéiy B lastelei brestant, o jo kritiné reik§mé
pasireiSkia pro-B lastelés stadijoje. Manoma, kad PAX5 turi dvejopa, neigiama ir
teigiama, reguliacini mechanima B lasteliy diferenciacijoje. Neigiamos reguliacijos
metu $is transkripcijos veiksnys inhibuoja daugiaus kaip 100 geny, susijusiy Su
lasteliy adhezija, migracija, transkripcijos kontrole, receptoriy signalinimu. Visi Sie
genai gali pakeisti B lasteliy vystymasi, tad PAX5 inhibuodamas juos apsaugo ir
islaiko B lasteliy linijos krypti (Delogu et al., 2006). Sioje reguliacijoje PAXS5
laikinai inhibuoja FLT3, CSF1R, CCL3, NOTCH1 genus, kas yra geras pavyzdys,
kad sustabdomos galimybés B lasteliy linijai keisti krypti. Mutantiniu PAX5
modelyje CSF1R geno raiSka paskatina greita diferenciacija i makrofagus, 0 B-
lasteliy vystymosi linijoje procesas sustoja pro-B lasteliy stadijoje. Panasi sutrikusi
diferenciacija iSsivysto ir i§veiklinus PAX5 geng bei padidinus CCL3 geno raiska —
nebevyksta B lasteliy brendimas, ta¢iau padidéja osteoklasty formavimasis (Delogu
et al., 2006). Galiausiai PAX5 inhibuoja Tlasteliy pagrindini transkripcijos veiksni
NOTCHL1, tai iSlaikydamas Blasteliy linija (Shouabni et al., 2002). Teigiamoje
reguliacijoje PAX5 aktyvina apie 170 geny, atsakingy uz lasteliy migracija,
transkripcijos reguliacija, B-lasteliy signalinima, antigeny pristatyma bei B lasteliy
brendima. I§ Siu genu B lastelei brestant yra svarbiausi Sie: EBF1, LEF1, TCF4,
Aiolos, 1d3, Bach2, IRF4 ir IRF8. PAXS5 dalyvauja signalo pernasoje pre-BCR
aktyvindamas genus, reikalingus signalo perna$os komponentui Igo (Schebesta et
al., 2007). Nors PAX5 reik§mingiausia funkcija pasireiskia pro-B lasteliy stadijoje,
taciau jis dalyvauja ir vélesnése B lasteliy brendimo stadijose. Nuo S$io
transkripcijos veiksnio priklauso marginalinés zonos, germinacinio centro ir
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atminties B lasteliy generacija bluznyje, 0 folikulinés B lastelés kuri laika gali
funkcionuoti be PAX5. Vélgi, manoma, kad buatent PAX5 aktyvina genus
ilgaamzése plazminése lastelése, kurie yra atsakingi uz imunoglobuliny sekrecija ir
paciy plazminiy lasteliy iSgyvenamuma (Rozanski et al., 2011).

1.2.3. T lasteliy vystymasis

T lasteliy pirmtakai formuojasi i§ KL ir migruoja | uzkrii¢io liauka toliau
vystytis. Kita teorija teigia, kad dalis ALP migruoja i uzkrt¢io liauka, kur virsta T
lasteliy pirmtakais (Koch et al., 2011). T lasteliy pirmtakai, pateke i uzkriicio
liauka, vadinami timocitais. UzkrGéio liaukoje ankstyvoje vystymosi stadijoje
timocitai neturi pavirSiniy Zymeny CD4 ir CD8 ir yra vadinami dvigubai
neigiamais (DN) (CD4-CD8). Didzioji dalis DN lasteliy turi off T-lasteliu
receptorius (angl., T-cell receptor, TCR), o kita dalis — y5 TCR. Kitame vystymosi
etape DN lasteliy pavirSiuje vyksta pakaitiné adhezijos molekuliy CD44 ir
interliaukino 2 receptoriaus o grandinés CD25 raiska (Koch et al., 2011; Kumar et
al.,, 2018). Pagal CD44 ir CD25 raiska, susiformuoja keturios DN lasteliy
subpopuliacijos: CD44+CD25— (DNI1), CD44+CD25+ (DN2), CD44-CD25+
(DN3) ir DN4 (CD44-CD25-).

DN1 subpopuliacija linkusi duoti vystymosi pradzia makrofagams, NK ir
dendritinémis lastelémis. Siuo atveju DN1 stadijoje yra pirmas kontrolés taskas,
kur NOTCHL1 geno signaliniai keliai inhibuoja T lasteliy potenciala virsti kity liniju
lastelémis (Vargas et al., 2011). Véliau einancios DN2 ir DN3 stadijos skiriasi
pavirsiniais zymenimis, atitinkamai CD117 ir CD27. DN3 (CD44—CD25+) lastelés
pereina kita kritinj kontrolés taska, kuris vadinasi beta selekcija. Sios selekcijos
metu vyksta TCR B grandinés persitvarkymas, kuris prasideda D-J segmenty
susijungimu ir po to V segmento prisijungimu prie DJ. Sékmingai persitvarkiusi
TCR B grandiné susijungia su surogatine pre-Ta ir produkuoja pre-TCR, kuris biina
komplekse su CD3. Tada per pre-TRC signalinius kelius inicijuojama  grandinés
persitvarkymo pabaiga ir stebima CD4 ir CD8 zymeny raiska — tokios lastelés
vadinamos dvigubai teigiamomis (DT).

Lastelés, neperéjusios beta selekcijos, yra pasalinamos apoptozés biidu (Montel-
Hagen et al., 2018). DT lastelése vyksta RAG1/2 rekombinaziy pakartotiné raiska
ir pertvarkoma o grandiné. Si o grandinés pertvarka vyksta abiejose
chromosomose, todél T lasteléms néra biidinga aleliné ekskliuzija. Po pertvarkos
DT lastelés produkuoja ap-TCR ir pereina | uzkrii¢io liaukos zievés-Serdies jungti
teigiamai selekcijai (Koch et al., 2011). Teigiamos selekcijos metu DT lastelés su
af-TCR reaguoja su antigeno ir audiniy suderinamumo kompleksu I ir II (angl.
major histocompatibility complex 1/Il, MHC [I/Il), kuri pristato antigena
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pateikiancios lastelés (APL). Tos DT lastelés, kurios dideliu afiniskumu reaguoja
su antigeno/MHC I/1l kompleksu, pereina teigiama selekcija, o tos, kuriy
afiniSkumas yra silpnas — apoptozés biidu yra pasalinamos (pasalinamos ir tos DT
lastelés, kurios nesureaguoja su antigeno/MHC I/ll kompleksu per 3—4 dienas)
(Klein et al., 2014).

Teigiamos selekcijos metu taip pat diferencijuojama, ar lastelé taps T CD4+ ar
T CD8+. Jeigu DT lastelé reaguoja su MHC II kompleksu, Sis vidulasteliniu budu
perduos signala baltymui ThPOK ir padidins jo raiska, tada Sis baltymas sumazins
kito baltymo RUNX3 raiska. RUNX3 yra pagrindinis CD8+ padidéjusios raiskos
reguliatorius, tad Siame signaliniame kelyje po DT saveikos su MHC Il susidarys
CD4+ T lastelés, o prieSingo proceso metu, saveikoje su MHC I susidarys CD8+ T
lastelés (Shah et al. 2014). Nors tiksliai néra zinoma kaip, bet véliau CD8+ T
lastelés vystosi i T citotoksines lasteles (angl. T cytotoxic cells, Tc), o CD4+ T
lastelés vystosi | T helperius (angl. T helper, Th). Po teigiamos selekcijos yra
vykdoma neigiama selekcija, kuri vyksta lasteléms migruojant i uzkriic¢io liaukos
Serdi. Neigiamos selekcijos metu APL pateikia timocitams savus antigenus. Jeigu
timocitai labai stipriai reaguoja i savus antigenus, tada aktyvinami vidulasteliniai
signalai ir tokie timocitai apoptozés biidu yra paSalinami. Lastelés, sékmingai
peréjusios teigiama ir neigiama selekcijas, i§ uzkrai¢io liaukos patenka i perifering
kraujotaka (Starr et al., 2003; Dzhagalov et al., 2013).

1.2.4. T lasteliy vystymosi transkripcinis reguliavimas

Vienas i§ pirmyjy ir svarbiausiy transkripcijos veiksniy T lasteléms vystantis
yra NOTCH1 geno koduojamas baltymas, kurio raiska biina huo PDLP stadijos
kauly ¢iulpuose iki DN3 lasteliy stadijos uzkrai¢io liaukoje. NOTCH1 signalinio
kelio pagrindinis veiksnys yra DIl4 ligandas, kuri produkuoja uzkri¢io liaukos
epitelinés lastelés (Yuan et al., 2010). NOTCHZ1-DII4 signalinis kelias leidzia DN1
lasteléms virsti DN2, 0 Sioms véliau { DN3. Ties DN3 stadija NOTCHL1 raiska
staigiai sumazéja, 0 tai rodo, kad NOTCH1 yra reikalingas transkripcijos veiksnys
ankstyvose stadijose, bet ne vélyvose (Wolfer et al., 2001). Yra nustatyti keli
pagrindiniai ir tiesioginiai NOTCHL1 taikiniai: TCF-1, IL2RA, HES1, pTa, tatiau
aiskesnés informacijos apie NOTCH1 tiesioging veikla truksta (Seo et al., 2016).

TCF-1 baltymas, koduojamas TCF7 geno, manoma, yra svarbus veiksnys
pereinant i§ DN1 stadijos { DN2. Mutantiniy peliu modelyje, kuriame nebuvo TCF-
1 baltymo, buvo pastebéta gerokai padidéjusi DN1 stadijos lasteliy koncentracija,
tai jrodo TCF-1 transkripcijos veiksnio reik§me ankstyvose T lastelés vystymosi
stadijose (Weber et al., 2011). Manoma, kad NOTCHZ1 jungiasi prie TCF7 geno
stipriklio, kuris yra apie 32 kilobaziy nuo transkripcijos vietos pradzios ir taip ji
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aktyvina. Po TCF-1 aktyvinimo vyksta jo saveika bei slopinimo / aktyvinimo
veiksmai reakcijoje su GATA3 ir RUNX1 (DN stadijy reguliatoriais) (Willert et al.,
2006; Johnson et al., 2018).

HES1 yra transkripcijos slopiklis, kurio raiska vyksta jvairiose lastelése,
iskaitant dendritines, T ir B lasteles. Manoma, kad HES1 yra tiesioginis NOTCH1
signalinio kelio taikinys ir, sutrikus HES1 raiskai, T lasteliy vystymasis sutrinka
tiek ankstyvose, tiek DN stadijose (Seo et al., 2016).

Nors RUNX1 raiska vyksta nuo kamieniniy lasteliy iki subrendusiu T lasteliy,
taciau i$skiriama, jog Sis transkripcijos veiksnys ypac svarbus DN3 stadijoje, CD4+
slopinant DN lastelése, teigiamoje selekcijoje ir CD8+ raiskai DT lastelése (Egawa
et al., 2007). RUNX1 kaip transkripcijos aktyvatorius pasitelkia papildomus
aktyvatorius, pvz., p300/CBF, ar kitus pric DNR besijungiancius baltymus, pvz.,
ETS-1. Kaip transkripcijos slopiklis, RUNXL1 taip pat aktyvina kitus transkripcijos
slopiklius — HDAC, mSin3a, TLE1/Groucho (Seo et al., 2012). Transkripcija
valdant RUNX1 kooperuojasi su RUNX3. Siuo atveju RUNXZ1 yra svarbesnis
ankstyvose vystymosi stadijose, DN ir DT lastelése, 0 RUNX3 svarbesnis —
subrendusiose CD8+ lastelése (Taniuchi et al., 2011).

BCL11B transkripcijos veiksnys T lasteliy brandai yra svarbus DN2 stadijoje,
kur reguliuoja pre-TCR komponentus, DN3 stadijoje, kai padeda rekombinacijai ir
TCR-B raiskai, DT lasteliy iSgyvenamumui bei teigiamoje timocity selekcijoje.
Néra aiSkus mechanizmas, kaip BCL11B reguliuoja transkripcija, taciau galimai
per saveika su NOTCH1, nes BCL11B geno promotoriuje aptikta NOTCH1
prisijungimo DNR seky (Li et al., 2010; Li et.al., 2013).

GATA3 transkripcijos veiksnio (cinko pirsteliy tipo) raiska matoma skirtingose
stadijose ir, manoma, atlicka jvairias funkcijas T-lasteléms brestant.
Eksperimentiskai peliy modelyje pasalinus GATA3 DN2 stadijoje, buvo nustatyta
B-selekcija, taip pat buvo generuojamos nenormalios B lastelés vietoj T lasteliy, tai
rodo GATAZ3 reikSmg parenkant B ar T linija ALP lastelése (Garcia-Ojeda et al.,
2013). Vis délto, padidinus GATAS raiska, net ir nedideliu lygiu, buvo slopinami
genai, atsakingi uz T lasteliy vystymasi, taip irodyta, kad GATA3 raiska yra
grieztai kontroliuojama ir turi svarbig transkripcijos valdymo reik§me (Gimferrer et
al., 2011).

E2A (E12 ir E47 izoformos) ir HEB transkripcijos veiksniai buvo intensyviai
tirti B-lasteléms vystantis, ta¢iau nustatyta, kad jie dalyvauja ir T lasteliy brandoje
pereinant i§ DN | DT stadijas (in vitro pasalinus viena ar abu transkripcijos
veiksnius, buvo blokuojama ne viena T lastelése vystymosi stadija) (Takeuchi et
al., 2001). E2A ir HEB homodimerai arba E2A-HEB heterodimeras reguliuoja
svarbius T lasteléms genus, pvz., pre-Ta, TCR-a, TCR-f ir CD4. Taip pat nustatyta,
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kad E2A-HEB slopina ir GATAS raiska DN2 stadijoje ir galimai atliecka GATA2
neigiama reguliacija (Xu et al., 2013).

1.2.5. B lasteliy vystymosi sutrikimas:
B @imin¢ limfoleukemija

B lasteliy Giminé limfoleukemija (B-ULL) — kloniné piktybiné liga, kuri
pasirei$kia normalios hematopoezés sutrikimu ir nesubrendusiy B lasteliy pirmtaky
kaupimusi kauly Ciulpuose, periferiniame kraujyje, o daznai ir centrinéje nervy
sistemoje. ULL yra viena i§ keturiy pagrindiniy leukemijy, o B-ULL daZniausiai
pasitaikanti forma (Pui et al., 2004; Steeghs et al., 2019). Dél B lasteliy skirtingy
vystymosi stadiju plastiSskumo praktiskai neimanoma identifikuoti Iastelés
pirmtakés, kurioje jvyko pirminis genetinis pokytis, lémes B-ULL atsiradima,
sudétinga stebéti ir ligos evoliucijos etapus, pradedant nuo KL. Onkogenetinis
ivykis (pvz.: mutacija, translokacija) gali jvykti Kiekvienoje B lastelés vystymosi
stadijoje, taip sutrikdyti ir uzblokuoti tolesnj lasteliu brendima. Vis délto yra
nustatyta, kad kai kurios specifinés translokacijos, kurios nustatomos vaiky B-
ULL, jvyksta dar vaisiaus hematopoezéje. Tipiné MLL sulieto geno translokacija
yra dazniausia naujagimiy B-ULL aberacija, o ETV6-RUNX1 translokacija — vaiky
dazniausias genetinis pokytis. Sie du poky¢iai, manoma, jvyksta dar KL ar
ankstyvose B lasteliy vystymosi stadijose vaisiaus kepenyse arba kauly ¢iulpuose.
Taciau Sios iSvados dar neleidzia atmesti fakto, jog genetiniai poky¢iai gali jvykti ir
vélesnése B lasteliy vystymosi stadijose (Greaves et al., 2003; Malouf et al., 2018).

Daugiausia diskusijy butent ir kelia klausimas, kas yra vadinamoji pradiné
leukeminé Iastelé (PLL), kurioje ivyko pirmas genetinis pokytis, ir kas lémé B-
ULL atsiradima. Nustatyti PLL kilme yra sunku, nes KL néra biidinga statiskumas
ar homogeniné populiacija, o budingiau didelé¢ proliferacija, variabilumas,
galimybé atsinaujinti. Ne vienoje studijoje, nagrinéjusioje B-ULL kloning
evoliucija, lyginant ligos atkrycio ir diagnostinius méginius, nustatyta, kad dalis
klony su tam tikrais genetiniais poky¢iais buvo nustatyti abiejuose méginiuose,
taiau buvo matomi dalies klony subpopuliacijy skirtumai. Sie rezultatai rodo, kad
leukemogenezé vyksta Sakojimosi principu su daugybés klony evoliucija, o ne
linijiniu principu (Anderson et al., 2011).

B-ULL diagnostika yra neatsicjama nuo specifiSkai $iai ligai nustatomy
genetiniy poky¢iy, kurie, manoma, sutrikdo B lasteliy vystymasi ir turi jtakos
kloninei ligos eigai. Dazniausi genetiniai poky¢iai B-ULL yra sulieto geno tipo
chromosominés translokacijos: ETV6-RUNX1, E2A-PBX1, BCR-ABL1 ir MLL
tipo. Sios su leukemija susijusios translokacijos skirtingu dazniu nustatomos tiek
vaiky, tiek suaugusiyjy B-ULL, tad galima kelti hipotezg, jog kiekviena specifiné
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translokacija gali sutrikdyti skirtinga B lasteliy vystymosi stadija. Dvieju suliety
geny translokacija ETV6-RUNX1 dazniausiai nustatoma vaiky B-ULL (22 %
vaiky ir 2 % suaugusiyju leukemijose), kai BCR-ABLL1 translokacija i$skirtinai
dazna suaugusiyjy $io tipo leukemijoje (atitinkamai 25 % pries 3 %) (Campos-
Sanchez et al., 2011). Pastaraji deSimtmetj Sios suliety genu translokacijos buvo
ypac¢ gerai istirtos molekuliniu lygmeniu, taciau tikslus biologinis mechanizmas,
dél kurio sutrinka B lasteliy vystymasis ir atsiranda B-ULL, néra aiskus.

Siuo metu yra kelios teorijos, kurios galéty paaikinti genetiniy pokyéiy itaka
B-ULL atsirasti: pirma teorija teigia, kad dél translokaciju susidar¢ chimeriniai
baltymai tiesiogiai veikia ir sutrikdo B lasteliy diferencijavimo signalinius kelius.
Antra teorija, palaikydama pirmaja, iSkelia hipotezg, jog chimeriniai baltymai
,»heleidzia® besivystanciai B lastelei priimti iSorinius iSorés signalus, kurie atlieka
diferenciacijos ir vystymosi reguliatoriy funkcijas. Galiausiai, manoma, kad B-
ULL sukeliantys genetiniai jvykiai perprogramuoja lasteles, kad Sios fenotipiskai
,kopijuoty” tik atskiras normaliy B lasteliy vystymosi stadijas (Campos-Sanchez et
al., 2011; Gole et al., 2015).

1.2.6. B-ULL inicijuojantys chromosominiai poky¢iai

B-ULL genetinés aberacijos skirstomos { mutacijas ir chromosomines
aberacijas. Chromosominés aberacijos skirstomos i chromosomy skaiciaus ir
struktiiros poky¢ius. Pagrindiniai B-ULL chromosomy skai¢iaus poky¢iy tipai yra
hiperdiploidija ir hipodiploidija.

