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S t r e s z c z e n i e

Wstęp. Ostra białaczka szpikowa (AML) jest niejednorodną i rzadko występującą cho-
robą nowotworową układu krwiotwórczego u dzieci. Pomimo stosowania intensywnych 
metod leczenia, uzyskiwane wyniki terapii są ciągle niezadowalające. W celu lepszego 
poznania biologii AML, w ośrodkach Polskiej Pediatrycznej Grupy ds. Leczenia Białaczek 
i Chłoniaków (PPGLBC) w 2006 roku rozszerzono diagnostykę zaburzeń genetycznych 
o badania w kierunku występowania genów fuzyjnych RUNX1(AML1)-RUNX1T1(ETO), 
PML-RARα, CBFβ-MYH11 i nadekspresji genu WT1.

Cel pracy. Celem pracy jest ocena częstości występowania wybranych zaburzeń ge-
netycznych u dzieci z AML w Polsce oraz określenie ich znaczenia prognostycznego.
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WSTĘP

Ostra białaczka szpikowa (ang. acute myeloid leukemia 
– AML) stanowi heterogeniczną grupę chorób nowotwo-
rowych mieloidalnego układu krwiotwórczego, zróżni-
cowaną zarówno pod względem przebiegu, odpowiedzi 
na prowadzone leczenie, jak i zmian cytogenetycznych 
i mutacji genowych. AML jest chorobą rzadką, występu-
jącą z częstością 7 przypadków na milion dzieci poniżej 
15 roku życia (1). W ciągu ostatnich kilku dekad, dzięki 
zastosowaniu intensywnej chemioterapii i prowadzeniu 
skutecznego leczenia wspomagającego uzyskano zna-
czący wzrost przeżywalności (2, 3). Nadal jednak wyniki 
leczenia AML są niezadowalające, bo obecnie tylko oko-

ło 60% dzieci z AML uzyskuje wieloletnie bezobjawowe 
przeżycia, a przeprowadzone intensywne leczenie może 
mieć niekorzystny wpływ na jakość życia z powodu duże-
go ryzyka wystąpienia odległych powikłań (2). Uzyskana 
poprawa wyleczalności pacjentów z AML jest związana 
m.in. z właściwym dostosowywaniem sposobu i intensyw-
ności leczenia do istotnych czynników prognostycznych, 
w tym także zmian cytogenetycznych i mutacji geno-
wych (1, 4-6). W AML wśród genetycznych zmian moleku-
larnych, mających istotne znaczenie rokownicze wyróżnia 
się mutacje w takich genach jak: WT1, receptorowej kinazy 
tyrozynowej FLT3, genie NPM1 kodującym nukleofosmi-
nę (białko uczestniczące w transporcie pomiędzy jądrem 

Materiał i metody. Molekularnymi badaniami genetycznymi objęto grupę 174 dzieci do 
18 roku życia, u których leczenie z powodu de novo AML rozpoczęto w latach 2006-2012. 
Materiał badawczy stanowił szpik kostny pobrany w czasie diagnozy, z którego izolowano 
komórki mononuklearne i następnie materiał genetyczny w postaci próbek DNA i RNA. 
Do oznaczenia występowania genów fuzyjnych stosowano reakcję real-time PCR. Badano 
także ekspresję genu WT1. Mutację FLT3/ITD wykrywano za pomocą reakcji PCR obejmu-
jącej egzon 14 i 15 genu FLT3.

Wyniki. Geny fuzyjne: RUNX1(AML1)-RUNX1T1(ETO), CBFβ-MYH11, PML-RARα stwier-
dzono odpowiednio u: 16,2; 4,8 i 6,6% badanych dzieci. Obecność mutacji FLT3/ITD wykryto 
w 18 przypadkach (10,4%). Spośród 148 badanych chorych 120 (81,1%) prezentowało 
wstępnie nadekspresję genu WT1.