Hiperdiploidija — chromosomuy skai¢iaus pokytis, kai yra padidéjes
chromosomy skai¢ius kariotipe. Skiriamos S$ios hiperdiploidijos grupés: maza
hiperdiploidija, kai nustatomas 47-50 chromosomu rinkinys kariotipe, didelé
hiperdiploidija — 51-65 chromosomos kariotipe (Hakeem et al., 2014). Papildomai
yra skiriamos dvi atskiros grupés, kai kariotipe nustatomos 68-80 chromosomos
(beveik triploidija) ar >80 chromosomy (beveik tetraploidija) (Raimondi et al.,
2006). Siuo metu labiausiai yra istirta didelé hiperdiploidija (DH), nors ilga laika
vyko diskusija, norint nusibrézti chromosomy skaiciy, kuris tiksliai nusakyty DH
ribas. Maziausiai diskusijy kilo dél ,,apatinio DH chromosomu skaiciaus, kuris
daugelyje studijy buvo islaikytas 50. Daugiau svarstymy buvo dél ,,virSutinio® DH
chromosomy skai¢iaus, buvo sitilomi 61, 65 ir 67 chromosomy rinkiniy variantai.
Vis délto Siomis dienomis remiamasi 51-67 chromosomuy skai¢iumi kaip DH
ribomis (Heerema et al., 2007). DH yra dazniausia citogenetiné aberacija vaiky B-
ULL (25-30 % atveju), gerokai re¢iau pasitaiko suaugusiyju B-ULL ir beveik
neaptinkama prie T-ULL. Vaiky B-ULL DH daZniausiai nustatoma 2-4 mety
vaikams (mediana 3,6-3,9 metai), retai vyresniems nei 7 mety amziaus ir labai
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retai jaunesniems negu vieny mety amziaus kidikiams (Paulsson et al., 2009)
(2 pav.). Nedideliu skirtumu, bet daugiau DH atvejy nustatoma berniuky negu
mergai¢iy (santykis 1,3) (Paulsson et al., 2009). Suaugusiyjy B-ULL DH yra
nustatoma apie 10 % pacienty (25-59 mety amziaus (Moorman et al., 2012). Viena
studija i8tyré 1232 suaugusiyjy B-ULL (15-65 mety amzZiaus) kariotipus ir nustaté
DH 13 % pacienty (Chilton et al., 2014).
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2 pav. DH pasiskirstymas pagal amziy (Paulsson et al., 2009)

Zidrint i§ citogenetinés pusés, daugiau nei pusei DH atvejy biina nustatomos
papildomos 4, 6, 10, 14, 17, 18, 21 ir X chromosomy kopijos, 5 ir 8§ chromosomy
kopijos — 30-40 % atveju, o likusiy chromosomu kopijos — 10-20 % atveju.
Isskirtinai tik 21-0s chromosomos papildomos kopijos yra 100 % DH atvejy
(Paulsson et al., 2005). DH daznai badinga ne tik 21-0s chromosomos trisomija,
bet ir tetrasomija ar net pentasomija. Tetrasomijos DH taip pat yra budingos X, 14
ir 18 chromosomoms (Paulsson et al., 2005; Mitelman et al., 2009). Kai yra DH,
lygiagreciai kariotipe nustatomos ir papildomos chromosominés aberacijos. Apie 5
% DH atvejyturi subalansuotus chromosominius pokycius, dazniausiai
translokacijas. IS ju dazniausios yra t(1;19)(E2A/PBX1), t(9;22)(BCR/ABLL) ir
t(12;21)(ETV6/RUNX1) translokacijos. I§ nesubalansuoty chromosominiy
pokycCiy, kurie sudaro didziaja dali papildomy chromosominiy aberaciju DH
grupéje, dazniausi yra 1q chromosomos srities duplikacija (10-15 % DH atveju),
6q srities delecija (5 % DH atvejy) bei 7q ir 17q sri¢iy izochromosomos
(atitinkamai 1-2 % ir 2-5 % DH atvejy) (Moorman et al., 2003; Paulsson et al.,
2007; Paulsson et al., 2015).
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Beveik triploidijos ir beveik tetraploidijos grupés yra nustatomos reciau, ypac
vaikams, sergantiems ULL. Atlikus studija su 620 vaiky, sergan¢iuy ULL, beveik
triploidija nustatyta 4 (0,6 %) pacientams (chromosomy skaicius nuo 66 iki 80).
Visi jie buvo B-ULL. [domus faktas, kad i§ ju 3 pacientai papildomai turéjo ETV6-
RUNX1 translokacijas. Beveik tetraploidija buvo nustatyta 14 (2,2 %) pacienty
(chromosomy skai¢ius nuo 85 iki 94), i§ kuriy 11 buvo B-ULL, o 3 T-ULL. I§ 14
tetraploidijy 11 turéjo papildomas chromosomy skaiciaus ar struktiiros aberacijas
(Raimondi et al., 2006). Suaugusiyju ULL grupéje beveik triploidija ir beveik
tetraploidija yra mazai tirtos. Viena studija tyré 1366 suaugusiuyju ULL kariotipus,
i§ kuriu 19 (1,3 %) turéjo beveik triploidija, o 17 (1,2 %) — beveik tetraploidija
(Moorman et al., 2007).

Hipodiploidija — chromosomu skaiiaus pokytis, kai yra sumazéjegs
chromosomuy skaicius kariotipe, jis néra didesnis negu 44. Hipodiploidija skirstoma
i grupes pagal chromosomy skaiciy: beveik haploidija (25-29 chromosomos), maza
hipodiploidija (33-39 chromosomos), didelé hipodiploidija (42—43 chromosomos,
dazniausiai btna su kompleksiniu Kkariotipu), didelé hipodiploidija su 44
chromosomomis (Pui et al., 2019). I $iy grupiy didZiausia kliniking reikSme turi
beveik haploidijos ir mazos hipodiploidijos grupés, 0 didelé hipodiploidija Siomis
dienomis kelia vis daugiau diskusijy dél klinikinés reik§més ULL ir savo
citogenetinio apibréztumo. Beveik haploidijoje chromosomy poras iSlaiko 8, 10,
14, 18, 21, X/Y chromosomos, o likusios teturi po viena chromosoma. Kai yra
maza hipodiploidija, chromosomy poras islaiko 1, 5, 6, 8, 10, 11, 14, 18, 19, 21,
22 ir X/Y chromosomos. Sioms abiem grupéms néra biidinga nustatyti papildomas
chromosomines aberacijas, nors ju pasitaiko. Dazniau papildomos strukttrinés
aberacijos biina mazos hipodiploidijos grupéje negu beveik haploidijos. Mazas
papildomuy aberaciju skaicius $iose grupése aiSkinamas tuo, kad ir taip yra prarasta
daug genetinés medziagos (Safavi et al., 2017). Abi grupés yra nustatomos apie
0,5 % vaiky ULL ir 3-4 % suaugusiyju ULL. Beveik haploidijos amziaus mediana
vaiky ULL yra 5 metai, 0 mazos hipodiploidijos — 11,5. Suaugusiyju ULL 8$iy
dvieju grupiy daznis didé¢ja su amziumi (Safavi et al., 2017). Atliktas mutaciju
profilio tyrimas beveik haploidijos ir mazos hipodiploidijos grupéms atskleidé ju
skirtumus. Beveik haploidijos ULL pacientams buvo biidingos RAS signalinimo
kelio, NF1, CREBBP, CDKN2A/B, IKZF3 ir PAG1 geny mutacijos. Beveik visi
mazos hipodiploidijos ULL pacientai (suaugusieji ir vaikai) (90 %) turéjo TP53
geno mutacijas (Holmfeldt et al., 2014).

Kai yra beveik haploidija ir maza hipodiploidija, yra iSskiriamas atskiras
citogenetinis subtipas — ,,uzsimaskavusi hipodiploidija® (UH). UH esant beveik
haploidijai sudaro 64 % atvejy, o mazai hipodiploidijai — 44 % (Mitelman et al.,
2016). UH yra badingas chromosomy klony padvigubéjimas, kai hipodiploidijoje
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poras iSlaikiusios chromosomos padvigubéja ir tampa tetrasominémis, o
monosominés chromosomos padvigubéjusios tampa disominémis (turinéiomis
savo pora), bet praradusiomis savo heterozigotiSkumo statusa. Manoma, kad esant
UH chromosomy padvigubéjimas atsiranda dél endoreduplikacijos (viso genomo
replikacijos be véliau vykstancios citokinezés) (Ma et al., 1998; Safavi et al.,
2017).

ETV6-RUNXL(TEL-AML1) sulietas genas/t(12;21)(p13;922) transloka-
cija— yra dazniausia genetiné aberacija B-ULL. Si translokacija susideda i3 ETV6
geno 5° galo 12-toje chromosomoje ir beveik visos koduojan¢ios RUNX1 geno
srities 21-oje chromosomoje. ETV6 geno koduojamas baltymas priklauso ETS
transkripcijos veiksniams, kurie btina labai dazni chromosominiy aberacijuy ar
mutacijy taikiniai esant leukemijai. RUNX1 geno koduojamas baltymas taip pat yra
transkripcijos veiksniy komplekso sudedamoji dalis ir daznai bina mutuotas tiek
esant iminéms mieloleukemijoms, tiek ir ULL (Mullighan et al., 2012). ETV6 ir
RUNXI1 yra batini normaliai hematopoezei, o susidargs ETV6-RUNXL sulietas
genas veikia kaip RUNXI regulivojamuy genu slopiklis. Nustatyta, kad ETV6-
RUNX1 padidina eritropoetino receptoriaus (angl. erythropoietin receptor, EPOR)
raiska ir aktyvina JAK-STAT signalinimo kelia, taCiau tiesiogiai leukemijos
nesukelia (Morrow et al., 2004). Taip pat reikia pazyméti, kad ETV6-RUNX1
nustatomas naujagimiams, apytiksliai vieneri metai iki diagnozuojant leukemija,
taip pasitilant modelj, kad $is sulietas genas yra priesleukeminis genetinis jvykis.
Tiriant pacientus, turin¢ius ETV6-RUNXL1 sulieta gena, buvo nustatyti papildomi
pasikartojantys submikroskopiniai genominiai pokyciai, dazniausiai delecijos, i
kurias pateko B lasteliy transkripcijos veiksniy genai PAX5, EBF1, B lasteliu
vystymosi signaliniy molekuliy genai BTLA, TOX, gliukokortikoidy receptoriaus
genas NR3C1, transkripcijos koaktyvatoriaus genas TBL1XR1, apoptozés
reguliavimo genas BTG1 ir antra kopija ETV6 geno (Mullighan et al., 2007;
Mullighan et al., 2012; Bokemeyer et al., 2014). Sis sulietas genas yra nustatomas
beveik 25 % vaiky B-ULL, dazniausiai 2—10 mety amZiaus (mediana 4 metai) (Sun
et al., 2017), o suaugusiyju B-ULL grupéje pasitaiko labai retai — 1-3 % dazniu
(Burmeister et al., 2010).

MLL geno translokacija/t(v;11) — dazniausia naujagimiy, serganciy
leukemija, translokacija, kuria sudaro MLL (angl. mixed lineage leukemia) geno N-
terminaliné sritis 11-toje chromosomoje ir kito partnerio geno C terminaling sritis.
MLL genas koduoja metiltransferazg, kurios pagrindiné funkcija yra metilinti
H3K4 histong ir reguliuoti HOX genuy Seimos raiSka (Campos-Sanchez et al.,
2011). Is viso yra nustatyta daugiau nei 40 skirtingu MLL geno translokacijos
partneriy, tac¢iau dazniausi yra AF4, AF9, ENL, AF6 ir AF10 genai (Meyer et al.,
2018). Dazniausia MLL translokacija yra t(4;11), kuri sudaryta i§ MLL geno
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11-toje chromosomoje ir AF4 (angl. ALL1 fused gene from chromosome 4) geno 4-
toje chromosomoje. MLL-AF4 translokacija sudaro 50 % visy nustatomy MLL
translokacijy kiidikiy ULL grupéje bei 75 % suaugusiyju ULL grupéje (Meyer et
al., 2013). Kol kas néra visiskai aiskus $ios translokacijos biologinis kelias ir
reikimé¢ ULL, ta¢iau, sutrikdzius AF4 geno veikla pelése, ju labai sulétéjo
limfopoezé (B ir T lasteliy). AF9 (angl. ALL1 fused gene from chromosome 9) ir
ELN (angl. eleven-nineteen leukemia) yra antras ir tredias pagal daznuma genai
partneriai su MLL ULL ir sudaro t(9;11)(p22;023) ir t(11;19)(g23;p13.3)
translokacijas. AF9 ir ELN genai turi labai panaSias strukttras ir dalyvauja
epigenetiniuose transkripcijos reguliavimo mechanizmuose. AF9 atlieka svarby ir
specifinj reguliavima megakariocity / eritrocity lasteliy linijose (Collins et al.,
2002).

E2A-PBX1 sulietas genas/t(1;19)(g23;p13.3) translokacija yra nustatoma 5—
6 % vaiky ir 3 % suaugusiyjy ULL. Labai retai (0,5-1 % vaiky ir suaugusiujy
ULL) nustatoma kito tipo E2A translokacija — E2A-HLF sulieto geno/
t(17;19)(q22; p13.3) (Foa et al., 2003; Campos-Sabchez et al. 2011). PBX1 geno
koduojamas baltymas néra specifinis tik limfoidinéms lasteléms ir turi platesnes
funkcijas. Tai jrodyta eksperimento metu, kai peliu embrionai be PBX1 geno
zudavo 15-16 diena, neissivysCius daliai organy ir skeleto dalims (Campos-
Sanchez et al., 2011). Chimerinis E2A-PBX1 transkriptas sudarytas i§ N
terminalinéje dalyje esanCio transaktyvuojanéio E2A geno dalies ir DNR
prisijungimo domeng turinéio PBX1 geno dalies. E2A-PBX1 turi dvejopa
leukemogenini poveiki. Pirma, dél chimerinio geno susidarymo sutrikdoma po
viena E2A ir PBX1 alelj, kas automatiskai turi leukemogeninj poveikij, nes E2A yra
svarbus B-lasteliy vystymuisi. Antra, susidares sulietas E2A-PBX1 genas neleidzia
prisijungti svarbiems PBX1 kontroliuojamiems genams, pvz., HOX (PBX1 turi
DNR prisijungimo domena), taip pat lygiagreciai slopina E2A ,priklausancius‘
genus taikinius ir nebekontroliuoja lastelés ciklo (Duque-Afonso et al., 2015).

BCR-ABL1 sulietas genas/t(9;22)(g43;g11) translokacija — kitaip vadinama
Filadelfine chromosoma, ji retai nustatoma B-ULL vaiky grupéje (3-5 %), taciau
dazniau pasitaiko suaugusiyju B-ULL grupéje (20-40 %) (Campos-Sanchez et al.,
2011; Leoni et al., 2015). Priklausomai nuo to, kur yra ivykes BCR geno triikis, $i
translokacija gali bati keliy tipy: p190, p210 ir p230. B-ULL tiek suaugusiyju, tiek
vaiky — dazniausiai pasitaiko pl90 translokacijos tipas. ABL1 genas koduoja
tirozino kinaze, kuri yra atsakinga uz jvairius signalo perdavimo kelius B lasteliy
vystymosi, lasteliu  dalijimosi,  proliferacijos, adhezijos  procesuose.
Eksperimentiniuose peliy modeliuose, pasalinus ABL1 gena, pelés mirdavo po 1-2
savaic¢iy nuo gimimo be suformuoty B ir T lasteliy populiacijy. Susidar¢gs BCR-
ABL1 sulietas genas veikia kaip sutrikusios funkcijos, aktyvi, nereceptoriné
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tirozino kinazé, kuri tiesiogiai aktyvina signalo perdavimo kelius vykstant lasteliy
proliferacijai, svarbi isgyvenamumui ir aktyvacijai (Bernt et al., 2014).

IAMP21 amplifikacija / intrachromosominé 21-0s chromosomos amplifika-
cija yra nustatoma 1-2 % vaiky B-ULL (amziaus mediana 9 metai). Buvo
pastebéta, kad Sios aberacijos daznis didéjant amziui nesiskiria, tad suaugusiyju B-
ULL grupéje jis yra apie 2 % (Harrison et al., 2014). iAMP21 yra apibadinama
kaip 5,1 Mb amplifikuotas regionas, einantis nuo 21-os chromosomos 32,8 Mb iki
37,9 Mb ir apimantis RUNX1 gena. Pacientams su iAMP21 yra biidingas specifinis
papildomy aberacijy spektras su X, 10-tos, 14-tos chromosomy trisomijomis, 7-t0s
chromosomos monosomija ir 7q, 11q regiony ir RB1, ETV6 genuy delecijomis
(Schwab et al.,, 2013). Vis dar néra iki galo aiSkus iAMP21 susidarymo
mechanizmas, bet manoma, kad §i specifiné amplifikacija susidaro po trikio-
susijungimo-tilto ciklo metu ir po to dél chromotripsio. Sio ciklo metu jvyksta
trukis ties telomera, véliau po replikacijos susiformavusios dvi chromatidés jau
btina be telomery. Chromatidziy galai be telomery susijungia sudarydami tilta.
Anafazés metu chromatidéms judant i prieSingus lastelés galus, susijunges tiltas
trukdo joms atsiskirti ir jvyksta triikis, taCiau jis nebatinai btna per tilto
susijungimo vieta. Véliau lasteliy dalijimosi metu Sis procesas kartojasi, taip
suformuojama amplifikuota 21-0s chromosomos sritis (Harrison et al., 2015).

1.2.7. T-lasteliy vystymosi sutrikimas:
T imin¢ limfoleukemija

Manoma, kad kaip ir B-ULL atveju, T-ULL inicijuoja PLL. Ta¢iau kitaip nei UML
atveju, kurios kilmé yra kauly ¢iulpai, T-ULL prasideda uzkrii¢io liaukoje. Reikéty
pasakyti, kad uzkrGcio liauka, kitaip nei kauly ¢iulpai, néra HKL produkuojanti nisa.
Daugumoje T-ULL atvejy onkogeniniai keliai prasideda jvykus translokacijoms, kuriy
vienas i§ chromosominiy partneriy turi TCR geno lokusa, susijusi su somatine
rekombinacija nesubrendusiuose timocituose. Tai paskatina manyti, kad T-ULL kilmés
pradzia yra bendrieji Tlasteliy pirmtakai, 0 ne MPL (Tan et al., 2017).

1.2.8. T-ULL inicijuojantys chromosominiai poky¢iai

Chromosominés translokacijos nustatomos beveik 50 % visy T-ULL atveju.
Kaip minéta anksc¢iau, dazniausiai translokacijos apima TCR geno lokusa 14q11.2
(TCR @), 7934 (TCR B), ir 7p14 (TCR &) chromosomuy regionuose. Translokaciju
susidarymo metu TCR geno lokusai dazniausiai biina sulieti su kitose
chromosomose esanciais onkogeniniais transkripcijos veiksniais, reikalingais
normaliai hemopoezei ir limfocity vystymuisi (Belver et al., 2016). Genai, kurie
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koduoja Siuos onkogeninius transkripcijos veiksnius, yra: TAL1, TAL2, LYLI,
TLX1, TLX3, HOXA, NKX2-1, MYB, LMO, LMO1, LMO2. Pagal Siuos
translokaciju genus partnerius buvo iSskirtos kelios T-ULL subgrupés:
TAL1/LMO1/2, TLX1/3, HOXA/MEISI, LMO2/LYL1 ir NKX2-1 teigiami T-ULL
atvejai. Nustatyta, kad Sios genetinés subgrupés turi gana ryskiy skirtumy, Kurie
matomi atskirose T lasteliy vystymosi stadijose. Pavyzdziui, LMO2/LYL1
translokacijos sutrikdo ankstyva DN lasteliuy stadija brestant timocitams, véliau
einancias T lasteliy vystymosi stadijas blokuoja TLX1/3 ir NKX2-1 translokacijos,
0 Véliausias stadijas — TAL1 geno translokacijos. Kazkur apie 10-15 % T-ULL
atvejy btina su MLL geno translokacijomis (Tan et al., 2017).

1.2.9. B ir T-ULL inicijuojan¢ios submikroskopinés
delecijos / duplikacijos

Molekulingje medicinoje atsiradus lyginamosios genominés hibridizaci-
jos (LGH) arba vieno nukleotido polimorfizmo lyginamosios hibridizacijos
metodams (VNP-LGH), jie imti taikyti onkohematologijoje, siekiant nustatyti
mazesnes negu S5 megabaziu (Mb) delecijas, duplikacijas, amplifikacijas,
nesubalansuotas translokacijas. Naudojant $iuos metodus yra analizuojamas visas
tirilamojo kariotipas, taciau molekuliniu lygmeniu apibendrintai tai imta vadinti
molekuliniu kariotipavimu (MK).

Pirma karta MK buvo istirti 242 vaiky ULL pacientai. Beveik 40 % pacienty
turéjo chromosominiy poky¢iu (vidutiniskai 6,4 chromosominiai poky¢iai vienam
pacientui), o dazniausiai — delecijas. Aberacijy daznis beveik nesiskyré tarp T-ULL
ir B-ULL. [ delecijy regionus pateko genai, kurie, manoma, galéty biiti siejami su
leukemija. Dazniausiai deletuoti buvo PAX5, E2A, EBF1, LEF1, IKZF1 (IKAROS),
IKZF3 (AIOLOS) (Mullighan et al., 2007).

AnalogiSka studija MK Kkariotipavimu iStyré 399 vaiky ULL pacientus ir
identifikavo daZniausias delecijas 9p ir 12p chromosomy peéiuose. Siuose
regionuose dazniausiai buvo deletuoti CDKN2AB ir ETV6 genai. Be $iy dvieju
genetiniy poky¢iy, MK taip pat nustatyta duplikaciju 1q (11 % atveju) bei deleciju
6gq (11,5 %) regionuose. Siame tyrime naujai buvo pazvelgta i VNP-LGH
galimybes nustatyti heterozigotiSkumo praradimus (HP). Nors iki galo neaiski HP
reikimé ULL, ta¢iau tyrimo metu pastebétos tendencijos, jog heterozigotiskumo
praradimai daznesni 9-toje chromosomoje, o ypac trumpajame $ios chromosomos
petyje (Kawamata et al., 2008).

Kitose studijose naudojant MK metoda nustatyta ir patvirtinta, kad B-ULL
dazniausiai deleciju yra paveikti Sie genai: CDKN2A/B, PAX5, RB1, EBF1, IKZF1,
BTG1 (Kuiper et al., 2007; Bungaro et al., 2009).
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MK buvo bandyta tirti atskirai T-ULL grupe. Atliktos dvi atskiros studijos, MK
tiriant 50 ir 47 T-ULL pacientus, ir nustatyta, kad dazniausiai deletuoti buvo TAL1,
PTEN, RB1, CDKN2A/B, TAL1, LEF1, STIL genai (Mullighan et al., 2008;
Karrman et al., 2015). Naudojant MK metoda, buvo bandoma rasti vaiky ir
suaugusiyjy ULL grupiy chromosominiy poky¢iy skirtumy.

Studijoje, kurioje MK buvo tirti 75 suaugusieji ir 399 vaikai, nepastebéta
aberacijy daznio skirtumo tarp grupy, tadiau identifikuotos tos pacios
pasikartojan¢ios aberacijos 3pl4.2 (FHIT genas), 5933.3 (EBF1), 6g, 9p21.3
(CDKN2A/B), 9p13.2 (PAX5), 13g14.2 (RB1) ir 17911.2 (NF1) srityse (Okamto et
al., 2010).

I3 viso, atlikus 142 vaiky ir 123 suaugusiyjuy ULL pacienty MK analize,
nustatyta vidutiniskai 8 aberacijos kiekvienam atvejui, taciau suaugusieji turéjo
maziau aberaciju, palyginti su vaikais (atitinkamai 87,8 % ir 95,1 %). Sioje
studijoje dazniausios suaugusiyjy aberacijos buvo 9p srityje, taiau, kitaip nei
kitose suaugusiyju ULL studijose, antros pagal daznuma aberacijos nustatytos 7p
srityje (Forero-Castro et al., 2016).

Atskirai tik suaugusiyju ULL grupes MK tyré keturios studijos. Pirmoje
studijoje i§ 45 suaugusiyjy ULL pacienty MK nustatytos aberacijos 96 % atveju. I3
ju 70 % turéjo viena arba kelias delecijas, kurios apémé CDKN2A/B, PAXS5,
IKAROS, ETV6, RB1 ir EBF1 genus (Paulsson et al., 2008).

Antroje studijoje buvo tirti 66 suaugusieji ULL pacientai. IS ju 82 % turéjo
chromosominiy poky¢iuy, nustatyty MK. Didzioji dalis aberaciju buvo
hemizigotinés delecijos ir duplikacijos. Daugiausia aberaciju buvo nustatyta 9p
(18 % atveju), 6q (9 %), 13q (6 %) chromosomy srityse ir 17-toje (6 %)
chromosomoje. Kaip ir prie§ tai minétose studijose, dazniausiai aberaciju buvo
paveikti CDKN2A/B, MLL, IKZF1, PAX5, RB1, TP53 ir ETV6 genai (Dirse et al.,
2015).

Kity tyréjy atlikta suaugusiyju ULL 126 pacienty grupés analizé MK metodu
identifikavo dazniausias aberacijas: 9p aberacijos (delecijos ir HP) (31 %), 1q
duplikacija (6,3 % atveju), 17q delecija (3,2 %), 6q delecija (1,6 %) ir 7q
izochromosoma (1,6 %). Detalesné MK analizé parodé, kad dazniausiai deletuoti
genai Sios suaugusiyju ULL grupéje buvo CDKN2A/B (31 % atveju), IKZF1
(IKAROS) (25 %), PAX5 (14 %), ETV6 (10 %), BTG1 (9 %), RB1 (7 %), EBF1
(6 %), LEF1 (2 %), NF1 (2 %) (Safavi et al., 2015).

Vokietijos tyréju atlikta analizé buvo didziausia suaugusiyjy ULL grupéje. I8
174 pacienty 80 % turéjo genomines aberacijas (vidurkis 5,8 aberaciju atvejui).
Dazniausios aberantinés sritys buvo 9p ir 64, 0 dazniausiai i aberacijas pateko
CDKNZ2A/B genas (Miihlbacher et al, 2016).
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1.2.10. B ir T-ULL mutacijy spektras

Apskritai, sergant ULL, dazniausiai mutuoti biina RAS biologinio kelio genai.
Ta patvirtino studija, kurioje viso genomo NKS metodu buvo istirta 240 vaiky,
sirgusiy ULL . DauZniausiai buvo mutuoti KRAS ir NRAS genai, o tarp ju
pasikartojo gerai zinomos ir sergant kitomis onkologinémis ligomis nustatomos
G12, G13, Q61 mutacijos. Trecioje vietoje pagal dazni buvo identifikuotos
PTPN11 geno mutacijos. Sio geno koduojama fosfatazé reguliuoja signaly
perdavimga tarp tirozino kinaziy ir RAS biologinio kelio geny. Reciau, bet buvo
nustatyta FLT3, PDGFRA, KIT, ILR7, CSFR3, JAK1, JAK2, JAK3 genuy
pasikartojan¢iy mutacijuy (Ding et al., 2017).

Detaliau buvo nagrinétos RAS biologinio kelio geny mutacijos studijoje, i kuria
buvo itrauktas 461 B-ULL pacientas vaikas. Taikinin¢ NKS analizé¢ 79 % atvejy
nustaté pasikartojanc¢ias KRAS ir NRAS genuy mutacijas. FLT3 ir PTPN11 geny
mutacijos buvo nustatytos atitinkamai 10,1 % ir 9,3 % dazniu (Jerchel et al., 2018).
Mutaciju spektras atskirai patikrintas suaugusiuyju ULL grupéje. 1§ 121 ULL
paciento 110 (90,9 %) pacienty turéjo bent viena mutacija. Dazniausios B-ULL
buvo FAT1, SF1, CRLF2, TET2, PTPN11 geny, o T-ULL — NOTCH1, JAKS,
FBXW7, NRAS ir FAT1 geny mutacijos (Feng et al., 2017).

Atskirai reikéty isskirti IKZF1 (IKAROS) geno mutacijas, kuriy nustatoma 80
% ULL atveju, kai turimas ir BCR-ABL1 sulietas genas. Didzioji dalis $iy IKZF1
geno delecijuy yra intrageninés delecijos ir apima 3—6 geno egzonus N-terminalinio
,cinko pirsteliy prisijungimo domena. Dél Sios mutacijos susidaro baltymo
izoformy, kurios veikia dominantiniu neigiamu principu ir inhibuoja tiek laukinio
tipo IKZF1 formas, tiek kitus $io geno Seimos narius (Yokota et al., 2016).

NKS tyrimas i§ 483 vaiky ULL pacienty 92 % nustaté bent po viena mutacija.
Dazniausios i$ ju buvo CDKN2A (24 % atvejy), ETV6 (21 %), NRAS (18 %), KRAS
(18 %), PAX5 (15 %) geny mutacijos (Ueno et al., 2016). Tiriant atskirai PAX5
geno mutacijas, nustatytas 32-34 % daznis tiek vaiky, tiek suaugusiyjy ULL
grupése (Familiades et al., 2009; Nakitandwe et al., 2010). ERG geno intrageniné
delecija nustatoma 37 % vaiky B-ULL.

Nors dar néra pakankamai validuoty duomeny, taciau $i ERG mutacija gali buti
iSskirta kaip naujas B-ULL subtipas. Detalesné analizé parodé, kad pacientai,
turintys $ia mutacija, neturi ,klasikiniy* B-ULL budingy translokacijy. Taip pat
nustatyta asociacija tarp ERG geno mutacijos ir IKZF1 geno delecijos bei DUX4
geno translokaciju (Mullighan et al., 2012; Zaliova et al., 2019).

Atskirai buvo tirtas TP53 geno mutaciju statusas sergant ULL . Vaiky ULL $io
geno mutacijos daznis buvo 2 %, o suaugusiuju ULL grupéje viena studija nustaté
8,2 % mutacijos daznj (Chiaretti et al., 2013). Vis délto kitoje studijoje, istyrus
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625 ULL pacientus (vaikus ir suaugusiuosius), nustatyta TP53 geno mutacija 15,7
% atvejy. Tyréjai taip pat pastebéjo mutacijos koreliacija su Zema hipodiploidija ir
MYC geno translokacija (Stengel et al., 2014).

Nemazai buvo tirtas T-ULL mutaciju spektras, kur didziausia dali sudaro
NOTCH1 geno mutacijos (vaiku 50 %, suaugusiyju 57 % daznis), reciau kity genu
mutacijos — FBXW?7 (po 14 %), WT1 (19 % ir 11 %), BCL11B (10 % ir 9 %), ETV6
(8 % ir 14 %), DNM2 (po 13 %), IL7R (10 % ir 12 %), PTEN (19 % ir 11 %),
KRAS (6 % ir 0 %), NRAS (14 % ir 9 %), PH6F (19 % ir 30 %), EZH2 (po 12 %)
(Girardi et al., 2017).

1.3. Klinikiné diagnostika

gana nespecifiniai, tac¢iau dazniausiai btina: nuolatinis blyskumas, kraujosriivos —
del  kraujodaros nepakankamumo, karS¢iavimas, naktinis prakaitavimas,
nepaaiskinamas svorio kritimas, hepatosplenomegalija, kauly / sanariy skausmai,
limfadenopatija, retai ir neurologiniai sutrikimai.

Liga ir jos simptomai gali pasireiksti 1étai per kelias savaites ar ménesius, 0 Kai
kuriems pacientams liga pasireiskia Gmiai. I§ tiesy daliai pacienty liga nustatoma
atsitiktinai, nesant klinikiniy simptomy, ta¢iau pastebéjus nejprastai pakitusius
bendro kraujo tyrimo rezultatus.

Ligos klinikinei diagnostikai yra atliekama kraujo bei kauly ¢iulpy morfologiné
ir imunofenotipavimo analizé. Morfologinés analizés metu yra nustatomas
padidéjes blasty skaiCius, 0 tékmés citometrijos (imunofenotipavimo) metu
patvirtinama arba atmetama B arba T lasteliy limfoidinés linijos:

e B-ULL limfoblastams visada nustatomi B lasteliy linijos Zzymenys CD19,
citoplazminiai CD79a ir CD22. Vien §ie zymenys specifiskai nepatvirtina B-
ULL diagnozés, biitina ju teigiama kombinacija su kitais Zymenimis. Daugeliu
atvejy B-ULL limfoblastai kartu ekspresuoja CD10, CD24, PAX5 ir TdT
zymenis. Taip pat B limfoblastai turi buti neigiami CD3 (T lasteliy antigenas) ir
mieloperoksidazei (MPO).

e T-ULL limfoblastams turi buti nustatomas CD7 Zymuo bei pavirSinis ar
citoplazminis CD3 Zymuo, neigiami B-ULL zymenys ir mieloperoksidazé.
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Nors néra bitina, taciau papildomai gali buti atliekamas IGH ir TCR genuy
kloniskumo tyrimas. IGH, IGK, IGL geny kloni§kumo tyrimu nustatomi kloniniai
imunoglobulino sunkiosios grandinés persitvarkymai. B ir T limfocity ontogenezés
metu vyksta antigeno receptoriaus geno persitvarkymai. Dél $iy geno
persitvarkymo kiekvienoje lasteléje susidaro unikalaus ilgio ir sekos produktai.
Vienos lastelés kilmés (klono) limfocity populiacijai identifikuoti naudojama
polimerazés grandininé reakcija (PCR), kurioje nustatomi unikalGs antigeno
receptoriaus lokuso V-J geno persitvarkymo variantai. Sis tyrimas naudojamas
kloniniy B lasteliy populiacijai nustatyti. Tyrimo metu nustatomos arba normalios
(polikloninés) populiacijos, arba monokloninés, kurios indikuoja B-ULL diagnoze.
Analogiskai yra su T-ULL, kai yra atliekamas TCR geny (TCRB, TCRG, TCRD)
kloniskumo tyrimas.

1.4. Genetiné diagnostika

ULL genetinés diagnostikos algoritmai skiriasi tiek skirtingose Salyse, tiek ir
skirtingose laboratorijose. Vilniaus universiteto Santaros kliniky Molekulinés
medicinos skyriuje (VULSK MMS) taikomas genetinés diagnostikos algoritmas,
kuris bendru sutarimu yra naudojamas Svedijoje, Danijoje, Suomijoje, Norvegijoje,
Islandijoje, DidZiojoje Britanijoje, Pranciizijoje (3alys priklauso A2G ULL gydymo
ir diagnostikos protokolui). Pagal §i algoritma visy pirma yra istiriama didelé
hiperdiploidija, maza hipodiploidija ir beveik haploidija. Visas Sias genetines
anomalijas galima nustatyti MK arba rutininio kariotipavimo metodais. VULSK
MMS yra naudojamas MK metodas, norint ne tik identifikuoti minétus
ploidiskumo poky¢ius, bet ir nustatyti ,,uzsimaskavusia hipodiploidija“, kurios dél
riboty techniniy galimybiy negali aptikti rutininis kariotipavimas. Lygia greta yra
atliekama fluorescencinés in situ hibridizacijos (FISH) diagnostika, norint nustatyti
MLL, BCR-ABL1, ETV6-RUNX1, E2A-PBX1 ir E2A-HLF geny translokacijas.
Protokolui yra svarbu nustatyti ir intrachromosoming 21-0S chromosomos
amplifikacija, kurig galima detektuoti tiek MK, tiek FISH metodais. Inovacijy
genetinégje ULL diagnostikoje ine$¢ MK nustatytos ir prognosting reikSme
igijan¢ios BTG1, CDKN2A/B, IKZF1, EBF1, ETV6, PAR1, PAX5, RB1 geny
submikroskopinés delecijos (1 schema).
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Diagnostinis B ar T-ULL méginys

Molekulinis kariotipavimas FISH/PCR
Submikroskopinés Chromosomingés
Ploidiskumas: delecijos: translokacijos:
- DH - CDKN2A/B - MLL
- Maza - BTG1 - ETV6-RUNX1
hipodiploidija - IKZF1 - BCR-ABL1
- Beveik haploidija - PAX5 - E2A-PBX1
- PAR1 - E2A-HLF
- ETV6 - iAMP21
- EBF1
- RB1

1 schema. ULL diagnostikos algoritmas, naudojamas VULSK MMS

1.5. Molekulinis kariotipavimas ir jo taikymas

Nustatyti citogenetines aberacijas yra reik§minga ne tik diagnozuojant
onkohematologinés ligos tipa, bet ir prognozuojant ligos eiga bei parenkant
gydyma. ULL diagnostikoje dazniausiai naudojami rutininio kariotipavimo G
dazymo ir FISH metodai. Rutininis kariotipavimas turi limituota skiriamaja geba,
tai yra gali nustatyti chromosomines aberacijas, didesnes negu 5-10 Mb. FISH
metodas yra gerokai tikslesnis ir jautresnis, i§ specifiniy Zymeny gebantis nustatyti
poky¢ius iki keliy kilobaziy (kb). FISH trikumas ULL genetiniy aberaciju
ivertinti kity, dar nenustatyty naujy aberacijy.

Atsiradus MK metodams — LGH ir VNP-LGH — chromosominius poky¢ius
pavyksta nustatyti Zemesne negu 100 kb skiriamaja geba. Siuo atveju VNP-LGH
metodo pranaSumas, palyginti su LGH, yra tai, kad juo galima nustatyti ne tik
genomo struktirinius pokycius, bet ir HP, kurie vis dazniau pastebimi ne tik
leukemiju, bet ir kity onkologiniy ligy vystymesi (Song et al., 2015). Minéta, kad
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MK metodu atskleista naujy, pasikartojanc¢iu aberacijy spektras esant ULL bei
identifikuoti galimai su leukemogeneze susije genai.

Kai yra sergama kitomis hematologinémis ligomis, MK metodo taikymas turéjo
tiek mokslinés, tiek klinikinés vertés. Sergan¢iy timine mieloleukemija (UML) apie
40 % pacienty turi citogenetiS$kai normalius kariotipus, ta¢iau MK metodu i§ 157
UML atveju, kai pacienty Kariotipas buvo citogenetiskai normalus, beveik 50 %
atvejy nustatytos pries tai neidentifikuotos chromosominés aberacijos, dalis jy buvo
pasikartojanc¢ios ir apémé su leukemija susijusius genus (Bullinger et al. 2010).
Naudojant MK metoda mielodisplastiniu sindromu (MDS) sergantiems 72
pacientams, chromosominés aberacijos buvo nustatytos 82 % atvejuy, i$ $iy pacientu
68 % pries tai turéjo normaly kariotipa, nustatyta G dazymo metodu (Gondek et al.,
2007). Kai yra tirozino kinazés inhibitoriams (TKI) atspari 1étiné mieloleukemija
(LML), MK metodu identifikuoti tiek pasikartojantys HP jvairiose chromosomose,
tiek pasikartojanti IGCL1 geno delecija, kuri, kaip manoma, gali buti TKI
atsparuma paaiSkinantis biologinis veiksnys (Nowak et al., 2010). UML MK
tyrimu nustatyta 17p regiono HP ir TP53 geno mutacijos sasaja Siu genetiniy
ivykiy kombinacija turéjo neigiama prognoze UML grupéje (Parkin et al., 2010).
Sergant ULL, MK yra svarbus nustatant ,,uzsimaskavusia hipodiploidija®. UH
atveju pirminiai  klonai (20-23 chromosomos) dél endoreduplikacijos gali
padvigubéti kelis kartus, taip imituojant hiperdiploidija (50-61 chromosoma).
Tokiu atveju naudojant tik rutinini kariotipavima G dazymo metodu galima
klaidinga genetiné diagnoze. Naudojant MK, UH yra nustatoma, kai yra dauginiai
HP, apimantys visas endoreduplikacijos metu padvigubéjusias chromosomas
(Safavi et al., 2017).

1.6. Prognostiné chromosominiy aberacijy
ir mutacijy reiksmé ULL

Hiperdiploidija standartiskai priskiriama geros prognozés aberacijy tipui.
Pirma karta gera hiperdiploidijos prognostiné verté buvo pastebéta iStyrus 502
vaikus, sergan¢iusULL (Chessels et al., 1997). Kitose studijose hiperdiploidijos
gera prognostiné verté buvo patvirtinta, tadiau iSskirta, kad geresnis
iSgyvenamumas be ligos progreso (IBLP) ir bendras iSgyvenamumas (BI) vis délto
budingesni ne visai hiperdiploidijai, o tik DH. Nors DH grupéje buvo ligos
atkry¢iu, tagiau jie fiksuoti véliau negu ne DH grupéje (Moorman et al., 2007). Sis
citogenetinis pogrupis yra priskiriamas gerai prognozei, ta¢iau skirtingas pacienty
amzius, leukocity skaiCius, ankstyvas gydymas gali modifikuoti prognozg.
Tobuléjant tyrimo metodams, beveik triploidijos ir tetraploidijos bloga prognostiné
verté buvo paneigta (Hakeem et al., 2015).
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Hipodiploidija, kitaip nei hiperdiploidija, dazniausiai siejama su bloga vaiky ir
suaugusiyju ULL prognoze (Safavi et al., 2017). Viena pirmyju didZiausiy studijuy,
kai tirti 226 vaiky / suaugusiyju ULL pacientai, turintys hipodiploidinius
kariotipus, nustaté, kad bloga prognozé buvo budinga pacientams, kuriu beveik
haploidija ir maza hipodiploidija, tatiau ne didelé¢ hipodiploidija. Vaiky ULL, kai
yra beveik haploidija / maza hipodiploidija 3 mety IBPL buvo vos 29 %, kai didelé
hipodiploidija — 66 %. Panasi situacija buvo ir suaugusiyju ULL grupéje, kur 5 i3 7
suaugusyjuy ULL pacienty su beveik haploidija / maza hipodiploidija turéjo ligos
atkryti, tac¢iau su didele hipodiploidija — 45 % 5 mety IBLP (Harrison et al., 2004).
Analogiska studija patvirtino, kad blogesnis IBLP ir BI buvo biidingas ULL
pacientams, kurie turéjo maziau negu 44 chromosomas, negu ty, kurie turéjo 4446
chromosomas. Nustatytoje blogos prognozés grupéje nebuvo skirtumo tarp beveik
haploidijos ir mazos hipodiploidijos (Nachman et al., 2007). Hipodiploidijos
prognostiné reikSmé buvo tirta iSskirtinai suaugusiyju ULL grupéje.
Hipodiploidijos prognostiné reik§mé buvo analizuota 91 suaugusiajam B-ULL
pacientui. Remiantis studijos rezultatais pazymétina, kad pacienty, jaunesniy nei 35
mety ir turin¢iy maza hipodiploidija, iSgyvenamumo ir ligos atkry¢io rodikliai
buvo geresni negu pacienty, turin¢iy maza hipodiploidija ir vyresniy negu 35 mety
(isgyvenamumas 71 % ir 21 %, ligos atkryc¢io tikimybe — 17 % ir 66 %) (Ribera et
al., 2019).

Translokacija t(12;21)(p13;022) yra dazniausia vaiky ULL aberacija ir
priskiriama prie geros prognozés zymeny su 5 mety IBPL, siekianc¢iy 80 —97 %
(Bhojwani et al., 2012; Lee et al., 2017). Vis délto buvo pastebéta, kad apie 20 %
vaiky, sergan¢iy ULL ir turingiy §ia translokacija, nustatomas vélyvas ligos
atkrytis. Detalesné analizé parodé, kad Sioje grupéje, be t(12;21)(p13;q22)
translokacijos, ligos eigoje atsiranda papildomos genetinés aberacijos: RUNX1
geno duplikacija, CDKN2A/B, ETV6 ir PAX5 genu delecijos. Si ,.dvieju ivykiu®
hipotezé leidzia teigti, kad gimimo metu atsiradusi translokacija t(12;21)(p13;q22)
dar neinicijuoja ULL, ta¢iau yra reikalinga antriné aberacija (3 pav.) (Sun et al.,
2017).

Kadangi suaugusiyju ULL &i translokacija yra reta, todél néra i§samiy studiju
apie jos itaka IBLP ir BI Sioje grupgje. Vokietijoje atlikta studija tyré suaugusiyjy
ULL pacientus su t(12;21)(p13;q22) translokacija ir nustaté, kad Siems pacientams
yra biidinga gera prognozé, ta¢iau tik pirmus dvejus metus, o ilgalaikis Bl buvo
neigiamai paveiktas vélyvujy ligos atkry¢iy (Burmeister et al., 2010).
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Maujagimis 5m.amiius 15 m.amzius

Preleukemingé
biisena

Iniciacija

Pirmas jvykis ETVE, COKN2A/SB, PAXS
ETV6/RUNX1 delecijos, RUNX1 duplikacija

3 pav. ,,Dviejy ivykiy“ hipotez¢, esant ETV6-RUNX1 translokacijai.