Wnioski. W porównaniu do danych literaturowych częstość transkryptu genu fuzyjne-
go RUNX1(AML1)-RUNX1T1(ETO) w przebadanym materiale była nieco wyższa, podczas 
gdy CBFβ-MYH11, PML-RARα, nadekspresja genu WT1 i duplikacja w genie FLT3 były 
stwierdzane rzadziej. Zgodnie z najnowszymi rekomendacjami planuje się rozszerzenie 
badań poprzez oznaczanie dodatkowych genów fuzyjnych, m.in. rearanżacji chromo-
somu oraz mutacji w genach NPM1, WT1 i CEPBA. Stwierdzone zaburzenia genetyczne 
pozwolą na bardziej precyzyjną stratyfikację do grup terapeutycznych i indywidualizację 
terapii, co może przyczynić się do dalszej poprawy wyników leczenia i jakości życia pa-
cjentów z AML.

S u m m a r y

Introduction. Acute myeloid leukemia (AML) is a heterogeneous and rare disease in 
children. Despite an intensive treatment, therapy results are still unsatisfactory. For bet-
ter understanding the biology of AML, in 2006 the centers of Polish Pediatric Leuke-
mia/Lymphoma Study Group (PPGLBC) extended genetic diagnostics for detection of 
RUNX1(AML1)-RUNX1T1(ETO), PML-RARα, CBFβ-MYH11 fusion genes as well as WT1 
gene overexpression.

Aim. The aim of the study was to assess the prevalence of selected genetic abnormali-
ties in children with AML in Poland and the attempt to determine their prognostic signifi-
cance.

Material and methods. Molecular genetic studies included a group of 174 children 
under the age of 18 with de novo diagnosed AML from March 2006 to October 2012. The 
research material consisted of bone marrow samples collected at the time of diagnosis, 
from which mononuclear cells and later DNA and RNA samples were isolated. To deter-
mine the presence of fusion genes and the expression level of WT1 gene real-time PCR 
reaction was used. FLT3/ITD mutation was detected by PCR reaction of exon 14 and 15 of 
the FLT3 gene.

Results. The presence of fusion genes transcript of RUNX1(AML1)-RUNX1T1(ETO), 
CBFβ-MYH11, PML-RARα was found in 16.2, 4.8 and 6.6% respectively. FLT3/ITD mutation 
were found in 18 cases (10.4%). Out of 148 examined children, 120 (81.1%) presented 
initially overexpression of WT1 gene.

Conclusions. Compared to literature data, determined incidence of fusion gene tran-
script RUNX1(AML1)-RUNX1T1(ETO) in the examined material was slightly higher, while 
CBFβ-MYH11, PML-RARα, overexpression of WT1 gene and the presence of FLT3/ITD 
mutation were reported less frequently. According to the experts recommendations it 
is planned to extend the molecular research to additional fusion genes among others 
chromosome rearrangements and determination of mutations in NPM1, WT1 and CEPBA. 
Finding additional prognostic factors in AML will allow for a more precise stratification for 
therapeutic groups and individualization of treatment, which may lead to improvement of 
the treatment outcomes and the patient quality of life.
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i cytoplazmą) oraz bialleliczną mutację w genie CEPBA, 
kodującym czynnik transkrypcyjny uczestniczący w re-
gulacji proliferacji komórek (7-10). Istotne prognostycznie 
zmiany genetyczne związane są także z charakterystycz-
nymi dla białaczek translokacjami chromosomowymi, po-
wodującymi powstanie genów fuzyjnych, odpowiedzial-
nych za produkcję nieprawidłowych białek i stwierdzane 
zmiany chorobowe. Do korzystnych nieprawidłowości 
genetycznych w AML zalicza się obecność zrównoważo-
nych translokacji, takich jak: t(8;21)(q22;q22), inv(16) lub 
t(16;16)(p13.1;q22) oraz t(15;17)(q22;q12), prowadzą-
cych do powstania odpowiednio następujących genów 
fuzyjnych: RUNX1(AML1)-RUNX1T1(ETO), CBFβ-MYH11 
oraz PML-RARα (11, 12). Każda z tych zmian łączy się 
z charakterystycznymi cechami klinicznymi i morfolo-
gicznymi choroby. Ostatnie wyniki badań w dziedzinie 
diagnostyki genetycznej w AML wykorzystano w nowej 
klasyfikacji AML opracowanej przez Światową Organiza-
cję Zdrowia (World Health Organization – WHO), opartej 
głównie na stwierdzonych nieprawidłowościach cytoge-
netycznych i molekularnych (13).