ULL MLL geno translokacija/t(v;11) dazniausiai nustatoma naujagimiams,
taciau buina ir vyresniems vaikams. MLL geno translokacijos prognostiné reik§mé
priklauso nuo amziaus grupés. Blogiausia prognoze su §ia geno translokacija turi
naujagimiai, ju ilgalaikis IBLP sieké 10-30 %. Diferencijuojant prognosting
reiksme naujagimiy ULL grupéje blogesng prognoze turéjo naujagimiai iki 6
ménesiy amziaus. Nustatyta prognozés tendencija priklausomai nuo MLL geno
partnerio translokacijos. Blogesng prognozg turi t(4;11) ir t(9;11) negu
translokacijos su kitu MLL geno partneriu (Vrooman et al., 2009; Tamai et al.,
2011). D¢l reto MLL geno translokacijos daznio suaugusiyju ULL néra atlikta
pakankamai i$samiy prognostinés vertés analizés tyrimuy. Ispanuy tyréju grupé
analizavo 46 suaugusius ULL pacientus, kuriems buvo nustatyta MLL geno
translokacija. ISgyvenamumo analizé nustaté, kad 5 mety BI buvo budingas 20 %
pacienty, kai vidutinis BI laikas buvo 12,1 ménesio (Motllo et al., 2017).
Retrospektyviné 74 suaugusiy ULL pacienty, turin¢iy MLL geno translokacija,
analizé¢ leido nustatyti, kad vidutinis Bl buvo 13,3 mén. (t(4;11)) ir 24 mén.
(t(9;11)), o ULL pacienty be MLL geno translokacijos — 48,5 mén. (Badar et al.,
2014).

E2A-PBX1 translokacija turintiems ULL pacientams yra biidinga agresyvesné
ligos eiga ir taikoma intensyvesné chemoterapija, taciau iSgyvenamumo rodikliai
yra santykinai geri. Vienoje studijoje buvo analizuota 20 vaiky, sergan¢iy ULL,
E2A-PBX1 translokacijos prognostiné reikSmé. Visa grupé pacienty turéjo gera
atsaka | gydyma, ju 5 mety IBLP sické 95 %, vis délto BI translokacija jtakos
neturéjo (Hu et al, 2016). AnalogiS8ka studija, kai buvo tirta E2A-PBX1
translokacijos prognostiné verté 48 vaiky ULL grupéje. Buvo ivertinta ne tik pati
translokacija, bet ir kaip skiriasi subalansuoty ir nesubalansuoty translokacijos
varianty prognostiné verté. ULL pacienty, turin¢iy E2A-PBX1 translokacija, IBLP
buvo 85 %, o subalansuoto ir nesubalansuoto translokacijuy varianto IBLP beveik
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nesiskyré (88 % ir 78 %) (Felice et al.,, 2011). Daugiau kontroversiju yra
analizuojant $ios translokacijos prognosting reikSme esant suaugusiyju ULL.
Analize apsunkina ir nedidelis translokacijos daznis, nustatomas suaugusiyju ULL
grupéje. Vienos pirmyjy studiju identifikavo E2A-PBX1 translokacija kaip bloga
prognostini zymeni, kuris tur¢jo itakos agresyvesnei ligos eigai, trumpesniam BI,
prastesniam atsakui i gydyma (Foa et al., 2003; Piccaluga et al., 2006). Taciau
véliau atlikta studija, kai buvo istirta E2A-PBX1 translokacija 23 suaugusiems
ULL pacientams, nenustaté statistiSkai reikSmingo mazesnio BI negu pacientams
be Sios translokacijos (Burmeister et al., 2010). Kita E2A translokacija — E2A-
HLF — pasizymi labai bloga prognoze vaiky ULL grupéje. I§ 21 aprasyto atvejo 20
pacienty miré ligai progresavus. I§ ju dviem pacientams buvo atlikta alogeniné
kauly ¢iulpy transplantacija, taciau net ir pasiekus visiska remisija, jiems vis tiek
buvo ligos atkrytis (Minson et al., 2013).

BCR-ABL1 translokacija arba kitaip vadinama Filadeliné chromosoma yra
gerai zinomas suaugusiyjy ULL blogos prognozés zymuo, taiau, atsiradus
gydymo tirozino kinazés inhibitoriais (TKI) (imatinibu, nilotinibu, dasatinibu,
ponatinibu) galimybei, imanoma pasiekti ne tik visiska remisija, bet ir Bl, taip pat
pailgéjo laikotarpis, kai yra iSvengiama ligos atkry¢io (Byun et al., 2017). Panasi
situacija yra ir su vaiky ULL grupe, kurioje nustatoma §i translokacija. Iki TKI eros
BCR-ABL1 translokacija buvo labai blogas prognostinis Zymuo, ta¢iau, pradéjus
TKI gydyma, vaiku, sergan¢iy ULL, prognozé tapo gera (Bernt et al., 2014).

Intrachromosominé iAMP21 amplifikacija yra blogos prognozés zymuo
vaiky ULL grupéje (Harrison et al., 2015). Viena i§ pirmyjy studijy jvertino 28
vaiky, ULL pacienty, iAMP21 prognosting reik§me ir nustaté, kad ju IBLP ir 5
mety BI buvo statistiS$kai blogesnis negu pacienty be iAMP (IBLP — 29 % ir 78 %,
Bl — 71 % ir 87 %) (Moorman et al., 2007). Kadangi $i amplifikacija yra labai reta
suaugusiyjy ULL, todél jos prognostiné verté $ioje grupéje néra Zinoma.

IKZF1 (IKAROS) geno delecija pirma karta buvo aptikta naudojant MK vaiky
ULL (Mullighan et al., 2007). Ty paciy autoriy atlikta §io geno delecijos prognozés
analizé parodé, kad IKZF1 yra blogos prognozés zymuo, dél kurio blogéja atsakas i
gydyma ir padidéja ligos atkry¢io tikimybé (Mullighan et al., 2009). IKZF1 geno
delecijos, kaip nepriklausomo blogos prognozés zymens vaiky ULL, hipoteze
patvirtino keletas atlikty studiju (Kiuper et al., 2010; Dorge et al., 2013; Clappier et
al., 2015).

CDKN2A/B geno delecijos prognostiné reiksmé pirma karta buvo tirta vaiky
ULL grupéje. Nustatyta, kad CDKN2AB geno delecija buvo daznesné ligos
atkry¢io méginiuose, taciau statistinio patikimumo neaptikta (Sulong et a., 2009).
Si delecija buvo atskirai nagrinéta suaugusiyju ULL grupéje, kuri turi BCR-ABL1
translokacija. Buvo nustatyta, kad CDKN2AB delecija prisideda prie ligos
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progresijos ir blogo ilgalaikio sios BCR-ABLL1 grupés iSgyvenamumo (lacobucci et
al., 2011). Tolesnés atliktos studijos nustaté, kad CDKN2AB geno delecija yra
prognostinis Zymuo, bloginantis tick BI, tiek IBLP vaiky ir suaugusiuyjy grupése
(Zhang et al., 2019).

PAX5 geno delecijos prognostiné verté néra i§samiai tirta, taiau vieni autoriai,
istyre 87 suaugusius ULL pacientus, nustaté, kad PAX5 geno delecija turi neigiama
itaka dveju mety BI ir padidina ligos atkry¢io rizika (Fang et al., 2018). Vis délto
tai validuojanc¢iy tyrimy néra, o kai kuriy tyréjyu manymu, $i delecija gali veikti
kaip papildomas veiksnys, esant CDKN2AB ar IKZF1 delecijoms (Dagdan et al.,
2014).

RB1 geno delecija buvo validuota kaip blogos prognozés zymuo dideléje
studijoje, kai tirta 3239 B-ULL vaiky grupé (Hamadeh et al., 2019). Vis délto
prognostiné verté suaugusiyjy grupéje néra gerai istirta.

ETV6, EBF1, BTG1 geny deleciju prognostiné reik§mé néra nustatyta (Fang et
al., 2018).

1.7. Kloniné chromosominiy aberacijy ir
mutacijy evoliucija esant ULL

Nors vaiky, sergan¢iy ULL, atsakas | gydyma ir iSgyvenamumo analizé
pastaraisiais metais rodo pasiekus gery rezultaty, taciau vis tiek neiSvengiama ligos
atkry¢io atvejy. Kur kas blogesné situacija yra suaugusiyju ULL grupéje, kur ligos
atkryCiai blina nereti. Norint iSsiaiSkinti ligos atkryti lemiancius genetinius
mechanizmus, reikia ligos diagnostinio ir ligos atkry¢io méginiy lyginamosios
analizés.

Pirmoje tokio pobiidzio studijoje buvo tiriami suporuoti vaiky ULL 61
diagnostinis ir ligos atkry¢io méginys, siekiant issiaiskinti, kaip evoliuciskai kito
chromosominiy aberacijy spektras. Visy pirma reikia pasakyti, kad ligos atkry¢io
méginiuose buvo nustatyta daugiau aberaciju negu diagnostiniuose (vidutiniskai
10,8 aberacijos diagnostiniam méginiui ir 14 aberacijuy ligos atkry¢io méginiui).
Tiek diagnostiniuose, tiek ligos atkry¢io méginiuose dazniausiai chromosominiy
aberaciju buvo paveikti su ULL siejami genai: CDKN2AB, ETV6, PAX5, IKZF1,
EBF1. Dauguma ligos atkry¢io méginiy turéjo bent vieng aberacija, ji taip pat buvo
ir diagnostiniame méginyje, tai rodo aberacijy bendra kloning kilmg.

IStyrus aberacijas suporuotuose meéginiuose, nustatytos keturios aberacijy
kloninés evoliucijos kryptys. Maziausia atvejy (6 %), kai aberaciju buvo nustatyta tik
ligos atkry¢io méginiuose, taigi galima hipotez¢, jog tai yra antriné leukemija arba
,»klaidingai* identifikuotas ligos atkrytis. Kitos evoliucijos krypties apie 8 % atveju
tiek diagnostiniame, tiek ligos atkry¢io méginyje buvo nustatyta identisky aberaciju.
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Trec¢dalyje méginiy buvo klasikiné kloniné evoliucija, kai atsirado papildomy
aberacijy ligos atkry¢io méginyje, kuriy nebuvo diagnostiniuose méginiuose. Ir
daugiau nei pusé¢je ULL méginiy dalies aberacijy, nustatyty diagnozés metu,
nebebuvo aptikta ligos atkry¢io méginiuose, taigi galima manyti, jog ligos atkry¢io
klonas yra kilgs i§ pirminio, prieSdiagnostinio lastelés pirmtakés klono, o ne i§ dabar
dominuojancio diagnostinio klono (Mullighan et al., 2008) (4 pav.).

Analogiska suporuoty méginiy studija buvo atlikta su suaugusiyju ULL
diagnostiniais ir ligos atkry¢io méginiais. MK buvo istirti 18 suporuoty méginiy, i$
ju 27 % tur¢jo identiskas chromosomines aberacijas abiejuose méginiuose, 22 %
turéjo papildomuy nauju aberaciju ligos atkry¢io méginiuose, kuriy nebuvo
diagnozés metu, o 50 % atveju diagnozés metu nustatyty aberaciju nebuvo
nustatyta ligos atkry¢io méginiuose (Safavi et al., 2015). Lietuviy tyré¢jai MK
iSanalizavo devynis suaugusiyjy ULL pacienty suporuotus méginius ir patvirtino
tris egzistuojancias kloninés evoliucijos kryptis: stabili kloniné kryptis, Kali
diagnostiniy ir ligos atkry¢iy aberacijos nesiskiria (33 % atvejuy), dinaminé kloniné
evoliucija, kai ligos atkry¢io méginyje atsiranda naujy aberaciju (33 %), ir kloniné
evoliucija i$ pirminio prelaukeminio klono (33 %) (Dirse et al., 2016).

Diagnozé Ligos atkrytis

Genetifkai nepriklausoma
leukemija - 6%

IdentiZki klonai diagnozés ir
ligos atkryéio metu - 8%

Kloniné evoliucija is
diagnostinio klono - 34%

Pirminis

klonas %

Evoliucija i3 klono
pirmtako - 52%

/L] AN
CECCICICHE,

4 pav. Kloning evoliucija esant vaiky ULL
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2. TYRIMO METODIKA
2.1. Tiriamieji

Pirmoje tyrimo dalyje 2007-2013 m. buvo atrinkti suaugusieji (18-64 m.)
pacientai, kuriems diagnozuota ULL. 2007-2013 m. suaugusieji ULL pacientai i$
visos Lietuvos buvo centralizuotai siunciami diagnostikai ir gydyti i VULSK,
lygiagreciai pacienty klinikiniai duomenys buvo fiksuojami hematologijos
stebésenos sistemoje. Tokia bendra sistema Salies mastu leido tirti Sia suaugusiuju
onkologing liga populiaciniu aspektu.

Antroje tyrimo dalyje atrinkti suaugusieji (18-64 m.) pacientai, kuriems buvo
diagnozuotas ULL ligos atkrytis. Dalis pacienty, kuriems buvo ligos atkrytis,
atrinkti i§ pirmos tyrimo dalies (2007—2013 m., publikuoti duomenys). Norint kuo
tinkamiau jvertinti ULL ligos atkrytj ir Zinant, kad $iu atveju yra mazai, buvo
papildomai jtraukti suaugusieji pacientai i§ 2013—2018 m. laikotarpio (nepublikuoti
duomenys). Sioje dalyje taip pat panaudoti NKS metodu nustatyti genominiy
mutaciju laboratoriniai duomenys i§ VULSK MMS duomeny bazés (2007-2018
m.). Abiejose tyrimo dalyse buvo surinkti ir susisteminti hematologijos stebésenos
sistemos tiriamyjy ULL pacienty klinikiniai ir gydymo duomenys bei pasirinkti Sie
pacienty jtraukimo / nejtraukimo Kriterijai:

Jtraukimo kriterijai: .
1. 18-64 mety pacientai, kuriems nustatyta timiné B/T ULL.

2. Paciento diagnostinis kauly ¢iulpy aspiracijos méginys yra tinkamas MK
tyrimui (pirmoji tyrimo dalis).

3. Paciento kauly ciulpy aspiracijos méginys, paimtas diagnozuojant ligos
recidyva, yra tinkamas MK tyrimui (antroji tyrimo dalis).

4. Pasirasytas sutikimas dalyvauti biomedicininiame tyrime.

Neitraukimo Kriterijai:

1. Jaunesni nei <18 m. ir vyresni nei 65 m. pacientai.

2. Bifenotipiné ar misraus fenotipo ULL.

3. Subrendusiy B-limfoidiniy lasteliy kilmés ULL.

4. Nepakankamas diagnostinis ir / arba ligos atkry¢io kauly ¢iulpy méginio
kiekis MK tyrimui atlikti

5. Anks¢iau persirgta onkologiné liga (jeigu ULL diagnozuojama kaip antrinis
navikas).
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Studijai atlikti buvo gautas Vilniaus regioninio biomedicinos tyrimy etikos
komiteto leidimas (Nr. 158200-18/12-1087-581) (Il PRIEDAS). Pacienty
atranka, juy klinikiniy duomeny analiz¢ atliko gydytojos hematologés — Agné
Bertasitité ir Riita Semaskeviciené.

2.2. Tyrimo sumanymas

Pirmoje tyrimo dalyje buvo numatyta MK istirti suaugusiyjy ULL pacienty
diagnostinius méginius ir nustatyti genominiy aberaciju spektra Lietuvos
populiacijoje. Atlikta analizé padéty ivertinti chromosominiy aberacijy
pasiskirstyma, ju tipa, dydi sergant Sia liga suaugusiems asmenims, identifikuoty
galimai naujus genus kandidatus, kurie bty susij¢ su leukemogeneze. Gauty
genetiniy duomeny ir Klinikiniy duomeny Kkoreliacija leisty jvertinti specifiniy
aberacijy jtaka gydymui ir pacienty iSgyvenamumui. Zinant geno TP53
onkogeneting vertg, papildomai buvo iStirtas Sio geno mutacijy statusas
diagnostiniuose méginiuose.

Antroje tyrimo dalyje numatyta MK iStirti porinius suaugusiyju ULL
diagnostinius ir ligos atkry&io méginius. Si dviejuy skirtingy ligos etapy méginiy
analizé padéty jvertinti, kaip kito chromosominiy aberaciju spektras nuo diagnozés
iki ligos atkrycio, tai leisty nustatyti kloninés evoliucijos krypti. Pasinaudojus
VULSK MMS duomeny bazés NKS nustatyty mutaciju rezultatais, buvo jvertinta,
kaip evoliucionavo mutacijy fonas nuo diagnostinio iki ligos atkry¢io ULL
méginio.

2.3. Tyrimo eiga ir metodai

2.3.1. DNR isskyrimas ir DNR koncentracijos ir
grynumo matavimas

DNR i§ kauly Cciulpy buvo iSskirta automatizuota MAXWELL 16®
INSTRUMENT (Promega) sistema. DNR koncentracija pamatuota NANODROP
2000 (Thermo Fisher Scientific, JAV), matuojant sugerti 280 nm ilgio bangoje.
DNR grynumo tinkamumo ribos: A260/A280 ilgio bangose — 1,7-2,0. Detalus
DNR i$skyrimo, koncentracijos ir $varumo matavimo protokolas pateikiamas
| priede.
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2.3.2. MK metodas

MK metodas yra paremtas vieno nukleotido polimorfizmo kaip zymeny, kurie
yra pasirenkami remiantis tarptautinio HapMap projekto duomenimis,
panaudojimu. Illumina® mikrolustai yra taikomi aberacijy paieskai,
genotipavimui. Mikrolustai yra padengti Simtais ttkstan¢iy mikroskopiniy silikono
rutuliuky, ant kuriy yra pritvirtinti oligonukleotidiniai Zzymenys. Ant vieno
silikoninio rutuliuko yra vieno tipo VNP Zymenys. Nuskaitant lazeriu mikrolustus,
yra koduojamas kiekvienas silikoninis rutuliukas, taip identifikuojant, koks Zymuo
yra ant jo pritvirtintas. Ilumina® MK metodas remiasi Infinium HD™
technologija. Si technologija susideda i§ 4 etapu (5 pav.): (a) viso genomo
amplifikacija (paremta atsitiktiniy pradmeny iSdéstymu po visa genoma ir
bakteriofago phi29 vykdoma amplifikacija), (b) fragmentacija, precipitacija ir
resuspendacija, (c) tiriamos DNR hibridizacija su VNP Zymenimis, (d) signalo
amplifikacija (naudojama vieno nukleotido pratgsimo reakcija). Vieno nukleotido
pratgsimo reakcijai yra naudojami dviem skirtingomis spalvomis pazyméti ddNTP

INFINIUM HD TECHNOLOGIWA
L TG TG Genominé DNR (200 ng)
+
Pirma diena Antra diona Tredia diena

L pallls A
UL { - Te

> © Amplifikuotes DNR fragmentacia
1 i "
‘ © Vieno nukleotido pratgsimo
reakciy
© Genominés ONR amplfikacija 1
Q Precigitacija ir resuspendacija _
© Ampifixuotes DNR inkubacija ‘
o Skenavimas
i
. ol foind 1
\ N ! 1

(s ] Mikrogardeliy parvedimas

¥

O Hidizacij ant mikregardaliy o Analizavimas

5 pav. Infinium HD technologijos algoritmas
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(pvz.: ddCTP ir ddGTP zaliai, o ddATP ir ddTTP raudonai). Po Siy etapy yra
vykdomas mikrolusto nuskaitymas Illumina® iScan™ skeneriu bei analizé
[Nlumina® GenomeStudio v3.1 programa. Aberaciju analiz¢ MK metodu paremta
dviem genotipavimo parametrais: aberacijy pasiskirstymo matavimas ir alelinés
struktiros nustatymas. Nuskenavus mikrolusta gaunamas jo kompiuterinis vaizdas.
Sis vaizdas Illumina® BeadScan™ programa yra lyginamas su kontroliniu
pavyzdziu. Kontrolinis pavyzdys — 120 bendros populiacijos individy (i§ HapMap
projekto) genomy, nuskenuoty tuo padiu metodu, bendras vaizdas. Sis kontrolinis
pavyzdys yra standartas, kurj [llumina® naudoja visose savo programose.

13 CHROMOSOMOS TRISOMIJA 19q DUPLIKACIJA
‘3 as i i : g‘;..»

5' ARAREHENT S 0P T e MRS vl A Iy ki
i 3 "Ny Sy D e s basst

R s i o
o PO — o R e i e
4P DELECIJA 15 CHROMOSOMOS VIENTEVE DISOMIJA

Log kR
Log R Fatio

6 pav. MK nustatyty chromosominiy aberacijy pavyzdziai

B Aliske Frog

2 BAldeFreg

Infinium HD™ technologija naudoja dviejy reik§miy sistema (X,Y) kiekvienam
VNP Zymeniui. Po hibridizacijos ir vieno nukleotido pratgsimo reakcijos programa
fiksuoja fluorescencijos signalg ir jo intensyvuma. Illumina® naudoja sutartini
zyméjima: jei VNP vietoje Zymenyje prie aleliy prisijungia Zaliai fluorescuojantis
dideoksinukleotidas — alelis Zymimas kaip A (X reik§mé), o jei prisijungia raudonai
fluorescuojantis dideoksinukleotidas — alelis Zymimas kaip B (Y reikSme).
[llumina® GenomeStudio v3.1 programa $iuos duomenis transformuoja i dvi dalis:
Log R santyki (angl. Log R ratio) ir B alelio daznuma (angl. B allele frequency).
Log R santyki nusako lyginamy genominiy viety (paciento ir standarto) santykio
log,. Analizuojant Log R santykio vertes Tllumina® GenomeStudio v3.1 programa,
galima nustatyti hemizigotines delecijas (kai Log R santykis yra -0,5),
homozigotines delecijas (kai Log R santykis yra 0) bei duplikacijas (kai Log R
santykis yra 1,5). Log R santykis skai¢iuojamas Siomis formulémis — R=X(alelio A
fluorescencijos intensyvumas)+Y(alelio B  fluorescencijos intensyvumas),
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Ruiriamojo/ Rkontrotes 1" 1092R. Kita dalis — B alelio daznumas leidzia jvertinti genotipa,
nurodydamas fluorescencijos intensyvuma tarp paciy aleliy. B alelio daznumas
skai¢iuojamas pagal Sia formule (Ng/(Nat Ng)), ¢ia N — visy kiekvieno tipo
zymeny skaicius. B alelio daznuma apibiidina gautos vertés — ¢ia 0,5 verté nurodo,
kad genotipas yra heterozigotinis (AB), o 0 ir 1 reikSmés, kad genotipas
homozigotinis (AA arba BB). Tai leidzia nustatyti heterozigotiskumo praradima,
vienatéve disomija, mozaicizma (6 pav.). Detalus MK tyrimo protokolas pateiktas
Il priede.

IHlumina® HumanCytoSNP-12 mikrolustas

Numina® HumanCytoSNP-12 mikrolustu vienu metu galima iSanalizuoti 12
pacienty DNR. Siuo mikrolustu galima nustatyti duplikacijas, delecijas,
heterozigotiSkumo praradimus, mozaicizma. Illumina® HumanCytoSNP-12
mikrolusto pagrinda sudaro 300 000 VNP zymenu. | §i mikrolusta taip pat itraukta
250 ,citogenetiniy™ zZymeny. Illumina® HumanCytoSNP-12 mikrolusto vidutiné
skiriamoji geba yra 10 Kb (vidutinis atstumas tarp zymenuy).

IHlumina® GenomeStudio v3.1 analizavimo programa

Illumina® GenomeStudio v3.1 programa analizuoja pirminius Illumina®
BeadScan™ skeneriu gautus rezultatus. Programa pateikia vizualiai visas
nustatytas aberacijas ir parodo heterozigotiSkumo praradimo vietas. Rezultatai
lyginami su scheminiu chromosomy vaizdu (ideogramomis) — tai leidzia matyti,
kuriame chromosomos regione yra ivykes pakitimas. Illumina® GenomeStudio
v3.1 programa galima analizuoti kiekvieng chromosoma atskirai ir nustatyti tikslias
aberacijos ribas ir jvertinti, kiek Zymeny yra nustatytame pakitusiame regione.
Programa yra tinkama pirminei analizei, perZvelgiant, ar néra stambiy chromosomuy
strukttiros persitvarkymu.

QuantiSNP© v1.0 analizavimo programa

Tai Oksfordo universitete sukurta programa, pritaikyta analizuoti rezultatus,
gautus VNP-LGH metodu. QuantiSNP© v1.0 programa galima gauti detalesng
informacija apie nustatytas genomines aberacijas. Yra pateikiamos kiekvienos
aberacijos pradzia ir pabaiga nurodanéiy Zymeny koordinatés nukleotidais, Zymenu
pavadinimai, chromosoma, kurioje yra nustatyta aberacija, pakitusio regiono ilgis
(bp), Zymenu skai¢ius, jeinantis | aberacija, pakitusiy DNR fragmenty kopiju
skaicius. QuantiSNPO v1.0 nurodo genotipa ir ji apibidinancius parametrus — Log
R santykij (angl. Log R ratio) ir B alelio daznuma (angl. B allele frequency).
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Ilumina® iScan™ skeneris

Ilumina® iScan™ skenerio lazeris automatiskai vykdo mikrolusty nuskaityma,
tikslia kiekvieno mikrolusto padéti skenavimo metu, nuskaityto vaizdo
registravima, kompiuterinio vaizdo transformavima i skaitines reik§mes.

2.3.3. TP53 geno mutacijy tyrimas

Naudojant didelés skiriamosios gebos lydymo (angl. High Resolution Melting,
HRM) metoda yra atliekama TP53 geno egzony (2-11 egzonas) ir introny-egzony
riby patikra ir mutacijy nustatymas. Tyrimui naudojama genominé DNR isskirta i§
pacienty, sergan¢iy ULL, kauly ¢iulpy. Naudojant tre¢ios kartos interkaliacinius,
visiskai DNR jsotinan¢ius dazus, specialiais HRM funkcija palaikanéiais aparatais /
termocikleriais imanoma nustatyti net 1 nukleotido skirtuma tiriamuosiuose
amplikonuose. Stebimos genetinés sekos variacijos verifikuojamos atliekant DNR
sekotyra. Tyrima atliko dr. Eglé Gineikiené. Detali metodika aprasoma 111 priede.

2.3.4.ULL NKS mutacijy duomeny bazéje atranka,
NKS metodikos principai

VULSK MMS rutininéje diagnostikoje yra naudojamas RNR NKS metodas,
norint nustatyti kliniskai reikSmingas translokacijas ir mutacijas tiek
diagnostiniame, tiek ligos atkry¢io ULL méginiuose. NKS tyrimui atlikti VULSK
MMS naudoja lllumina TruSight RNA Pan-Cancer (lllumina, Inc.) paneli, kuris
apima 1385, su jvairiomis onkologinémis ligomis (i$ ju ir leukemijomis) susijusius
genus. Tyrimas atliekamas pagal gamintojo protokolus. Sekoskaitai yra
naudojamas lllumina MiSeq sekvenatorius. NKS sekoskaita ULL ligai atlicka
VULSK MMS darbuotojas Rimvydas Norvilas. Nustatyty geny varianty analizé
yra atliekama Illumina VariantStudio programa. Apie tai, kokie nustatyti kliniskai
reik§mingi geny variantai / mutacijos, praneSama pacienta gydantiems gydytojams
hematologams-onkologams ir jtraukiama { VULSK MMS duomeny baze¢. Norint
ivertinti mutaciju klonine evoliucija ULL ligoje, buvo atrinktos nustatytos
mutacijos diagnostiniuose ir ty paciy pacienty ligos atkry¢io méginiuose. Buvo
ivertinta, kaip kito mutacijy spektras ligos eigoje ir kokios galimos kloninés
evoliucijos kryptys. Mutacijy kloninés evoliucijos pobudis palygintas su MK
metodu nustatyty chromosominiy aberacijy kitimo pobiidZziu.
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IBLP ir BI tyrimy metodika

Pacienty  charakteristikoms apraSyti naudota apraSomoji  statistika.
I8gyvenamumui be ligos progresijos jvertinti buvo fiksuojami ivykiai nuo ligos
diagnozés — atsparumas gydymui, ligos atkrytis, antriniai véziai arba mirtis.
Bendram iSgyvenamumui jvertinti — mirties atvejis. Pacientai, nepatyr¢ ivykiy ar
like gyvi, atitinkamai paskutinio vizito metu buvo cenztruojami. ISgyvenamumo
be ligos progresijos ir bendro iSgyvenamumo rizikos veiksniams jvertinti buvo
taikoma Cox regresijos analizé. Univariacinéje analiz€je nustatyti reikSmingi
veiksniai jtraukti i multivariacini Cox modeli, naudojant atgalinj atrankos metoda.
StatistiSkai reik§minga dvipusé p reik§mé pasirinkta ties < 0,05. Statistiné analizé
buvo atlikta naudojant SAS 9.2 (angl. Statistical Analysis System package version
9.2) programa. Statisting analize atliko Tadas Zvirblis.
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3. TYRIMO REZULTATAI
3.1.Tiriamyjy charakteristikos

Lietuvoje nuo 2007 mety sausio iki 2013 mety gruodzio buvo diagnozuoti 96
suaugusiyjy (>18 m. amziaus) ULL atvejai. | tyrima pateko visi gydyti 66 ULL
pacientai 18-64 metu.. Nejtraukti vyresniy nei 64 mety pacienty nutarta todél, kad
Siems pacientams dél amziaus atsiranda gretutiniy ligy, nebéra taikomas intensyvus
ULL gydymas. Sie i$vardyti veiksniai neleisty objektyviai jvertinti genetiniy
poky¢iy bei jy itakos ligai ir jos progresijai. Visiems 66 pacientams diagnozés metu
buvo iSskirta DNR ir paruosta tolesniam MK ir TP53 geno mutacijy tyrimui.
Diagnozés metu tiriamyjy amziaus intervalas buvo 18-64 m., o amZiaus mediana —
34 metai. Keturiasde$imt vienam pacientui (62 %) buvo diagnozuota B-ULL, o
dvidesimt penkiems (38 %) — T-ULL. Visiems pacientams buvo atlikti rutininiai
standartiniai tyrimai, kuriy reikalaujama pagal gydymo protokola (BCR-ABL1,
ETV6-RUNX1, E2A-PBX1, MLL geny translokacijos ir iIAMP21 amplifikacija) (1
lentel¢). Visi ULL pacientai buvo gydomi pagal standartini chemoterapijos
protokola, kur buvo naudojami multiagentiniai vaistai (BCR-ABLL1 teigiamais
atvejais buvo gydoma imatinibu). Alogeniné kauly ciulpy transplantacija buvo
atlikta 16 (24 %) pacienty.

Kloninés evoliucijos tyrimui 2007-2018 m. buvo atrinkti visi suaugusieji ULL
pacientai, kuriems buvo konstatuotas ligos atkrytis. Ligos atkryti turéjo 16
suaugusiyjy ULL pacienty. Jiems buvo atliktas MK tyrimas pagal tokias pacias
salygas kaip ir pacientams diagnozés metu. Papildomai iSanalizuota VULSK MMS
NKS mutacijy duomeny bazé §iy ULL diagnostiniy ir ligos atkry¢io méginiy.

1 lentelé. Pacienty, kuriems diagnozuota ULL Lietuvoje 2007-2013 metais, klinikiné
charakteristika

Klinikiné charakteristika Skaicius %
IS viso 66 100
AmzZius, metai
Mediana 34
Daznis 18-64
Lytis
Vyrai 34 52
Moterys 32 48
Fenotipas
B-ULL 41 62
BCR-ABL1 11 27
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TEL AML1

MLL AF4

15

E2A PBX1

AML1 amp

Kitos aberacijos

(W N O

15

T-ULL

38

SIL TAL1

12

AML1 amp

Kitos aberacijos

NN W

Splenomegalija arba hepatomegalija

Nustatyta

27

Nenustatyta

48

73

Neuroleukemija

Nustatyta

10

18

Nenustatyta

46

82

Neaisku

10

WBC, x10%/1

Mediana

14.34

Intervalo ribos

0.9-481.9

NEU, x10%/

Mediana

2.00

Intervalo ribos

0.14-33.71

Hgb, g/l

Mediana

109.3

Intervalo ribos

52.4-169

PIt, x10%/1

Mediana

58

Intervalo ribos

6.62-443

Blastai, %

Mediana

41.6

Intervalo ribos

0-95

N=skai¢ius; WBC=baltieji kraujo kaneliai (angl. white blood cells, WBC);

NEU=neutrofilai; Hgb=hemogblobinas; Plt=trombocitai.

48




3.2.MK tyrimu nustatyty genominiy aberaciju spektras
suaugusiyjy ULL

MK tyrimo metu 54 (82 %) suaugusiems ULL pacientams nustatytos 192
genominés aberacijos, kurios prie$ tai nebuvo apraSytos kaip polimorfiniai genomo
variantai. Nustatytu aberacijy vidurkis, mediana ir moda buvo atitinkamai 3, 6,2 ir
1 aberacija pacientui. Nustatyty aberaciju daznis buvo 1-12 aberacijy pacientui.

Genominiy aberacijy pasiskirstymas pagal chromosomas

MK tyrimu daugiausiai chromosominiy aberacijy buvo nustatyta 9-toje
(34 aberacijos, daugiausia 9p srityje) (7 pav.) 6-toje (18, daugiausia 6q srityje) (8
pav.), 13-toje (12, daugiausia 13q srityje), 17-toje (12), 1-oje (11) ir 8-toje (11)
chromosomose. Maziausiai chromosominiy aberacijy nustatyta 15-toje (2), 20-toje
ir 22-0je chromosomoje (1 diagrama, 9 pav.)

128_ROSCO1 1] (1pxi=36KE)
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7 pav. HP 9p srityje (kairéje, zalia spalva) kartu su homozigotine delecija (raudona spalva).
Pirma pagal daznuma ULL suaugusiuju grupéje.

8 pav. Hemizigotiné 6q delecija. Antra pagal daznuma suaugusiyjy ULL grupéje
(oranziné spalva).
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Aberacijy skai€ius.
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1 diagrama. Aberacijy pasiskirstymas pagal chromosomas

Genominiy aberacijy pasiskirstymas pagal tipa

MK daugiausiai nustatyta hemizigotiniy deleciju — 86 (45 % visy aberaciju), 85
duplikacijos / amplifikacijos (44 %) ir 21 homozigotiné delecija (11 %).
Daugiausiai duplikaciju / amplifikaciju buvo nustatyta 17-toje ir 21-oje
chromosomose (po 9 aberacijas kiekvienoje i§ chromosomy). Hemizigotiniy
deleciju daugiausiai buvo nustatyta 9-toje chromosomoje (16 hemizigotiniy
deleciju), taip pat Sioje chromosomoje buvo nustatyta ir daugiausiai homozigotiniy
deleciju (12 homozigotiniu deleciju). Tik duplikacijos / amplifikacijos buvo
nustatytos 20-toje ir 21-oje chromosomose, ta¢iau tik delecijos identifikuotos 3-
ioje, 7-toje ir 15-toje chromosomose (hemizigotinés ir homozigotings).

Idomu pazyméti, kad X chromosomoje buvo nustatytos tik dvi trisomijos ir dvi
duplikacijos, o Y chromosoma aberacijy neturéjo (2 diagrama). Papildomai buvo
jvertintas heterozigotiSkumo praradimy pasiskirstymas kariotipe, pasirinkus
literataroje rekomenduojama 10 Mb ribag (Wang et al., 2016). Tokio dydZio ar
didesniy HP i§ viso buvo nustatyta 27, o daugiausiai — 6 HP — 9p srityje (3
diagrama) Visuose 9p HP regionuose buvo identifikuota homozigotiné delecija,
kuri apémé CDKN2AB gena.
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Chl| Ch2 | Ch3 | Ch4 | ChS | Ch6 | Ch7 | Ch8 | Ch9 |Ch10 | Chll|Ch12 | Ch13 | Ch14 |Ch15|Ch16 | Ch17 | Ch18 | Ch19| Ch20 | Ch21| Ch22
Duplikacijos/amplifikacijos | 45% | 40% | 0% | 86% | 50% | 39% | 0% | 64% | 18% | 60% | 40% | 20% | 25% | 67% | 0% | 50% | 75% | 80% | 33% | 100% | 100%| 50%
# Hemizigotiné del. 55% | 60% | 83% | 14% | 33% | 56% | 75% | 36% | 47% | 30% | 40% | 80% | 67% | 33% | 50% | 50% | 25% | 20% | 67% | 0% | 0% | 50%
u Homoigotiné del.. 0% | 0% | 17% | 0% |17% | 6% | 25% | 0% | 35% | 10% | 20% | 0% | 8% | 0% | 50% 0% | 0% | 0% | 0% | 0% | 0% | 0%

2 diagrama. Aberacijy pasiskirstymas chromosomose pagal tipa

HP didesni negu 10 M

HP atvejai (> 10 Mb)

Chromosoma

3 diagrama. HP pasiskirstymas pagal chromosomas

Atlikus MK tyrima i§ viso nustatyta 14 hiperdiploidiniy ir 2 hipodiploidiniai
kariotipai. Hiperdiploidiniy kariotipuy grupéje 8 atvejais buvo maza hiperdiploidija
(47-50 chromosomy) ir 6 atvejais didelé hiperdiploidija (51-60 chromosomuy).
Hiperdiploidiniuose daugiausiai trisomiju buvo su 4-ta (6 atvejai), 6-ta (6 atvejai),
10-ta (4 atvejai), 17-ta (5 atvejai), 18-ta (4 atvejai), 21-a (6 atvejai)
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chromosomomis. I§ nustatyty hipodiploidijy abu pacientai turé¢jo didelg

hipodiploidija (su 41 ir 45 chromosomomis) (10 pav.)

LosRrto
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10 pav. Hiperdiploidinis kariotipas, nustatytas MK
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Genominiy aberacijy pasiskirstymas pagal dydj

Norint {vertinti chromosominiy aberacijy, nustatyty MK metodu, pasiskirstyma
pagal dydi, buvo pasitelkti intervalai. MaZiausias intervalas pasirinktas 0—100 Kb
atsizvelgiant 1 praktines MK skiramosios gebos ribas. Iki 1 Mb buvo pasirinkti
intervalai kas 500 Kb. Toliau intervalai buvo skirstomi taip: kas viena Mb iki 5 Mb
ribos, tada kas 5 Mb iki 50 Mb ribos. [ §i skirstyma nebuvo jtrauktos trisomijos ir
monosomijos, norint tiksliau atspindéti atskiry aberacijy ilgio pasiskirstyma
(2 lentelé).

2 lentelé. Aberacijy pasiskirstymas pagal dydj intervaluose

Aberacijos dydis, Mb Aberacijy skaicius Daznis

<0.1 7 4%
0.1-0.5 27 14%
0.5-1 9 5%
1-2 12 6%
2-3 11 6%
3-4 7 4%
4-5 2 1%
5-10 13 7%
10-15 1 1%
15-20 8 4%
20-25 5 3%
25-30 3 2%
30-35 3 2%
35-40 3 2%
40-45 3 2%

Mb=megabazés.

I$ pateikty duomeny matome, kad aberacijy dydis yra santykinai jvairus, ta¢iau
daugiausiai aberaciju, kuriy dydis nuo 100 iki 500 Kb bei nuo 5 iki 10 Mb.
Analizuojant dydzius pagal aberacijy tipus, nustatyta, kad hemizigotiniy delecijuy
vidutinis dydis yra 2,7 Mb, duplikacijy 19,5 Mb, o homozigotiniy delecijy 273 Kb.
Detaliau pazvelgus i dydziy pasiskirstyma, matoma, jog daugiausiai duplikacijy
nustatyta 5-10 Mb (22 %) (3 lentelé).
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3 lentelé. Duplikaciju / amplifikacijy pasiskirstymas pagal dyd; intervaluose

Aberacijy dydis, Mb Aberacijy skai¢ius Daznis
<0.1 0 0%
0.1-0.5 3 11%
0.5-1 1 4%
1-2 0 0%
2-3 0 0%
34 0 0%
4-5 1 4%
5-10 6 22%
10-15 0 0%
15-20 3 11%
20-25 1 4%
25-30 0 0%
30-35 3 11%
35-40 0 0%
40-45 3 11%
45-50 2 7%
50-55 0 0%

Mb=megabazés.

Hemizigotiniy delecijuy tarpe daugiausiai vyravo aberacijos 100-500 Kb (17 %)
ir 1-2 Mb (13 %) intervaluose (4 lentel¢). Tarp homozigotiniy delecijy daugiausiai
pasitaiké 100-500 Kb aberaciju (54 %) (5 lentelé). Homozigotiniy delecijy
nenustatyta auks$¢iau 3 Mb ribos.

4 lentelé. Hemizigotiniy delecijy pasiskirstymas pagal dydj intervaluose

Aberacijy dydis, Mb Aberacijy skaicius DazZnis

<0.1 4 5%

0.1-0.5 13 17%

0.5-1 7 9%

1-2 10 13%

2-3 11%

3-4 9%

4-5 1%

55




5-10 7 9%

10-15 1 1%

15-20 5 7%

20-25 3 4%

25-30 3 4%

30-35 0 0%

35-40 3 4%

40-45 0 0%

45-50 0 0%

50-55 1 1%

Mb=megabazés.
5 lentelé. Homozigotiniy delecijy pasiskirstymas pagal dydi intervaluose
Aberacijy dydis, Mb Aberacijy skaicius Daznis

<0.1 3 14%

0.1-05 11 52%

0.5-1 1 5%

1-2 2 10%

2-3 3 14%

3-4 0 0%

4-5 0 0%

5-10 0 0%

10-15 0 0%

15-20 0 0%

20-25 1 5%

25-30 0 0%

30-35 0 0%

35-40 0 0%

40-45 0 0%

45-50 0 0%

50-55 0 0%

Mb=megabazés.

Pasikartojancios genominés aberacijos ir su leukemija susij¢ genai

MK analizé leido nustatyti 98 genomo regiono vietas, kuriose buvo rastos
pasikartojancios aberacijos. | Sias pasikartojancias aberacijas pateko keletas su
leukemija susijusiy geny: CDKN2A (19 atvejy, 29 %), CDKN2B (18, 27 %), MLL
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(2, 3 %), IKZF1 (4, 6 %), PAX5 (4, 6 %), RB1 (4, 6 %), TP53 (5, 7 %) ir ETV6 (2,
3 %). Isdéscius pasikartojanéias aberacijas pagal pacientus, nustatyta, kad
dauguma aberacijy persidengia, tai leidzia kelti hipotezg apie genominiy aberacijy
ir ju onkogeniniy bei biologiniy keliy persidengima ULL leukemogenezéje
(11 pav.).