Wyniki badań prowadzonych nad biologią AML, w tym 
dotyczących nieprawidłowości genetycznych, pozwoliły 
nie tylko na wyodrębnienie nowych czynników progno-
stycznych, ale również na lepszą stratyfikację pacjentów 
do różnych grup terapeutycznych. Stwierdzone zmiany 
genetyczne, jako swoiste markery, mogą być wykorzy-
stane do monitorowania minimalnej choroby resztkowej 
(ang. minimal residual disease – MRD) (14, 15), a także 
stanowić podstawę do zastosowania leczenia zgodnie 
z prezentowanymi zmianami genetycznymi (terapia ukie-
runkowana). Stwierdzenie w ostrej białaczce promielo-
cytowej (ang. acute promyelocytic leukemia – APL) genu 
fuzyjnego PML-RARα i kodowanego przez niego pato-
logicznego białka było podstawą do zastosowania w tej 
białaczce dodatkowo kwasu all-trans retinowego (ang. all-

-trans-retinoic acid – ATRA), co przyczyniło się do znaczą-
cej poprawy wyników terapii w tym typie AML (16, 17).

Lepsze poznanie biologii AML przyczynia się do wy-
odrębnienia nowych czynników rokowniczych pozwalają-
cych na bardziej precyzyjną stratyfikację do grup terapeu-
tycznych, indywidualizację terapii i może spowodować 
poprawę wyleczalności również w innych niż APL typach 
ostrej białaczki szpikowej. Dlatego w 2006 roku u dzieci 
z AML leczonych w ośrodkach Polskiej Pediatrycznej Gru-
py ds. Leczenia Białaczek i Chłoniaków (PPGLBC) pod-
jęto badania molekularne w celu oszacowania częstości 
występowania nieprawidłowości molekularnych i oceny 
ich wpływu na wyniki leczenia.

CEL PRACY

Celem pracy jest ocena częstości występowania 
nieprawidłowości genetycznych oznaczanych za po-
mocą badań molekularnych u dzieci z AML w Polsce 
oraz określenie ich znaczenia prognostycznego.

MATERIAŁ I METODY

W okresie od 1 marca 2006 do 30 września 
2012 roku w 14 ośrodkach PPGLBC objęto lecze-

niem według jednolitego protokołu AML-BFM 2004 
INTERIM (3) 291 pacjentów do 18 r.ż. z nowo roz-
poznaną pierwotną AML. Molekularnymi badaniami 
genetycznymi objęto 174 (59,8%) dzieci, od których 
uzyskano próbkę szpiku kostnego pobraną przed 
rozpoczęciem leczenia. Dzieci były klasyfikowane do 
dwóch grup: standardowego (SR) i wysokiego (HR) 
ryzyka (tab. 1). Szczegóły dotyczące sposobu le-
czenia i stratyfikacji do grup ryzyka przedstawiono 
w innym artykule (3). Charakterystykę kliniczną pod-
danych ocenie pacjentów przedstawiono w tabeli 2. 
Badania prowadzono zgodnie z wymogami Dekla-
racji Helsińskiej, uzyskano zgodę Komisji Bioetycz-
nej Uniwersytetu Jagiellońskiego, a od pacjentów 
i ich opiekunów prawnych uzyskiwano świadomą 
zgodę na uczestnictwo w badaniu.

Tabela 1. Grupy ryzyka w AML u dzieci wg programu AML-
-BFM 2004 INTERIM. 