Patients
Genes 1 234567 8 9101112 1314151617 1319 20 21 22 23 24 25 26 27 25 29 30
CDEN2A
CDEMNZE
IKZF1
PAXS
IFMAL
ETVG

REL

TP53
SMARCA4
PDGFRE
ABL2
RMASEL
ARHGEF12
MLL
MLLT3
ELANE
FGFRLOP
PARK2
ABLL
MUP214
LYLL
JAK2

11 pav. Pasikartojandios aberacijos ir genai, lokalizuoti jose, suaugusiyju ULL grupéje

MK analizé¢ leido nustatyti keleta nauju pasikartojanciu aberacijuy, i kurias
patenka galimai su ULL leukemogeneze susije genai: SMARCA4 19p13.2 regione
(450 Kb-12 Mb aberacijos) (3 atvejai, 4 %), RNASEL 1g25.3 regione (1,2-5 Mb)
(3 atvejai, 4 %), ARHGEF12 11g23.3 regione (100 Kb—10 Mb) ir LYL1 19p13.2
regione (100 Kb-1 Mb (2 atvejai, 3 %). Buvo palygintas pasikartojan¢iy aberaciju
spektras B ir T-ULL grupése (6 lentelé).

57



6 lentelé. Pasikartojanciy aberacijy tipai B ir T-ULL

Aberacijos tipas T-ULL atvejai, n (%) B-ULL atvejai, n (%)
Hemizigotinés delecijos 15 (60) 24 (59)
Homozigotinés delecijos 5 (20) 10 (24)
Duplikacijos amplifikacijos 12 (48) 18 (44)

DaZniausiai pasikartojandios aberacijos pagal chromosomos sritj
Chr 9p 7 (28) 15 (37)
Chr 6q 3(12) 9 (22)
Chr 13q 1(4) 4(10)
Chr 17 3(12) 9(22)

Pasikartojancios aberacijos/genai

CDKN2A/B delecija 7 (28) 12 (29)
IKZF1 delecija 0(0) 4 (10)
PAX5 delecija 1(4) 3(7)
TP53 delecija 1(4) 4 (10)
MLL delecija 1(4) 12
RB1 delecija 1(4) 3(7)
ETV6 delecija 0(0) 2(5)

Chr=chromosoma.

3.3.TP53 geno mutacijos suaugusiuyju ULL grupéje

TP53 geno mutacija buvo nustatyta 3 i§ 66 suaugusiyju ULL pacienty (4,5 9%).
IS §iy trijy atveju viena mutacija buvo taskiné (c.658 T>A; Tyr220Asn;), o kitos
kompleksinés, viena taskiné mutacija su delecija (c.764T>C; p.lle255Thr; c.764-
766 TCAdel; Thr256del), kita — taskiné mutacija su duplikacija (c.376-457dup;
p.Thrl26_Pro152dup; Prol53Leu fs180X). Visos trys mutacijos buvo nustatytos 5,
6 ir 7 egzonuose. 1§ Siy atveju su TP53 mutacijomis vienam pacientui MK
nustatytas kompleksinis kariotipas, kitam pacientui kompleksinis kariotipas su 17p
srities hemizigotine delecija (apima TP53 gena), o treCias pacientas turéjo
hipodiploidini kariotipa, kuriame buvo 17-tos chromosomos monosomija

(7 lentelé).
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7 lentelé. TP53 geno mutacijy ir chromosominiy aberacijy sasaja suaugusiyjy ULL

Paciento TP53 geno mutacijos TP53 geno lokuso E:.hl.fomosominiai
nr. poky¢ciai

1 €.658 T>A; Tyr220Asn Kompleksinis kariotipas

2 C.764T>C; p.l1le255Thr; c.764- | Kompleksinis kariotipas su 17p delecija
766 TCAdel; Thr256del (apima TP53)

3 €.376-457dup; Hipodiploidinis kariotipas su 17- tos
p.Thr126_Prol52dup; chromosomos monosomija
Prol153Leu fs180X

IBLP ir BI tyrimy rezultatai

Medianinis suaugusiyju ULL pacienty stebéjimo laikas buvo 18 meénesiy
(intervalo ribos 0-74 mén.). Per §j laikotarpi buvo fiksuoti du atsparios ligos
atvejai, 14 ligos atkry¢iy, 18 mir¢iy. Vidutinis IBLP ir Bl buvo atitinkamai 21
(95 % PI: 5-37) ir 33 (95 % PI: 19-47) ménesiai. Univariacin¢je analizéje buvo
nustatyta asociacija tarp trumpesnio IBLP ir didesnio pacienty amziaus, aberacijy
13-toje chromosomoje ir CDKN2AB nedeletuoto geno. Aberacijos 13-toje
chromosomoje ir nedeletuotas CDKN2AB genas buvo reiksmingi rizikos veiksniai
IBLP multivariacinéje analizéje. Vienintelis predikcijos veiksnys trumpesniam BI
buvo didesnis suaugusiujy ULL pacienty amZius.

Buvo atlikta multivariaciné analizé atskirai B ir T-ULL grupése. B-ULL
trumpesniam IBLP reik§minga jtaka turéjo didesnis pacienty amzius, aberacijos 13-
toje ir 14-toje chromosomose. BI rizikos veiksniai buvo nustatyti Sie: didesnis
pacienty amzius, aberacijos 3- ioje ir 14-toje chromosomose bei RB1 geno delecija.
Nebuvo nustatyta né vieno rizikos veiksnio IBLP ir Bl T-ULL grupéje (8 lentelé).

8 lentelé. IBLP ir BI Cox regresijos analizé suaugusiuju ULL grupéje

Univariaciné analizé Multivariaciné analizé
Faktorius Rizikos santykis . Rizikos santykis p
. p reikSmeé " e .
Ivertis | 95% PI Ivertis 95% Pl | reikSmé

Visi ULL pacientai

Bendras iSgyvenamumas

Vyresnis -y oos | 1.001-1.047 0.040 1.024 L001-1 4 40
amzius, metai 1.047

Aberacijos 2041 | 0.915-4.553 0.082 ;

chrl3

Nedeletuotas

CDKNZAS 2434 | 0.997-5.944 0.051 ;

59



ISgyvenamumas be ligos progresijos
Vytgsnls . 1.026 1.004-1.049 0.022 n.s.
amzius, metai
Aberacijos 1.388-
chri3 2.498 1.163-5.363 0.019 3.017 6.556 0.005
Nedeletuotas 1.236-
CDKN2AB 2.607 1.075-6.324 0.034 3.034 7'451 0.015
genas '
B-ULL pacientai

Bendras iSgyvenamumas
Vyresnis 1y 048 | 1.019-1.078 0.001 1.078 104l- ooy
amzius, metai 1.116
Aberacijos 1.248-
chr3 3.760 1.218-11.602 0.021 5.349 29 926 0.024
Aberacijos 3290 | 1.178-9.105 0.023 n.s.
chrs
Aberacijos 3415 | 1.332-8751 0.011 n.s.
chrl3
Aberacijos 1.227-
chrla 3.103 1.107-8.702 0.031 4.659 17 687 0.024
Deletuotas 2.332-
RB1 genas 3.491 1.004-12.141 0.049 10.699 49,087 0.002
ISgyvenamumas be ligos progresijos
Vyresnis 1.038-

.. ) 1.050 1.021-1.079 0.001 1.073 <.001
amzius, metai 1.110
Aberacijos 3582 | 1.180-10.873 0.024 ns.
chr3
Aberacijos 3220 | 1.173-8.838 0.023 ns.
chrb
Aberacijos 2.991-
chri3 4.697 1.906-11.572 0.001 8.912 26.559 <.001
Aberacijos 1.242-
chrla 2.920 1.053-8.098 0.040 3.781 11.509 0.019
Deletuotas 3215 | 0941-10984 |  0.062 -
RB1 genas

3.5.Genominés kloninés evoliucijos rezultatai

Kaip paminéta metodikos skyriuje, kloninés genominés evoliucijos jvertinimas

buvo i§ dvieju daliy: pirmiausia jvertinta ULL diagnostiniy ir ligos atkry¢io
méginiy chromosominiy poky¢iu kloniné evoliucija

ir kloniné evoliucija
analizuojant mutacijy spektra, pasinaudojant VULSK MMS duomeny baze. Véliau

dviejy skirtingy tipu duomenys buvo palyginti (9 lentelé). MK i$tyrus 16 pacienty,
kuriems buvo ligos atkrytis, méginiy, dviem pacientams nebuvo nustatyta né
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vienos chromosominés aberacijos ar HP (pacientai Nr. 4, 8). Siuose méginiuose
buvo per didelé¢ normaliy lasteliy koncentracija (blasty kiekis 0,5-1,5 %), todél
vertinti §iy méginiy chromosominiy aberacijy evoliucija yra neinformatyvu.
Vienam pacientui (Nr. 5) chromosominés aberacijos nebuvo vertinamos, nes ligos
atkrytis buvo uZzfiksuotas limfmazgyje, o kauly ciulpuose blasty kiekis buvo
normalus.

9 lentelé. ULL pacienty kloniné evoliucija chromosominiy aberacijy ir genominiy mutaciju

lygmeniu (pasikartojanc¢ios aberacijos / mutacijos — paryskintos).

9p del homozigoting|

14q dup

pirmtako

. Chr Chr Chr iniy . . | Geny variantai .
Paciento - o " Geny variantai | . < Geny varianty
NF aberacijos aberacijos ligos _aberacijy diagnozés metu ligos atkry¢io evoliucijos statusas
’ diagnozés metu atkry¢io metu |evoliucijos statusas metu
5 trisomija
9p del (CDKN2AB,
1 > trisomija PAXS) Kloniné evoliucija NRAS G12D nenustatyta  |nevertinama
3q del 3 1AL Y174H
12p del
17p del (TP53)
9p del (CDKN2AB, [9p del (CDKN2AB, . ) PAX5 D193Ter )
2 PAXS) PAXS) Identiski klonai NRAS G12D nenustatyta  |nevertinama
5 trisomija
13q del
. s WT1 Q155Ter
5 trisomija 9p del (CDKN2AB, . Lo . -
3 13q del PAXS) Klonin¢ evoliucija |WT1 Q155Ter  [NRAS G12D Klonin¢ evoliucija
7p del (IKZF1)
. . . KRAS G12R .
4 normalus kariotipas [normalus kariotipas |nevertinama KMT2A R420Q nenustatyta  |nevertinama
5 iverdinloidita gflfrt)','t'l‘sta (ligos evertinama JAK2 R1063H  |JAK2 R1063H |Evoliucija i§ klono
perdiploidy ! ) CBL L272FX  [KRASL52P  [pirmtako
limfmazgiuose)
1p del
1p del NRAS G12D
8q del S NRAS G12D
6 8q del 9p HP (CDKN2a, |EYoliuciiaiSklono | sy o pioory  PAKZRIZH 1, o ovoliucija
2q del PAXS) pirmtako ELT3 V9IM FLT3 V94M
12p del (ETV6) TP53 R282P
8g dup
7p del (IKZF1) SETD2
9p del (CDKN2AB, SETD2 11960M [11960Met Evoliuciia i§ klono
7 7p del (IKZF1)  [PAX5) Kloniné evoliucija [NUP98 R1052L  [NUP98 R1052L | ¢ - -\ é
8q del ETV6 R291S ZNF384 P
16q del D220dup
8 normalus kariotipas |normalus kariotipas |nevertinama FLT3 D835Y IL7R 1258F Kloniné evoliucija
IL7R 1258F \WT1 HA65N
9p HP
NRAS Q61K
RN (CDKN2AB, '(,CA%NZAB* KRASG12D  |ABL1G1079C
. ‘ del) ; del) loning evoliuciia [ABLL G1079C  [KRAS G12V [Evoliucija is klono
q q U2 JAK2 R683G  |KRASG12C  |pirmtako
129 del (BTG1,  }12q del (BTG, PAX5 Q71Ter  |EBF1S238Y
PTPN11) PTPN11)
+21, +X
3q del 6q del PN,
10 6q del 13q del Evoliucija i§ klono neatlikta neatlikta nevertinama
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(CDKN2AB)
13q del
14q dup
5q del 7q dup neatlikta NKS, neatlikta NKS,
. - Evoliucija i§ klono |TP53 P152dup |TP53 P152dup op s .
11 i;g (tjﬁilsomi_a +21 trisomija birmtako TP53 P153L P53 P153L Identiski klonai
. fs180X fs180X
12 hiperdiploidija hiperdiploidija Identiski klonai neatlikta neatlikta nevertinama
13 +10 +10 Identiski klonai neatlikta neatlikta nevertinama
14 13q del 13q del Identiski klonai neatlikta neatlikta nevertinama
39 dup
15 9p del (CDKN2AB) [9p del Kloniné evoliucija | neatlikta neatlikta nevertinama
(CDKN2AB)
16 v 7p del . Lo . . .
p del 9p dup [Kloniné evoliucija neatlikta neatlikta nevertinama

I3 analizei tinkamuy 13 suaugusiyju ULL pacienty keturiems (31 %) buvo
nustatyti identiski chromosominiy aberaciju klonai diagnostiniame ir ligos atkrycio
méginyje, SeSiems (46 %) nustatyta kloniné evoliucija, o trims (23 %) — evoliucija
i§ klono pirmtako. Diagnozés metu nustatyty chromosominiy aberacijy vidurkis
buvo 3,1 aberacijos / pacientui (intervalo ribos 1-8 aberacijos), o ligos atkrycio
metu — 3,3 (intervalo ribos 1-8 aberacijos). Diagnozés metu 54 % pacienty turéjo
delecijas/HP/duplikacijas, kurios apémé su leukemija susijusius genus CDKN2AB,
PAXS5, IKZF1, ETV6, BTG1, PTPN11. Ligos atkry¢io metu toks pat Kiekis pacienty
turéjo delecijas/HP/duplikacijas, kurios apémé Siuos su leukemija susijusius genus:
TP53, CDKN2AB, PAX5, IKZF1, BTG1, PTPN11. Ligos atkry¢io metu labiausiai
aberacijuy paveikti buvo CDKN2AB ir PAX5 genai.

Analizuojant NKS mutacijy duomenis genomings evoliucijos krypciu santykis
skyrési lyginant su chromosominiy aberacijy evoliucijos kryptimis. NKS duomeny
bazéje mutaciju rezultatai buvo fiksuoti 10 suaugusiyju ULL pacienty. I§ jy trims
pacientams kloninés evoliucijos kryptis nevertinta, nes ligos atkryCio meéginyje
nebuvo nustatyta né vienos genominés mutacijos. Analizei tinkamy pacienty
evoliucinés kryptys pasiskirsté taip: identiski mutacijy klonai diagnozés ir ligos
atkry¢io méginiuose buvo nustatyti vienam pacientui (14 %), kloniné evoliucija —
trims (43 %) (12 pav.), evoliucija i§ klono pirmtako — trims pacientams (43 %).
Diagnozés metu 85 % pacienty buvo nustatytos mutacijos su leukemija
susijusiuose genuose TP53, KRAS, NRAS, ABL1, JAK2, FLT3, SETD2, NUP98,
ETV6, IL7R, CBL. Ligos atkry¢io metu genominés mutacijos buvo nustatytos 100
% atveju WT1, EBF1, ZNF384, TP53, KRAS, NRAS, ABL1, JAK2, FLT3, SETD2,
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NUP98, ETV6, IL7R, CBL genuose. Ligos atkry¢io metu mutacijos dazniausiai
buvo nustatomos RAS biologinio kelio genuose — NRAS ir KRAS.

A J
=

Pirminis klonas

Ligos atkrytis

WT1 Q155Ter

12 pav. Kloninés evoliucijos pavyzdys chromosominiu ir mutacijy lygmeniu (pacientas
Nr. 3) (juodu ir mélynu apskritimu pazyméti bendri klonai).
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4. TYRIMO REZULTATU APTARIMAS

Atlikus suaugusiyju ULL MK tyrima chromosominiy aberacijy nustatyta 82 %
atvejy, vidutiniSkai 3,56 aberacijos atvejui. Nustatytas aberacijy daznis buvo kaip ir
kitose studijose ir virsijo 80 % riba. Vis délto nustatyty aberaciju vidurkis pacientui
buvo maziausias i§ visy atlikty studijy, o nuo vienos studijos skyrési net 2,2 Kkarto.
Niekur dar nebuvo pabandyta pazitréti aberaciju pasiskirstyma pagal dydi.
Lyginant visas aberacijas, daugiausiai buvo nustatyta 100-500 Kb (14 %) ir 5-10
Mb aberacijy. I$ duplikacijy / amplifikaciju daugiausia buvo 5-10 Mb (22 %),
hemizigotiniy delecijy — 100-500 Kb (17 %) ir 1-2 Mb (13 %), o homozigotiniy —
100-500 Kb (52 %) dydZio aberaciju. Pagal nustatyty aberaciju tipa misy MK
tyrimas nustaté beveik lyguy skaiiy hemizigotiniy deleciju ir duplikaciju /
amplifikacijy, 0 kitos penkios suaugusiyju ULL studijos identifikavo kur kas
daugiau hemizigotiniy deleciju negu duplikaciju / amplifikaciju (Paulsson et al.,
2008; Okamoto et al., 2010; Safavi et al., 2014; Miihlbacher et al., 2016; Forero-
Castro et al., 2016). Tiesa, viena studija nediferencijavo atskirai deleciju i
hemizigotines / homozigotines, taciau deleciju aptikta vis tiek daugiau negu
duplikacijy / amplifikacijy (Miihlbacher et al., 2016). Tiek miisy atliktoje analizéje,
tiek ir kity penkiy studijuy dazniausiai nustatytos aberacijos buvo 9p chromosomos
srityje, o antros pagal daznuma aberacijos — 6 chromosomos srityje (Paulsson et
al., 2008; Okamoto et al., 2010; Safavi et al., 2014; Miihlbacher et al., 2016;
Forero-Castro et al., 2016). Vis délto vienoje studijoje daugiau buvo nustatyta
aberaciju 7p srityje negu 6q (Castro et al., 2016) (10 Ientelé).

10 lentelé. Visy suaugusiyju ULL MK studijy palyginimas

Paulsson Okamoto Safavi Dirse Forero- Miihlbacher
et al. et al. et al. et al. Castro et et al,
2008 2010 2015 2015 al., 2016 2016
Pacienty 45 75 126 66 123 174
skaicius
Aberacijy 6 7,6 54 3,5 8 5,8
vidurkis
atvejui
Nustatyty 43/45 69/75 126/126 54/66 108/123 140/174
aberacijy (95%) (92%) (100%) (82%) (87%) (80%)
daznis
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Hemizigo- 211 349 381 86 -
tinés delecijos

Homozigoti- 48 19 73 21 - 346
nés delecijos

Duplikacijos/ 93 169 238 85 - 170
amplifikacijos

Chromosomy 9p ir 6q 9p ir 6q 9 9p ir 6q 9pir7p 9p ir 6q
sritys su
daugiausiai
aberaciju

Dazniausi CDKN2AB | CDKN2AB | CDKN2AB | CDKN2AB | CDKN2AB CDKN2AB
aberantiniai

genai
Nauji genai DLG2 PTPRD BCATISE | SMARCA4 | TBL1XR1 KCNJ15
kandidatai LDOC1 PIK3AP1 RP2BTLA | ARHGEF12
CDH13 AKT1/2 NR3C1 LYL1
FOXO3 PIK3AP1 RNASEL
BTG1

11 lentelé. DaZniausi aberantiniai genai visose suaugusiyju ULL studijose

Dazniausi Paulsson Okamoto Safavi Dirse Forero-
aberantiniai etal. etal. etal. etal. Castro et
genai 2008 2010 2015 2015 al. 2016

Miihlbache
retal. 2016

CDKN2AB | 21(47%) | 23 (31%) | 39 (31%) | 19 (19%) | 58 (53%) | 58 (41%)

PAX5 15(33%) | 15(20%) | 18 (14%) | 4 (4%) - -
RB1 5 (11%) 7 (9%) 9(7%) 4 (4%) - 20 (14%)
IKZF1 8(18%) | 9(12%) | 32(25%) | 4(4%) | 58 (53%) 12 (9%)
EBF1 2(44%) | 5(%) 7 (6%) 00%) | 28(26%) 7 (5%)
ETV6 7 (16%) 5(7%) | 12(10%) | 2 (2%) 9 (8%) 14 (10%)

Dazniausiai deletuotas / duplikuotas genas visose SeSiose studijose buvo
CDKNZ2AB, taciau miusy studijoje Sio geno aberaciju daznis buvo maziausias i$
visy. Misy atlikto MK tyrimo didziausi skirtumai nuo kity penkiy studiju
atsiskleidzia lyginant ir kitus daZniausius aberantinius genus. Vieno svarbiausiy
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ULL leukemogenezéje PAX5 geno aberaciju daznis misy studijoje buvo
identifikuotas tik 4 % pacienty, 0 kity studijy jis buvo nustatomas santykinai
didesnis (14-33 %). Idomus pastebéti, kad vaiky ULL grupéje §io geno aberacijos
taip pat didelés (31,7 %) (Inaba et al., 2013). Mazesniu dazniu nustatytos ir kitos
pasikartojancios aberacijos, kurios apima IKZF1 (4 %), ETV6 (2 %), EBF1 (0 %).
Palyginus matyti aiskus skirtumas, Forero-Castro su bendraautoriais nustaté beveik
kelis kartus daugiau IKZF1 ir EBF1 geny aberaciju negu visos Kitos suaugusiyju
ULL MK studijos (11 lentelé).

Prie$ tai aprasyty aberaciju dazniy skirtuma buty galima paaiskinti tuo, jog
tirtos skirtingy populiacijy suaugusiyjy ULL grupés: Svedijos, Japonijos, Lietuvos,
Ispanijos, Vokietijos. I§ analizés matoma, kad labiausiai savo aberaciju dazniu
iSsiskiria Lietuvos ir Ispanijos suaugusiyjy ULL populiacijos. Reikéty pasakyti,
kad miisy tiriamyju grupéje buvo atrinkti visi zinomi suaugusiyjy ULL pacientai,
kurie registruoti Lietuvoje 2007-2013 m., todél daroma prielaida, kad $is MK
tyrimas geriausiai gali atspindéti populiacinj Salies ULL genominiy aberacijy
dazni. Analizés metu buvo atsizvelgta ir | visy penkiy studijyu naudota MK
skiriamaja geba. Skiriamoji MK metodo geba varijuoja priklausomai nuo
mikrogardeles dengian¢iy zymenuy, o ju skaiCius tarp studijy varijuoja — maziausiu
zymeny skaiCiumi pasizymejo Forero-Castro ir bendraautoriy grupé (135 tikst.
zymenuy), paskui Miihlbacher (270 ttkst. zymeny), Paulsson ir Okamoto (po 510
tikst. zymeny) bei Safavi (700 tikst. — 1 min. zymeny) tyréju grupés. Nors MK
metody skiriamoji geba ir skirtinga, ta¢iau nuo to priklausanéiy aberaciju daznio
dydzio tendenciju nepastebéta. Pavyzdziui, nors Safavi su autoriais naudojo
didziausios skiriamosios gebos MK ir nustaté daugiausiai aberacijy i§ visy grupiu,
taciau, palyging IKZF1 ir EBF1 geny deleciju daznius, matome, kad Forero-Castro
su bendraautoriais, turédami maziausios skiriamosios gebos MK, §iy geny delecijas
nustaté didesniu dazniu negu kitos grupés.

Palyginus aberaciju spektra tarp B ir T-ULL, matoma, kad aberacijos pagal tipa
tarp $iy grupiy pasiskirsto tolygiai, taip pat ir aberantinis CDKN2AB genas, taciau
pasikartojancios aberacijos yra daznesnés tarp B-ULL pacienty.

TP53 geno analizé mutacijas nustaté 4,5 % suaugusiyju ULL pacienty.
AnalogiSka studija suaugusiems ULL pacientams TP53 geno mutacijas nustaté
didesniu dazniu — 8 % (Chiaretti et al., 2013). Masuy tirtoje grupéje pastebétos
tendencijos ir asociacijos tarp TP53 geno mutacijy ir chromosominiy aberaciju.
Kaip minéta rezultatuose, vienas ULL pacientas turéjo abu genetinius poky¢ius:
TP53 geno mutacija ir 17p srities delecija, kuri apima kita TP53 geno kopija, taip
netenkama abieju geno kopiju. Kitas pacientas, be TP53 mutacijos, turé¢jo didelg
hipodiploidija su 17-tos chromosomos monosomija, kas automatiskai sutrikdo abi
TP53 geno kopijas. Iityrus 124 vaiky ULL hipodiploidinius atvejus, nustatyta, kad
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net 91,2 % mazos hipodiploidijos atveju turéjo TP53 geno mutacijas (Holmfeldt et
al., 2013). Analogiska studija suaugusiyju ULL grupéje taip pat identifikavo, kad
90,9 % mazos hipodiploidijos atveju turi TP53 geno mutacijas. Masuy atlikta TP53
mutacijy ir MK analizé leidzia kelti hipotezg, kad TP53 mutacijos gali bati
svarbios ULL patogenezéje esant tiek mazai, tiek didelei hipodiploidijai.

MK tyrimas suaugusiyju ULL grupéje nustaté pasikartojancias aberacijas,
kurios apémé naujus, galimai su ULL leukemogeneze susijusius genus, jie galéty
bati potencialtis nauji  8i0 ligos patogenezés mechanizmo kandidatai. Trimis
atvejais buvo pasikartojanios delecijos, kurios apémé SMARCA4 gena. Sio geno
koduojamas baltymas yra nuo ATP priklausomo chromatino remodeliavimo
SNF/SWI komplekso dalis. Sis kompleksas aktyvina transkripcija ty geny, kurie
normalios bisenos yra slopinami chromatino. SMARCA4 geno delecija gali
sutrikdyti SNF/SWI komplekso funkcija ir turéti leukemogeninj poveiki. Taip pat
Sis kompleksas yra reikalingas gliukokortikoidy transkripcijai aktyvinti.
Atsparumas gliukokortikoidams yra svarbus blogos prognozés Zymuo naujai
diagnozuotiems ULL pacientams, tad SNF/SWI komplekso funkciju sutrikdymas
gali buti kliniskai reikSmingas (Pottier et al., 2008). Eksperimentiniai peliy
modeliai su mutuotu SMARCA4 genu parodé, kad yra sutrikdomos eritroidinés ir
limfoidinés kilmés lasteliy linijos, 0 mieloidinés kilmés Sios linijos iSliko
nepakitusios (Shi et al., 2013). Taip pat pastebéta SMARCA4 geno svarba T lasteliy
diferenciacijai. Sutrikdzius $io geno veikla yra iSbalansuojama DN lasteliu stadija,
kurioje vos pastebimai vyksta CD4+ raiska ir, nebeperéjus i DT stadija,
prarandamos Tlastelés (Chi et al., 2003).

Trims pacientams nutatytos pasikartojanc¢ios aberacijos, kurios apima
ARHGEF12 gena. Geno koduojamas baltymas formuoja kompleksa su G baltymais
ir aktyvina nuo RhoA veiksnio priklausomus signalus. Sis baltymas taip pat buvo
identifikuotas kaip vienas i§ translokacijos partneriy UML (Pottier et al., 2008).
Genas ARHGEF12 buvo nustatytas kaip translokacijos t(7;11) partneris vaiky ULL
(Poppe et al., 2005). Atlikus detaly MLL geno translokaciju tyrima taip pat
nustatyta, kad ARHGEF12 genas kaip translokacijos partneris dalyvauja tminése
leukemijose (Meyer et al., 2018).

Du pacientai turéjo deletuota LYL1 gena, kuris glaudziai dalyvauja kraujagysliy
formavimgsi ir hematopoezéje (Poppe et al., 2005). Nustatyta translokacija, kurioje
buvo susilieje LYL1 genas ir T lasteliy receptoriy B lokusas. Buvo iskelta $io geno
onkogeninio potencialo hipotezé T-ULL patogenezéje (Keersmaecker et al., 2005).
Miisy studijoje abu pacientai su LYL1 geno delecija buvo T-ULL. Geny raiskos
analizé patvirtino, kad ne tik LYL1 geno translokacijos, bet ir kiti genominiai
mechanizmai transkripcijos lygiu turi jtakos T-ULL. I$ 62 T-ULL atvejy, kurie
neturéjo jokiy translokacijy (tarp ju ir LYL1 geno), 41 turéjo sutrikdyta LYL1I,
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TAL1/2, LMO1/2, TLX1/ TLX3, HOXA, NKX2-1 geny raiska, manoma, dél
strukttiriniy genominiy poky¢iy (Chen et al., 2018).

Trims ULL pacientams buvo nustatyta RNASEL geno delecija. Sis genas
koduoja endoribonukleazg, kuri dalyvauja nuo interferono priklausanciuose
prieSuzdegiminiuose ir prie§véziniuose procesuose, ir pirma karta buvo
identifikuotas kaip prostatos vézio genas kandidatas (Dong et al., 2008).
Eksperimentai su létinés mieloleukemijos (LML) lasteliy linijomis (K562) parode,
kad RNASEL ir jo saveikai su miRNR biidinga leukeminiy lasteliy proliferacija ir
augimo inhibicija. Tai leidzia naujas prielaidas, kad $is genas gali atlikti svarbig
funkcija LML ir potencialiai kity hematologiniy ligu patogenezéje (Lee et al.,
2013).

Atlikus IBLP ir Bl analiz¢ nustatyta, kad labiausiai iSsiskiriantys ir turintys
itakos veiksniai yra pacienty amzius, CDKN2AB geno statusas, aberacijos 3-ioje,
13-toje, 14-toje chromosomose, RB1 geno delecija. Siuo atveju galima manyti, kad
RB1 geno, kuris lokalizuotas 13-toje chromosomoje, delecija ir aberacijos Sioje
chromosomoje gali turéti biologiniais mechanizmais pagrista rysi. Si asociacija
gerai atsiskleidé studijoje, kur buvo bandyta analizuoti létinés limfoleukemijos
pacientus, kuriy dalis turéjo aberacijas tik 13-toje chromosomoje, o kita dalis — be
aberacijy 13-toje chromosomoje, papildomai turéjo ir RB1 geno delecija. Blogesné
prognoz¢ ir prastesnis atsakas | gydyma buvo pacienty, kurie turéjol3-tos
chromosomos ir kartu RB1 geno delecijas, grupéje (Dal Bo et al., 2011). Nors RB1
geno aberacijos nustatomos ir B, ir T-ULL, ta¢iau, kai kuriy autoriy manymu, $io
geno, kuris yra atsakingas uz lastelés G1/S ciklo fazes, delecija gali turéti jtakos tik
B-ULL diferenciacijai, bet ne T-ULL (Studniak et al., 2013). RB1 geno delecija
buvo validuota kaip blogos prognozés zymuo dideléje studijoje, tyrusioje 3239 B-
ULL vaiky grupéje (Hamadeh et al., 2019). Musy imtyje RB1 geno delecija
nustatyta tik keturiems suaugusiems ULL pacientams, tad detalesnei suaugusiuju
ULL grupés prognostinei analizei reikia didesnés pacienty imties.

Remiantis prognostine analize nustatyta, kad nedeletuotas CDKN2AB geno
statusas turéjo itakos IBLP suagusiyju ULL grupéje. Vienos i pirmyju studiju,
tyrusiu CDKN2AB geno prognosting reik§me, buvo atliktos atitinkamai 227 ir 109
vaiky B-ULL atvejais. Galutiné analizé nustaté, kad Sio geno delecija neturi jtakos
IBLP ir BI tirtose grupése (van Zutven et al., 2005; Mirebeau et al., 2006).
CDKN2AB geno delecijos jtaka nebuvo parodyta studijoje, kur buvo tirti 54 ULL
pacientai 10-25 mety amziaus. Vis délto statistiné analizé¢ (P = 0,06) parod¢, kad
Sio geno delecija turintys pacientai labiau priklauso blogos prognozés grupei
(Usvasalo et al., 2008). Kitoje studijoje analogiskai tirta 61 vaikas ir 30
suaugusiyjy ULL pacienty. Nustatyta, kad CDKN2AB geno delecija buvo daznesné
suaugusiyjy tarpe ir turéjo jtakos BI suaugusiyjy B-ULL (Kim et al., 2009). Buvo
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atliktos dvi didelés studijos (1551 ir 3239 pacientai), vertinta jvairiy genetiniy
veiksniu, tarp ju geno CDKN2AB, itaka ir pronostiné reiksmé ULL. Abi studijos
patvirtino, kad deletuotas CDKN2AB genas yra priskiriamas blogai prognostinei
grupei. Taip pat pastebéta tendencija, kad esant CDKN2AB geno delecijai kartu su
ETV6 geno delecija, prognostiné verté pasikeicia i geros proghozés (Moorman et
al., 2014; Hamadeh et al., 2019). Atlikta 13 studiju metaanalizé leido nustatyti
CDKN2AB geno delecija kaip galima blogos prognozés zymenj vaiky ir
suaugusiyjy ULL, taciau ne visos studijos tai patvirtina iki galo, todél $io geno
prognostiné reikimé kontroversiné (Zhang et al., 2019). Sie rezultatai rodo, kad
suaugusiyjy ULL grupéje reikalinga iSsamesné $io geno analizé, Zinant, kad
CDKNZ2AB dalyvauja lastelés ciklo G1/S patikros taske RB1 ir TP53 biologiniuose
keliuose. Lygiai taip pat svarbu jvertinti ne tik pavienes CDKN2AB geno delecijas,
bet ir ju galima sasaja su kitais leukemogenezéje dalyvaujanciais genais bei ju
aberacijomis. Pavyzdziui, kai delecija yra didesné negu kelios megabazés, ji apima
ne tik CDKN2AB, bet ir $alia esantj MTAP, kuris koduoja metiltioadenozino
fosforilaze. Lasteliy modelis parodé, kad esant inaktyvintam MTAP, padidéja
lasteliy jautrumas ULL gydyti vartojamam metotreksatui. Taip pat reikéty
pasakyti, kad prognostiné CDKN2AB geno delecijos reik§mé gali priklausyti nuo
delecijos pobtuidzio: vienose studijose prognostiSskai vertintos tik homozigotinés
delecijos, o kitose ir homozigotinés, ir hemizigotinés. Kai kuriy autoriy teigimu,
svarbu jvertinti ir CDKN2AB geno promotoriaus metilinimo statusa, nes tai gali
tureti jtakos prognostinei geno reikSmei (Carrasco Salas et al., 2016).

Pirmame lietuviy atliktame suaugusiyju ULL kloninés evoliucijos tyrime (Dirse
et al., 2016) stebétu kloninés evoliucijos krypéiu santykis buvo vienodas — po 33 %
visy triju krypéiy, taciau disertacijoje iSplétus tiriamyjy skaiciy (2013-2018 m.
duomenys) S$is santykis tapo toks: identiSki pokyciai diagnozés ir ligos atkryc¢io
metu nustatyti keturiems (31 %), klonin¢ evoliucija — SeSiems (46 %), evoliucija i$
klono pirmtako — trims (23 %) pacientams. Palyginti su analogiSka suaugusiyju
ULL studija, nutatétme pana$u identiSky poky¢iu diagnozuojant liga ir ligos
atkryc¢io metu dazni (31 % ir 27 %), beveik dvigubai didesnj kloninés evoliucijos
daznj (46 % ir 22 %) ir maZesnj daznj su klonine evoliucija i§ preleukeminio klono
(23 % ir 50 %) (Safavi et al., 2015). Visy trijy kloninés evoliucijos Saky skirtingas
daznis skirtingose studijose gali buti paaiskinamas besiskirianc¢iais atrenkamos
tiriamyjy imties kriterijais, taciau neatmestinas ir skirtingy populiaciju veiksnys.
Sios analizés metu patvirtinome, kad skirtingos kloninés evoliucijos kryptys
egzistuoja ir suaugusiyjy, ne tik vaiky ULL.

Pastebéta tendencija, kad ligos atkry¢io metu Kitaip nei diagnozuojant nustatyta
daugiau CDKN2AB/PAX5 geny deleciju. Sis faktas kartojosi ir lyginamojoje kitoje
suaugusiyju ULL studijoje (Safavi et al., 2015). PAX5 geno koduojamas
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transkripcijos veiksnys turi kriting reik§me¢ ankstyvoje pro-B lastelés stadijoje bei
neigiama / teigiama reguliacija inhibuoja / aktyvina daugiau kaipl00 geny,
susijusiy su lasteliy adhezija, migracija, transkripcijos kontrole, receptoriy
signalinimu (Delogu et al., 2006). Siuo atveju galime manyti, kad didesnis io
svarbaus transkripcijos veiksnio delecijos daznis ligos atkry¢io metu gali turéti
itakos ligos progresijai. PAX5 geno hipotetiné reiksmé¢ ULL galimai buvo ir
pacientams Nr.2 ir Nr. 9, kur diagnostiniuose méginiuose yra ivykusios
hemizigotinés PAX5 geno delecijos, o ligos atkrytyje, be minéty PAXS5 delecijy,
nustatytos ir PAX5 geno mutacijos. Tokiu atveju dél $iy genetiniy ivykiy galimai
yra sutrikdomas abiejy geno kopiju funkcionalumas.

Bandant nagrinéti bendra chromosominiy aberaciju / mutaciju kloning
evoliucija, pastebéta CDKN2AB geno ir RAS biologinio kelio geny asociacija ir
galima jtaka ligos atkry¢iui. CDKN2AB geno ir NRAS/KRAS geny asociacija ir
galima patogeniné jtaka buvo pacientams Nr. 2 ir Nr. 9. Siuo atveju galime manyti,
kad nors abu genetiniai pokyciai atsirado diagnozés metu, vis délto CDKN2AB
dalyvauja kaip kiek vélesnis, antrinis genetinis jvykis. Tai galima {zvelgti pacientui
Nr. 6, kur NRAS geno mutacija nustatyta diagnozés metu, o CDKN2AB geno
delecija jau kaip antrinis jvykis — ligos atkry¢io metu. Panasi ir paciento Nr. 1
situacija, diagnozés metu nustatyta NRAS geno mutacija, o ligos atkrytyje, kaip
antrinis genetinis jvykis, atsiranda geno CDKN2AB delecija. Pacientams Nr. 4 ir
Nr. 8 diagnozés metu (Nr. 8 ir esant ligos atkryc¢iui) nustatytos NRAS/KRAS geny
mutacijos, taciau neidentifikuota CDKN2AB geno delecija. Tai hipotetiskai leidzia
manyti, kad, be RAS kelio mutacijuy, tikétina, gali {vykti ir antrinis genetinis jvykis
— CDKN2AB geno delecija. Sia teorija remia neseniai atlikta studija, kur buvo
sukonstruotos modelinés peliy linijos su KRAS geno mutacija bei CDKN2AB geno
delecija ankstyvose B lasteliu vystymosi stadijose. Analizé parodé, kad $is dvieju
genetiniy jvykiuy derinys indukavo visiska leukemiju / limfomy fenotipa. Maza to,
peliy analizé parodé, kad joms iSsivysciusi leukemija yra labai panasi | Zzmonéms
bidinga agresyvu, didelés rizikos, chemoterapijai atspary B-ULL subtipa
(Sewastianik et al., 2017).
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5. ISVADOS

1. Atlikus MK tyrimo analize suaugusiyjuy ULL grupéje chromosomings
aberacijos nustatytos 82 % (3,6 aberacijos atvejui) pacienty. Daugiausiai
genominiy aberacijuy nustatyta 9p, 6q, 13q chromosomu srityse. Pagal
aberacijy tipa nustatytas beveik lygus hemizigotiniy deleciju (45 %) ir
duplikaciju / amplifikaciju (44 %) santykis. [ nustatytas aberacijas
dazniausiai pateko su leukemija susij¢ genai: CDKN2A (29 %), CDKN2B
(27 %), MLL (2,3 %), IKZF1 (4,6 %), PAX5 (4,6 %), RB1 (4,6 %), TP53
(5,7 %) ir ETV6 (2,3 %). Suaugusiyjy ULL grupéje buvo nustatytas
mazesnis aberacijy vienam atvejui bei mazesnis aberantiniuy CDKN2AB,
PAXS5, ETV6, IKZF1, EBF1, TP53 geny daznis, palyginti su analogiskomis
kity $aliy suaugusiyju ULL studijomis.

2. Nustatyti galimai nauji genai kandidatai susij¢ su ULL leukemogeneze —
ARHGEF12, LYL1, RNASEL, SMARCA4. Nors ARHGEF genas yra nustatomas
kaip translokacijos partneris timinése leukemijose, Sio geno delecijos gali turéti
itakos suaugusiyjy ULL. SMARCA4 geno koduojamas baltymas priklauso
chromatino remodeliavimo SNF/SWI kompleksui. Sio geno aberacijos gali
sutrikdyti SNEF/SWI komplekso veikla ir sukelti atsparuma gliukokortikoidams
sergant ULL. LYL1 geno, kaip svarbaus hematopoezéje dalyvaujancio veiksnio,
sutrikdymas pasireiskia T-ULL patogenezéje. RNASEL geno koduojama
endoribonukleazé dalyvauja nuo interferono priklausanc¢iuose
prieSuzdegiminiuose, prieSvéziniuose procesuose ir pasizymi leukeminiy lasteliy
proliferacijos ir augimo inhibicija.

3. Suaugusiyju ULL grupéje iSgyvenamumui be ligos progresijos turéjo
itakos aberacijos 13-toje chromosomoje ir CDKN2AB nedeletuoto geno
statusas, o bendram iSgyvenamumui genetiniai pokyciai nebuvo statistiSkai
reik§mingi. Atskirai B-ULL grupéje iSgyvenamumui be ligos progresijos
turéjo jtakos aberacijos 13-toje ir 14-toje chromosomose. O bendro
iSgyvenamumo genetiniai rizikos veiksniai buvo aberacijos 3-ioje ir 14-toje
chromosomose bei RB1 geno delecija.

4. Patvirtintos trys genominés evoliucijos kryptys tarp ligos diagnozés ir ligos
atkrycio etapy: identiski pokyc¢iai diagnozés, kloniné evoliucija ir evoliucija i§
klono pirmtako. Atlikta chromosominiy aberaciju ir mutaciju kloninés
evoliucijos analizé pasitlé galima rySi tarp lastelés ciklo inhibitoriaus
CDKN2AB geno bei NRAS/KRAS geny. Siy geny aberacijy dinamikos
stebésena galéty leisti prognozuoti ligos eiga ir galima progresija.
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8. PRIEDAI

| PRIEDAS. DNR iSskyrimo, koncentracijos ir Svarumo
matavimo protokolas

1) DNR isskyrimas

Iranga ir darbo priemonés:
- antgaliai automatinéms mikropipetéms,
- automatiniy mikropipeciy rinkinys (Rainin),
- centrifugavimo mégintuvéliai, 15—50 ml tario,
- MAXWELL 16® INSTRUMENT (Promega),
- ledo vonelé,
- mégintuvéliai (1,5-2,0 ml tiirio),
- spektrofotometras NANODROP 2000 (Thermo Scientific),
- centrifuga (Hettich),
- Saldiklis (-20 °C),
- termopurtyklée THERMOMIXER® COMFORT (Eppendorf),
- vienkartinés apsauginés pirStinés.