Grupa ryzyka

standardowego wysokiego

AML w zespole Downa AML M0

AML M1/M2 bez 1, 2 z pałkami Auera AML M1/M2 bez pałek Auera

AML, M4Eo bez 1, 2 AML M1/M2 z 1 lub 2

AML, t(8;21) bez 1, 2 AML M4 nie Eo

AML, inv(16) bez 1, 2 AML M4 z 1 lub 2

AML M3, t(15;17) AML M5/M6/M7

1obecna mutacja FLT3/ITD
2blasty > 5% w szpiku kostnym w 15. dniu leczenia

Materiał badawczy stanowiły próbki szpiku kostne-
go pobierane od dzieci w czasie diagnozy. Z próbek 
szpiku izolowano w gradiencie gęstości (Ficoll, GE He-
althcare Life Sciences) komórki jednojądrzaste, z któ-
rych następnie izolowano materiał genetyczny w po-
staci DNA (izolowane za pomocą DNA Extraction kit 
– MasterPureTM Purification Kit for Blood Version II, 
Epicentre Biotechnology) oraz RNA (izolowane przy 
użyciu TRIzol Reagent, Life Technologies Invitrogen). 
Do przeprowadzenia jakościowej reakcji RT-PCR i RQ-
-PCR transkryptów genów fuzyjnych (RUNX1[AML1]-

-RUNX1T1[ETO], CBFβ-MYH11, PML-RARα/podtypy bcr 1 
i bcr 3) zastosowano protokół opracowany przez Eu-
rope Against Canser Program (15). Do syntezy cDNA 
każdorazowo używano 1 µg całkowitego RNA. Badano 
także ekspresję genu WT1 za pomocą ilościowej reak-
cji RQ-PCR przy użyciu sond TaqMan (18) w oparciu 
o krzywe standardowe rozcieńczeń gotowych pla-
zmidów zakupionych w firmie IPSOGEN. Analizę bez-
względnej liczby kopii transkryptu genu WT1 przepro-
wadzono poprzez normalizację w stosunku do 10 tys. 
kopii transkryptu genu kontrolnego – ABL. Próbki wy-
izolowanego DNA badano pod kątem obecności we-
wnętrznej tandemowej duplikacji (FLT3/ITD) w genie 
FLT3 za pomocą reakcji PCR obejmującej egzon 14 
i 15 genu FLT3 (19). Produkty po amplifikacji rozdzie-
lano w 3% żelu agarozowym wybarwionym bromkiem 
etydyny.
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Analizę statystyczną przeprowadzono przy użyciu 
pakietu STATISTICA, version 10, StatSoft Inc. (2011), 
za pomocą testów nieparametrycznych: Manna-Whit-
neya i analizy rang Kruskana-Wallisa. Analizę przeży-
cia przeprowadzono metodą Kaplana-Meiera z testem 
istotności log-rank. We wszystkich analizach wartość p 
poniżej 0,05 (p < 0,05) była uznawana za istotną staty-
stycznie. Obserwację pacjentów zakończono 30 grud-
nia 2012 roku.

WYNIKI

Wstępne genotypowanie przeprowadzono na prób-
kach szpiku kostnego otrzymanych od 174 dzieci 
z AML. W 167 (96%) przypadkach uzyskano jedno-
znaczne wyniki, w pozostałych 7 (4%) przypadkach 

zła jakość wyizolowanego materiału (RNA) uniemożliwiała 
oznaczenie obecności genów fuzyjnych i ekspresji genu 
WT1. U 27 (16,2%) pacjentów wykryto transkrypt genu fu-
zyjnego RUNX1(AML1)-RUNX1T1(ETO), u 8 (4,8%) dzieci 
stwierdzono transkrypt genu CBFβ-MYH11. Gen fuzyjny 
PML-RARα oznaczany w podtypach bcr 1 i bcr 3 wykry-
to w 11 (6,6%) przypadkach (tab. 3). Translokacja t(8;21)
(q22;q22) przeważała w typie M2 (n = 20), wykryto ją jed-
nak także u dzieci z typem FAB M1 (n = 5) i po jednym 
przypadku z mięsakiem granulocytarnym (ang. sarco-

ma granulocyticum – SG) oraz M0. Inv(16) występowa-
ła w typie M4. Stwierdzony u 11 pacjentów gen fuzyjny 
PML-RARα był obecny tylko w APL.

Spośród 174 badanych dzieci z AML u 18 (10,4%) 
stwierdzono wewnętrzną tandemową duplikację w ge-
nie FLT3. Obecność mutacji FLT3/ITD kwalifikowała 
pacjenta do grupy HR, wyjątek stanowiły dzieci z ze-
społem Downa i białaczką promielocytową. Wśród 
113 pacjentów w HR, mutację FLT3/ITD stwierdzono 
u 14 (12,4%). W pozostałych 4 przypadkach z FLT3/ITD 
równocześnie wykazano obecność transkryptów genu 
fuzyjnego PML-RARα.

Wśród 174 pacjentów, u których przeprowadzono 
wstępne genotypowanie, u 148 (85,1%) uzyskano wy-
niki ekspresji genu WT1, umożliwiające analizę ilościo-
wą. Nadekspresję tego genu, co najmniej o dwa rzędy 
wielkości wyższą od genu kontrolnego, pozwalającą na 
pomiar MRD, prezentowało 120 (81,1%) dzieci (ryc. 1). 
Nie wykazano istotnych różnic w poziomie ekspresji 
genu WT1 w zależności od grupy ryzyka (p > 0,1). 
Stwierdzono jednak istotnie niższą ekspresję tego 
genu w przypadku podtypu FAB M5 w stosunku do 
podtypów M1 i M3 (p < 0,001). Najwyższy poziom 
ekspresji występował w podtypie M3. Nie zaobserwo-
wano także istotnych różnic w znormalizowanej licz-
bie transkryptów genu WT1 w zależności od obecnych 
oznaczanych genów fuzyjnych (p = 0,08). Natomiast 
w grupie pacjentów ze stwierdzoną mutacją FLT3/ITD 
stwierdzono istotnie statystycznie wyższy poziom eks-
presji genu WT1 (p < 0,005) niż w grupie bez tej nie-
prawidłowości genowej.

Wykazano wyższy odsetek ponad 5-letnich przeżyć 
całkowitych (OS) w grupie SR (82,9%) w porówna-
niu do HR (57,2%). Różnica była istotna statystycznie 
(p = 0,015) (ryc. 2). W obrębie grupy HR u pacjentów 
z obecną mutacją FLT3/ITD ponad 5-letni OS był niż-
szy (42,2%) niż bez tej anomalii (59,8%), ale różnica ta 
nie była istotna statystycznie (p = 0,44) (ryc. 3).

Tabela 2. Charakterystyka pacjentów z ostrą białaczką szpi-
kową leczonych w ośrodkach Polskiej Pediatrycznej Grupy 
ds. Leczenia Białaczek i Chłoniaków w latach 2006-2012.

Badany
parametr

Grupa SR Grupa HR Razem

Liczba (odsetek) 
pacjentów

61 (35,1%) 113 (64,9%) 174

Wiek (lata)
mediana (zakres)

8,0 (0,1-17,9) 11,2 (0,2-17,74) 10,7 (0,1-17,9)

Płeć:
żeńska
męska

30
31

51
62

81
93

Leukocyty
(× 109/L)
mediana (zakres)

15,2
(1,0-352,0)

27,7 (1,1-573)
20,85

(1,0-573)

Typy wg FAB
M0
M1
M2
M3
M4
M5
M6
M7
SG

1 (0,6%)*

11 (6,3%)
31 (17,8%)
15 (8,6%)
2 (1,2%)

–
1 (0,6%)*

–
–

17 (9,8%)
18 (10,3%)
16 (9,2%)

–
30 (17,2%)
24 (13,8%)

1 (0,6%)
6 (3,4%)
1 (0,6%)

18 (10,3%)
29 (16,7%)
47 (27,0%)
15 (8,6%)

32 (18,4%)
24 (13,8%)

2 (1,1%)
6 (3,4%)
1 (0,6%)

Odsetek blastów w szpiku kostnym w 15. dniu chemioterapii 

≤ 5% 49 (28,2%) 82 (47,1%) 131 (75,3%)

> 5% 8 (4,6%) 24 (13,8%) 32 (18,4%)

Brak danych 4 (0,9%) 7 (4,0%) 11 (6,3%)

Wewnętrzna tandemowa duplikacja w genie FLT3 (FLT3/ITD)

Obecna 4/61 (6,6%)** 14/113 (12,4%) 18/174 (10,4%)

*AML w zespole Downa
**Obecność FLT3/ITD, kwalifikuje pacjenta do HR, wyjątek stanowią dzie-
ci z zespołem Downa i białaczką promielocytową
SR – grupa standardowego ryzyka, HR – grupa wysokiego ryzyka, 
SG – mięsak granulocytarny

Tabela 3. Występowanie genów fuzyjnych u dzieci z AML leczonych w latach 2006-2012 (11-13, 20, 21, 38).