Reagentai:
- DNR i$skyrimo rinkinys Maxwell® 16 LEV Blood DNA Kit (Promega).

Darbo eiga:
Kauly ¢iulpy méginio paruoSimas
- Ipilama kauly c¢iulpy méginio { 1,5 ml tario mégintuvélius ir jie
nucentrifuguojami,
- imégintuvélius jpilama po 30 pl Proteinase K tirpalo,
- ipilama po 300 pl Lysis Buffer tirpalo,
- mégintuvéliai supurtomi vibruojancioje kratykléje 10 s,
- mégintuveliai inkubuojami termokratykleje 56 °C 20 min.

Maxwell® kasetés paruoSimas:
- paruo$iamos rinkinio kasetés,
- kasetés jstatomos | kaseCiy stoveli, fiksuojamos, paSalinamos kaseciy
sandarinimo plévelés,
- 1kaseciy Sulinélius jstatomi LEV stimokliy antgaliai,
- surinkimo mégintuvéliai istatomi { savo pozicijas kaseCiy stovelyje ir
ipilama po 100 pl Elution Buffer tirpalo.
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DNR gryninimas:

lizuotas lasteliy méginys perkeliamas i§ mégintuvélio i kasetés Sulinéli,
jjungiamas MAXWELL 16® INSTRUMENT,

patikrinama, ar prietaiso nustatymai atitinka ,,LEV* konfigliracija ir
,»Rsch® veiklos pobiidi,

ekrane pasirenkama ,,Run® ir paspaudziamas RUN/STOP mygtukas,
ekrane pasirenkama ,,DNA*, paskui —,,OK*,

ekrane pasirenkama ,,Blood*, paskui —,,OK*,

ekrane pasirodzius nurodymui, atidaromos prietaiso durelés ir
paspaudziamas RUN/STOP mygtukas,

ant iSvaziavusios platformos perkeliamas stovelis su paruoStomis
kasetémis,

paspaudziamas RUN/STOP mygtukas ir, sureagavus platformai, prietaiso
durelés uzdaromos,

MAXWELL 16® INSTRUMENT pradeda darba, ekrane rodomas darbo
etapas ir laikas iki darbo pabaigos,

automatiniam gryninimo procesui pasibaigus, ekrane pasirodo atitinkamas
pranesimas,

paspaudziamas RUN/STOP mygtukas ir, i§vaziavus platformai, nuimamas
kaseciy stovelis ir iSimami i$skirti DNR méginiai.

2) DNR koncentracijos nustatymas

Reikalinga jranga ir reagentai:

Spektrofotometras (NANODROP 2000) (Thermo Fisher Scientific, JAV),
Vortex kratytuvas,

1,5 ml ependorfiniai mégintuvéliai,

Mikropipetés pipetés 0,5-10 pl tuirio,

Antgaliai mikropipetéms 0,5-10 pl.

Darbo eiga:

[jungiama NANODROP kompiuteriné programa.

Naudojant 0,5-10 pl tario mikropipete ant specialaus detektoriaus
uzlasinamas distiliuoto vandens lasas.

Spaudziamas mygtukas BLANK .

Vandens lasas nuvalomas. Su 0,5-10 ul tiirio mikropipete uzlaSinamas
tirlamo meéginio laSas.

Spaudziamas mygtukas MEASURE.
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Il PRIEDAS. MK metodo protokolas

Iranga ir darbo priemonés:

- 96 Sulinéliy plokstelé (LC480, Illumina®)

96 sulinéliy plokstelés dangtelis (LC480, [llumina®)

- Folija plokstelei uzdengti

- Hibridizacijos kamera (Illumina®)

- Purtyklé ploksteléms (Illumina®)

- Centrifuga ploksteléms (Mini Plate Spinner™ Centrifuge)

- Automatiniai mikrodozatoriai (Eppendorf)

- Hibridizacijos dézutés (Illumina®)

- Hibridizacijos dézutés tarpikliai (Illumina®)

- HumanCytoSNP-12 mikrolustas (Illumina®)

- Vonelé su lentynomis (Illumina®)

- Plovimo vonelé (Illumina®)

- Vakuuminé dZiovinimo kamera (Illumina®)

- iScan™ mikrolusty skeneris (Illumina®)

- Kompiuterinés programos: Illumina® BeadScan™, Illumina®
GenomeStudio v3.1, QuantiSNP© v1.0 (sukurta Christopher Yau,
Oksfordo universitetas).

- Duomeny bazés naudojamos analizuojant rezultatus, gautus MK metodu:
DGV (angl. Database of Genomic Variants).

Reagentai:
- MAI buferis (Illumina® patentas)
- MA2 buferis (Illumina® patentas)
- MSM reagentas (Illumina® patentas)
- 0,1 N NaOH
- FMS reagentas (Illumina® patentas)
- PMI reagentas (Illumina® patentas)
- 100 % 2-propanolis
- RAIl reagentas (Illumina® patentas)
- PB2 reagentas (Illumina® patentas)
- PBI reagentas (Illumina® patentas)
- RAIl reagentas (Illumina® patentas)
- XCl1 reagentas (Illumina® patentas)
- XC2 reagentas (Illumina® patentas)
- XC3 reagentas (Illumina® patentas)
- TEM reagentas (Illumina® patentas)
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STM reagentas (Illumina® patentas)
ATM reagentas (Illumina® patentas)
XC4 reagentas (Illumina® patentas)

95 % formamido/ImM EDTA

MK metodo darbo eiga:
Viso genomo amplifikacija

Eiga:
1.
2.

Paruosiama 50 ng/uL genominés DNR koncentracija.

I 96 sulinéliy plokstele jpilama po 20 pL. MA1 buferio — i kiekviena
Sulinélj atskirai priklausomai nuo to, kiek yra DNR méginiy.

I Sulinélius ipilama po 4 pL kiekvieno paciento DNR bei po 4 pL. NaOH.
Plokstelé supurtoma, centrifuguojama ir dedama inkubuotis 10 min.
kambario temperattiroje.

Po inkubacijos i sulinélius jpilama po 34 uL MA2 reagento bei po 38 uL
MSM reagento. Plokstelé supurtoma 1 min., centrifuguojama 280 g 1 min.
ir dedama { hibridizacijos kamera 20—24 valandoms.

Viso genomo fragmentacija

Eiga:

1.
2.
3.

Pragjus inkubacijai, plokstelé centrifuguojama 50 g 1 min.

I kiekvieng Sulin¢lj su amplifikuota DNR jdedama po 25 pl FMS reagento.
Plokstelé supurtoma 1 min. bei centrifuguojama 50 g 1 min. 22 °C
temperatiiroje.

Plokstelé dedama i 37 °C termostatg 1 val.

DNR miSiniy precipitacija

Eiga:

1.
2.
3.

I plokstelg idedama po 50 uLL PM1 reagento | kiekviena Sulinéli.

Plokstelé supurtoma 1 min., dedama i 37 °C termostata 5 min.

Plokstelé centrifuguojama 50 g 22 °C temperattroje 1 min. [ Sulinélius
idedama po 155 puL 100 % 2propanolio.

Plokstelé uzdengiama dangteliu, lengvai supurtoma ir dedama i Saldytuva 4
°C 30 min.

Pragjus laikui, plokstelé centrifuguojama 3000 g 20 min. 4 °C
temperatiiroje. IS kiekvieno Sulinélio nusiurbiamas virSnuosédinis
sluoksnis. Plokstele dZziovinama 1 val. kambario temperatiiroje.
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DNR misiniy resuspendacija

Eiga:

1.
2.

I kiekviena Sulinélj idedama po 23 uLL RA1 reagento.

Plokstelé uzdengiama folija ir dedama i 48 °C Illumina® hibridizacijos
kamera 1 val.

Plokstelé supurtoma purtykle 1 min., centrifuguojama 280 g 1 min.

DNR miSiniy hibridizacija naudojant Illumina® mikrolustus

Eiga:

1.
2.
3.

4.
5.

Plokstelé dedama i 95 °C termostata. Denattiruojama 20 min.

Plokstelé centrifuguojama 280 g 1 min.

Ant mikrolusty uzlaginama po 15 uL. DNR. Kiekvieng DNR méginj reikia
uzlaSinama ant tam tikro mikrolusto plotelio, kuris yra sunumeruotas ir
ivestas { kompiuteri.

Mikrolustai sudedami i [llumina® hibridizacijos dézutes.

Ilumina® hibridizacijos dézutes jdedamos | termostata 48 °C 1624 val.

Illumina® mikrolusty paruoS§imas dazyti

Eiga:

1.
2.
3.

Paruosiamos dvi vonelés su 200 ml PB1 ir su 150 ml PB1 reagentais.
Kiekvienoje voneléje mikrolustai palaikomi po 1 min.

Mikrolustai uztvirtinami dviem metalinémis juostelémis ir dedami {
[umina® dézutes.

Illumina® mikrolusty dazymas

Eiga:
1.

[lumina® dézutés su mikrolustais dedamos i IHlumina® vonele su
lentynomis. Voneléje nustatoma 44 °C temperatiira.

I [llumina® mikrolusty dézutes jdedama po 150 uL RA1 reagento,
inkubuojama 30 s. Si procediira pakartojama penkis kartus.

I [llumina® mikrolusty dézutes jdedama po 450 uL XC1 reagento,
inkubuojama 10 min.

I [llumina® mikrolusty dézutes idedama po 450 pL XC2 reagento,
inkubuojama 10 min.

I lllumina® mikrolusty dézutes idedama po 450 pLL. TEM reagento,
inkubuojama 15 min.

I lllumina® mikrolusty dézutes idedama po 450 pL 95% formamido/1mM
EDTA, inkubuojama 1 min.
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10.

11.

12.

13.
14.
15.

I [llumina® mikrolusty dézutes idedama po 450 pL XC3 reagento,
inkubuojama 37 °C 20 min.

I lllumina® mikrolusty dézutes idedama po 250 pL. STM reagento,
inkubuojama 37 °C 10 min. [dedama 450 pL XC3 reagento, inkubuojama
37 °C 1 min. Tada vél idedama 450 pL XC3 ir inkubuojama 37 °C 5 min.
I [llumina® mikrolusty dézutes idedama po 250 pL. ATM reagento,
inkubuojama 37 °C 10 min. [dedama 450 pL XC3 reagento, inkubuojama
37 °C 1 min. Tada vél idedama 450 pL XC3 ir inkubuojama 37 °C 5 min.
I Hlumina® mikrolusty dézutes idedama po 250 uL STM reagento,
inkubuojama 37 °C 10 min. [dedama 450 uLL XC3 reagento, inkubuojama
37 °C 1 min. Tada vél idedama XC3 ir inkubuojama 37 °C 5 min.

I [llumina® mikrolusty dézutes idedama po 250 pL ATM reagento,
inkubuojama 37 °C 10 min. [dedama 450 uL. XC3 reagento, inkubuojama
37 °C 1 min. Tada vél idedama XC3 ir inkubuojama 37 °C 5 min.

I [llumina® mikrolusty dézutes idedama po 250 pL STM reagento,
inkubuojama 37 °C 10 min. [dedama 450 uLL XC3 reagento, inkubuojama
37 °C 1 min. Tada vél idedama XC3 ir inkubuojama 37 °C 5 min.
[llumina® mikrolustai nuplaunami 310 ml PB1 reagento 5 min.
[llumina® mikrolustai nuplaunami XC4 reagento 5 min.

[Nlumina® mikrolustai dZziovinami 50—55 min. kambario temperatiiroje.
I8dziovinus nuvaloma mikrolusty apatiné dalis etanolio tirpalu.

Analizavimas

Eiga:
1.

Pirminiai rezultatai analizuojami pasitelkiant Illumina® GenomeStudio
v3.1 programa. Si programa padeda iskart vizualiai nustatyti stambiausius
chromosomy struktairos persitvarkymus (>1-2 Mb). [llumina®
GenomeStudio v3.1 pateikia nuskenuota visa paciento kariotipa. Galima
analizuoti kiekvieng chromosoma atskirai ir jvertinti Log R santyki bei B
alelio daznuma.

Rezultatai apdorojami QuantiSNP© v1.0 programa. Sia programa yra
nustatomos tikslios delecijas / duplikacijas ribojan¢iy zymeny pradzios ir
pabaigos nukleotidy padétys, Zymeny pavadinimai ir pakitusios srities
dydis.

Visos genominés aberacijos yra patikrinamos DGV (angl. Database of
Genomic Variants) duomeny bazéje. Bendroje populiacijoje pasitaikantys
variantai yra atmetami kaip nepatogeniniai.
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4. Pasinaudojant Ensembl ir OMIM duomeny bazémis yra analizuojami
genomo regionai, kuriuose yra nustatyta aberacijy, taip ieskoma geny,
kurie biity susije su leukemogeneze ULL.

11 PRIEDAS. HRM tyrimo metodas
1) TP53 geno mutacijy nustatymas HRM metodu

Iranga ir darbo priemonés:
- Realaus laiko termocikleris, turintis HRM funkcija (Biorad CFX 96),
- Vortex tipo kratytuvas (BIOSAN),
- Centrifuga 96 sulinéliy plokstelei,
- 0,5 ar 1,5 ml mégintuvéliai,
- 96 sulinéliy plokstelé, skirta realaus laiko termocikleriui,
- Skaidri plokstelé, skirta realaus laiko termocikleriui,
- Mikropipetés 1-10ul; 10-100pl; 100-1000ul tario,
- Mikropipeciy antgaliai 1-10ul; 10-100ul; 100—1000pl tirio.

Reagentai:
Tyrimui naudojami TP53 genui (Bastien R et al., 2008), apimantys 2-11
egzonus.

TP53 geno mutacijy nustatymo HRM metodu darbo eiga:

Procediiros metu vienam tiriamosios DNR amplikonui reikia turéti dvieju
referentiniy DNR amplikonus, vienas i$ ju gali biiti zinomas teigiamas kontrolinis
méginys (su nustatyta TP53 geno mutacija).

Reagenty miSinys ruoSiamas pagal VULSK MMS laboratorijoje esama schema
(2 schema). Pradmeny miSiniai ruoSiami atskirai poromis, sumaiSant pirminés ir
atvirkstinés krypties oligonukleotidus.

Ruosiant reakcijas, kai | bendra mégintuvéli yra ilas§inama genominé DNR,
pradmenys jdedami atskirai pagal tiriamo amplikono eiliskuma.

Reakciju paruo$imo metu yra sukuriama lentelé, sunumeruojami mégintuvéliai /
Sulinéliai:
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2 schema. Realaus laiko PGR miSinys

RQ-PGR reagenty misinys 1x reakcija
dH20 7,4 pl
2x Master Mix (Thermo Fisher) 10 pul
DNR 1
Bendras tiiris 20 ul
Pradmenys (pirminés, atvirk$tinés krypties) 1,6 ul

I atitinkamas plokstelés pozicijas iSpilstoma po 17,4 pl paruoSto miSinio, i
kiekviena Sulinélj kruopsciai jpilama po 1,6 pl reikiamy pradmeny misinio ir 1 pl
DNR. Uzklijuojama speciali sandarinimo plokstelé, nubraukiant su specialia
rankenéle. Plokstelé centrifuguojama 3-5 min. 4000 RPM greiciu. Plokstelé
dedama i realaus laiko termocikleri. Pagal termociklerio gamintojo instrukcijas
sudaroma temperatiiriniy cikly programa TP53 geno fragmenty amplifikacija ir
HRM (3 schema).

3 schema. Termociklerio temperatiriniy cikly programa HRM reakcijai

Temperatiira Trukmé Ciklai
94 °C 5 min. 1x
94 °C 2 sek. 45x%
57 °C 6 sek
72°C 6 sek.
HRM
94 °C 1 min.
40°C 1 min.

55°C>95°C 1.7 °C/sek., 25 rinkimai/ °C

Rezultaty analizavimas:

Rezultatai analizuojami BioRad programa Precision Melt Analysis. Vertinamas
amplikony lydymosi grafiky profilis, referentiniu amplikonu pasirenkant
amplikona be mutacijos. Programa automatiskai nustato profiliy skirtumus ir
priskiria skirtingas spalvas besiskirian¢ioms kreivéms. Analizei naudojamas 0,3—
0,5 jautrumo koeficientas. Nustac¢ius lydymosi kreiviy profiliy skirtumus, mutacijas
reikia patvirtinti kitu metodu (pvz., Sanger sekoskaita).
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2) TP53 geno mutacijy patvirtinimas Sanger sekoskaitos metodu

Iranga ir darbo priemonés:
- Termocikleris (Biometra TProfessional Standard 96).
- ABI genetinis analizatorius 3500 (Applied Biosystems).
- Vortex tipo kratytuvas (Biosan).
- Laminaras reakcijos méginiams ruosti (Holten).
- Centrifuga 96 suliné¢liy ploksteléems (Eppendorf 5430, rotorius A-2-MTP).
- PGR mégintuvéliai (0,5 ml; 0,2 ml).
- 96 sulinéliy plokstelés (0,2 ml).
- Mikropipetés 1-10 pl; 10-100 pl; 100-1000 pltdrio.
- Reguliuojamo turio 8 kanaly automatinés pipetés 0,5-10 ul; 5 — 50 plttrio.
- Antgaliai automatinéms pipetéms 1-10 pl; 10-100 pl; 100-1000 pltirio.

Reagentai:
- ABI PRISM BigDye Terminator v1.1 sekoskaitos rinkinys (Applied
Biosystems).
- Atitinkamy sekoskaitos pradmeny misiniai (3,2 nmol/ul koncentracijos).
- 3 M Na-acetatas pH 5,2.
- 125mM EDTA pH 8,0.
- 80 % etanolis.
- 96 % etanolis.
- Hi-Di formamidas (ThermoFisher).

TP53 geno mutacijy patvirtinimo sekoskaita darbo eiga:

Naudojamas ABI PRISM BigDye Terminator v1.1 sekoskaitos rinkinys.
96 Sulinéliy plosteléje vienam méginiui sumaiSoma 2 pl BigDye Terminator v1.1
tirpalo, 2 ul atitinkamo sekoskaitos pradmens tirpalo, pridedama atitinkamas Kiekis
matricos ir H,O iki 10 pl (4 schema).

4 schema. Sekoskaitos reagenty miSinys

Matrica Kiekis
PGR produktai:

100-200 bp 1-3ng
200-500 bp 3-10 ng
500-1000 bp 5-20 ng
1000-2000 bp 10-40 ng
>2000 bp 20-50 ng
Viengrandé DNR 25-50 ng
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e Pastaba: BigDye Terminator v1.1 tirpalas gali bati maiSomas su 5% sekoskaitos
buferiniu tirpalu santykiu 1:2. Reakcijai imama 2 pl gauto tirpalo.

Paruosti reakcijy miSiniai dedami | termocikleri. Vykdoma amplifikavimo

programa:
Zingsnis Temperatira Laikas Ciklai
Pradiné denatiiracija 96 °C 1 min.
Denatiiracija 96 °C 10s
Hibridizacija 50 °C 5s 25
Sintezé 60 °C 4 min.
Saldymas 4°C 0

Pastaba: temperatiiros kitimo greitis 1 °C/s.

Reakcijos produkty gryninimas ir paruoSimas sekoskaitai:

Paruosiamas EDTA/Na-ace tirpalas: 125 mM EDTA pH 7,0 sumaiSoma su
3 M Na-acetatu pH 5,2 santykiu 1:1.

Naudojant 8 kanaly automatini dozatoriy, 10 ul 1 PGR reakcijos miSinio
sumaiSoma su 2 ul EDTA/NaOAc tirpalo ir 30 ul 96 % etanolio.

1 min miSinys purtomas purtykléje.

Centrifuguojama 30 min. 2000 g greiciu.

Nucentrifugavus plokstelé apverciama ant sugeriamojo popieriaus
(netrankyti, nekratyti ir pan.).

Centrifuguojama plokstelé apverstoje padétyje ant sugeriamojo popieriaus
30 s 185 g greiciu.

Ipilama 50 pl 80 % etanolio (nepipetuoti).

Centrifuguojama 5 min. 2000 g greiciu.

Nucentrifugavus plokstelé apverciama ant sugeriamojo popieriaus.
Centrifuguojama plokstelé apverstoje padétyje ant sugeriamojo popieriaus
30 s 185 g greiciu.

Plokstelé galutinai iSdZiovinama 15 min. kambario temperatiiroje, tamsoje.
Ipilama 10-15 pul Hi-Di formamido, plokstelé nusukama 30s 185g
greiciu.

Plokstelé denatiiruojama 95 °C, 2 minutes.

Atsalus iki 4 °C, méginiai perkeliami | sekoskaitos plokstelg ir
analizuojami  ABI genetiniu analizatoriumi 3500. Paruo$ti méginiai
frakcionuojami. Gautos DNR sekos analizuojamos Vector NTI 9
kompiuterine programa, norint patvirtinti HRM nustatytas TP53 geno
mutacijas.
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