Geny fuzyjne* Liczba pacjentów Odsetek pacjentów Dominujący typ FAB Częstość 

RUNX1(AML1)-RUNX1T1(ETO) 27 16,2% M2, eozynofila 12-15%

CBFβ-MYH11 8 4,8% M4Eo, eozynofila 6-8%

PML-RARα

Podtyp bcr 1
Podtyp bcr 3

11
6
5

6,6%
3,6%
3,0%

M3 8-10%

*analizę wykonano u 167 pacjentów
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Prawdopodobieństwo całkowitego przeżycia w za-
leżności od występowania u pacjenta oznaczanych ge-
nów fuzyjnych przedstawiono na rycinie 4. Nie uzyska-
no istotnych różnic w przypadku krzywych całkowitego 
przeżycia w zależności od występowania oznaczanych 
w badaniu genów fuzyjnych (p = 0,824). W przypadku 

genów fuzyjnych RUNX1(AML1)-RUNX1T1(ETO) oraz 
PML-RARα prawdopodobieństwo 5-letniego OS wyno-
siło odpowiednio 77,6 i 91%. Wśród 8 dzieci z inv(16)
(CBFβ-MYH11) zmarło 3, a ponad 4-letnie OS było 
na poziomie 54,7% (najdłuższa obserwacja 48 mie-
sięcy). W grupie pacjentów ze stwierdzoną wstępnie 
nadekspresją genu WT1, odsetek ponad 5-letniego OS 
był podobny (69,9%) do stwierdzonego u dzieci z pra-
widłową ekspresją tego genu (65,3%).

DYSKUSJA

Na podstawie przeprowadzonych badań molekular-
nych obecność trzech charakterystycznych dla AML 
zmian chromosomowych (RUNX1[AML1]-RUNX1T1[E-

TO], PML-RARα oraz CBFβ-MYH11) w materiale wła-
snym stwierdzono u 27,6% analizowanych dzieci. 
Wykrycie u pacjenta translokacji t(15;17)(q22;q12) 
potwierdza rozpoznanie APL i wspiera zasadność 
zastosowania preparatu ATRA. W każdym z powyż-
szych zmian genetycznych zostało udokumentowane 
korzystne znaczenie prognostyczne, co jest uwzględ-
niane w obecnie stosowanych protokołach terapeu-
tycznych (11, 20, 21). W obecnie przedstawianym 
materiale wykazano korzystną wartość prognostyczną 
translokacji t(8;21)(q22;q22) i t(15;17)(q22;q12). 
Ponad 5-letni OS dla pacjentów z obecnymi genem fu-
zyjnymi: RUNX1(AML1)-RUNX1T1 i PML-RARα. wynosił 
odpowiednio: 77,6 i 91%. Wśród 11 dzieci z obecnym 
genem fuzyjnym PML-RARα, 10 żyje w utrzymującej się 
pierwszej remisji, a w jednym przypadku wystąpił wcze-
sny zgon w czasie leczenia indukcyjnego z powodu 
powikłań krwotocznych. U tego pacjenta stwierdzono 
również mutację FLT3/ITD. Równoczesne występowa-
nie obu tych zmian genetycznych może mieć nieko-
rzystny wpływ na przebieg APL (22). Natomiast gorsze 
wyniki leczenia w porównaniu do przedstawianych w li-
teraturze (11, 20, 21) uzyskaliśmy w przypadku obec-
ności genu fuzyjnego CBFβ-MYH11. W przypadku tego 
genu fuzyjnego ponad 4-letni OS wynosił tylko 54,7%, 
co może wynikać z małej liczebności grupy. Wśród 

Ryc. 4. Krzywe całkowitego przeżycia dla dzieci z AML w zależności 
od występowania genów fuzyjnych: RUNX1(AML1)-RUNX1T1(ETO), 
CBFβ-MYH11 oraz PML-RARα.

Ryc. 1. Poziom ekspresji genu WT1 w chwili rozpoznania AML 
u 148 dzieci. Wartość ekspresji przedstawiono jako logarytm dziesięt-
ny znormalizowanej liczby kopii transkryptu genu WT1 w stosunku 
do genu kontrolnego (ABL).

Ryc. 2. Krzywe całkowitego przeżycia dla dzieci z AML w zależności 
od grupy ryzyka.

Ryc. 3. Krzywe całkowitego przeżycia dla dzieci z AML w grupie HR 
w zależności od występowania mutacji FLT3/ITD.
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8 dzieci z obecną inv(16), żyje 5, a troje zmarło, w tym 
2 z powodu powikłań.

Obecnie stratyfikacja pacjentów z ostrą białaczką 
szpikową do terapeutycznych grupy ryzyka w dużej 
mierze zależy od obecnych w komórkach białaczko-
wych zmian cytogenetycznych i mutacji genowych. 
Ponadto stwierdzane w czasie diagnozowania zmiany 
genetyczne, oprócz wartości predykcyjnej wpływającej 
na dobór odpowiedniej terapii, mogą być również wy-
korzystane jako specyficzne markery molekularne do 
monitorowania MRD molekularne w czasie prowadzo-
nej terapii (23, 24).

Znaczenie prognostyczne mutacji FLT3/ITD 
w dziecięcej AML jest szeroko badane. Większość 
prac wskazuje na niekorzystny wpływ występowa-
nia tej mutacji (19, 25). Pojawiły się jednak także do-
niesienia o jej niewielkim znaczeniu w prognozowaniu 
wyników leczenia (26) oraz o dodatkowych elemen-
tach rokowniczych, takich jak stosunek ilości nieprawi-
dłowego allelu do jego prawidłowej formy (27). W sto-
sowanym od 2005 roku w Polsce protokole AML-BFM 
2004 INTERIM mutacja FLT3/ITD stanowi niekorzystny 
czynnik prognostyczny. Dzieci z AML z oznaczoną mu-
tacją FLT3/ITD kwalifikowane są do grupy HR, co łączy 
się z bardziej intensywnym leczeniem. W przedstawia-
nym materiale dzieci w obrębie grupy HR z obecną 
mutacją FLT3/ITD miały niższy wskaźnik ponad 5-let-
nich przeżyć (42,2%) w stosunku do dzieci bez tej nie-
prawidłowości genetycznej (59,8%), ale różnica ta nie 
była istotna statystycznie (p = 0,44) (ryc. 3).

Wartość prognostyczna nadekspresji genu WT1 
w momencie rozpoznania nadal nie jest w pełni 
określona (28, 29). W prawidłowych komórkach he-
matopoetycznych ekspresja tego genu jest bardzo 
niska, czasami wręcz niewykrywalna (30) w związku 
z procesem wyciszenia w czasie różnicowania ko-
mórek (31). Wysoki poziom ekspresji genu WT1 jest 
obserwowany w większości przypadków białaczek 
i zespołów mielodysplastycznych (32, 33). Dane lite-
raturowe wskazują, że wysoki poziom ekspresji genu 
WT1 w momencie rozpoznania AML u dorosłych może 
mieć niekorzystne znaczenie rokownicze (34) lub nie 
mieć wpływu na przebieg choroby (35). W przypadku 
dzieci z AML doniesienia na temat znaczenia rokowni-
czego nadekspresji genu WT1 nie są również jedno-
znaczne. Ostatnie doniesienia wskazują zarówno na 
korzystne znaczenie niskiej ekspresji genu WT1 stwier-
dzanego w czasie rozpoznania AML u dzieci (18), jak 
i na istotnie lepsze rokowanie w przypadku wyższych 
ekspresji tego genu (29). W badaniach własnych wyka-
zano, że w grupie pacjentów ze stwierdzoną wstępnie 
nadekspresją genu WT1 odsetek ponad 5-letniego OS 
był podobny (69,9%) jak u dzieci z prawidłową ekspre-
sją tego genu (65,3%).

W obecnie stosowanych protokołach terapeu-
tycznych w AML coraz częściej markery genetycz-
ne decydują o prognozowaniu i stanowią podstawę 
do podziału na grupy różniące się sposobem oraz 
intensywnością leczenia. Ostatnie badania wykazały, 

że występujące w komórkach białaczkowych mutacje 
w takich genach jak: NPM1, CEPBA, MLL, WT1, FLT3, 
N-RAS i KIT mają również znaczenie rokownicze (7-10, 
36-38). Wykrycie tych mutacji jest szczególnie istotne 
zwłaszcza u dzieci, u których nie stwierdza się zmian 
widocznych w kariotypie (ang. normal kariotype – NK), 
pozwalają one na prawidłową ocenę ryzyka i dobór 
odpowiedniej terapii. Według zaleceń międzynaro-
dowego panelu ekspertów ds. AML pod przewodnic-
twem AML Committee of the International BFM Study 
Group (1), u dzieci w czasie diagnozowania białacz-
ki powinno się wykonać badanie kariotypu komórek 
białaczkowych metodami cytogenetyki klasycznej 
oraz przy użyciu fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ 
(ang. fluorescent in situ hybridization – FISH) pozwalają-
cej na analizę kariotypów komórek niedzielących się i wy-
krywanie anomalii chromosomowych, zarówno liczbo-
wych, jak i strukturalnych. Należy przeprowadzić również 
wstępne (przed rozpoczęciem leczenia) genotypowanie 
komórek białaczkowych w celu znalezienia markerowego 
zaburzenia w obrębie genów: FLT3, WT1, RUNX1(AML1)-

-RUNX1T1(ETO), MLL-several, MLL-AF9, NPM1, CEBPA 
i PML-RARα oraz CBFβ-MYH11.

Po zastosowaniu współczesnych metod intensywnego 
leczenia 85-90% dzieci z AML uzy skuje remisję. Wśród 
pacjentów, u których remisji nie uzyskano (10-15%), 
50% ma oporną białaczkę, a inni umierają z powodu 
powikłań w przebiegu mielosupresji, w czasie wstęp-
nego leczenia. U ponad 25% dzieci dochodzi do wzno-
wy choroby, a wyniki leczenia nawrotów AML, mimo 
intensyfikacji terapii, są nadal złe (2). Uzyskiwane wy-
niki leczenia w AML ciągle są niezadowalające. Dlate-
go istnieje potrzeba zastosowania bardziej precyzyjnej 
diagnostyki, pozwalającej na wyłonienie nowych czyn-
ników prognostycznych. Nowe metody leczenia, do-
stosowane intensywnością nie tylko do grupy ryzyka, 
ale także specyficznością do odpowiedniego typu bia-
łaczki i występujących zaburzeń genetycznych mogą 
doprowadzić do dalszej poprawy zarówno wyleczalno-
ści, jak i zmniejszenia niepożądanych skutków terapii 
przeciwbiałaczkowej. Dalsze wielokierunkowe badania 
nad biologią AML pozwolą na opracowania innowacyj-
nych terapii ukierunkowanych na rozpoznane zaburze-
nie genetyczne.

WNIOSKI

Wstępne genotypowanie materiału własnego 
wykazało występowanie u dzieci z AML transkryp-
tu genu fuzyjnego RUNX1(AML1)-RUNX1T1(ETO) 
z nieco wyższą częstością niż opisywaną w da-
nych literaturowych, podczas gdy PML-RARα, 
CBFβ-MYH11, nadekspresja genu WT1 i wewnętrz-
na tandemowa duplikacja w genie FLT3 były stwier-
dzane rzadziej.

Zgodnie z najnowszymi rekomendacjami planu-
je się w ramach współpracy PPGLBC dalsze po-
szerzanie genetycznych badań diagnostycznych 
u dzieci z AML o oznaczanie genów fuzyjnych 
z udziałem innych rearanżacji chromosomowych 
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oraz wykrywanie mutacji w genach NPM1, WT1 
i CEPBA. Stwierdzone zaburzenia genetyczne 
pozwolą na bardziej precyzyjną stratyfikację do 

grup terapeutycznych i indywidualizację terapii, co 
może przyczynić się do dalszej poprawy wyników 
leczenia i jakości życia pacjentów z AML.
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