UNIVERZITET U BEOGRADU
MEDICINSKI FAKULTET

Marijana M. Virijevié¢

PROGNOSTICKI ZNACAJ MUTACIJA U
GENIMA ZA IZOCITRAT DEHIDROGENAZU
1 (IDH1) I IZOCITRAT DEHIDROGENAZU 2
(IDH2) U AKUTNOJ MIJELOIDNOJ]
LEUKEMIJI SA NORMALNIM KARIOTIPOM

doktorska disertacija

Beograd, 2017



UNIVERSITY OF BELGRADE
SCHOOL OF MEDICINE

Marijana M. Virijevi¢

PROGNOSTIC IMPACT OF ISOCITRATE
DEHYDROGENASE 1 (IDH1) AND
ISOCITRATE DEHYDROGENASE 2 (IDH2)
MUTATIONS ON OUTCOME IN ACUTE
MYELOID LEUKEMIA WITH NORMAL
KARYOTYPE

doctoral dissertation

Belgrade, 2017



MENTOR:

Prof. dr Dragica Tomin, redovni profesor,
Medicinski fakultet u Beogradu, Univerziteta u Beogradu

CLANOVI KOMISILJE:

1. Prof. dr Biljana Mihaljevi¢, redovni profesor,

Medicinski fakultet, Univerziteta u Beogradu

2. Prof. dr Nada Suvajdzi¢-Vukovié, redovni profesor,

Medicinski fakultet, Univerziteta u Beogradu

3. Prof. dr Predrag Purdevi¢, vanredni profesor,
Fakultet medicinskih nauka, Univerziteta u Kragujevcu



Zahvaljujem se

Profesorki Dragici Tomin, mentoru ove doktorske disertacije i mom ucitelju hematologije, na
dragocenim strucnim savetima i sugestijama tokom izrade disertacije i stalnoj podrsci u sticanju

znanja i saviadivanju naucnih istraZivanja u oblasti akutnih leukemija.

Profesorki Biljani Mihaljevi¢, mom prvom mentoru na postdiploskim studijama, koja me je

motivisala i podstakla da se bavim naucno-istrazivackim radom u oblasti hematologije.

Profesorki Nadi Suvadzi¢ —Vukovié, mom ucitelju hematologije, na neizmernoj strucnoj pomoci i

SVakodnevnoj podrsci tokom trajanja ovog istrazivanja i izrade disertacije.

Dr Sonji Pavilovi¢, naucnom savetniku, Institut za molekularnu genetiku i geneticko inzenjerstvo
(IMGGI), koja je doprinela kreiranju i finalizaciji ove doktorske disertacije, zajedno sa svojim
kolegama iz IMGGla. Doktorska disertacija je uradena u okviru projekta Ministarstva prosvete i
nauke, Republike Srbije, br. 1Il 41004, period 2011-2016., naziv projekta: "Retke bolesti:
molekularna patofiziologija, dijagnosticki i terapijski modaliteti i socijalni, eticki i pravni

aspekti; ciji je rukovodilac dr Sonja Paviovic.

Dr Natasi Tosi¢, visem naucnom saradniku, Institut za molekularnu genetiku i geneticko
inzenjerstvo (IMGGI), Univerziteta u Beogradu i njenim kolegama na pomocéi u analizi
molekularnih markera kod bolesnika sa akutnom mijeloidnom leukemijom. Na prijateljskoj i

strucnoj pomoci u tehnickoj realizaciji i obradi rezultata istrazivanja.

Mojim kolegama sa | odeljenja i dijagnostickog odseka, Klinike za hematologiju KCS koji su

doprineli realizaciji ove doktorske disertacije.

Veliku zahvalnost dugujem svojoj porodici, na razumevanju i podrsci tokom izrade ove doktorske

disertacije.


http://imgge.bg.ac.rs/index.php/yu/laboratorija-za-molekularnu-biomedicinu/32-abstrakti-yu/900-retke-bolesti-molekularna-patofiziologija,-dijagnosti%C4%8Dki-i-terapijski-modaliteti-i-socijalni,-eti%C4%8Dki-i-pravni-aspekti
http://imgge.bg.ac.rs/index.php/yu/laboratorija-za-molekularnu-biomedicinu/32-abstrakti-yu/900-retke-bolesti-molekularna-patofiziologija,-dijagnosti%C4%8Dki-i-terapijski-modaliteti-i-socijalni,-eti%C4%8Dki-i-pravni-aspekti
http://imgge.bg.ac.rs/index.php/yu/laboratorija-za-molekularnu-biomedicinu/32-abstrakti-yu/900-retke-bolesti-molekularna-patofiziologija,-dijagnosti%C4%8Dki-i-terapijski-modaliteti-i-socijalni,-eti%C4%8Dki-i-pravni-aspekti

Posveceno mojoj porodici



Prognosticki znacaj mutacija u genima za izocitrat dehidrogenazu 1
(IDH1) i izocitrat dehidrogenazu 2 (IDH2) u akutnoj mijeloidnoj
leukemiji sa normalnim kariotipom

Sazetak

Uvod: Mutacije u genima za izocitrat dehidrogenazu 1 i 2 (IDH1 i IDH2) su Ceste rekurentne
molekularne promene kod akutne mijeloidne leukemije sa normalnim kariotipom (AML-
NK). Uticaj IDH mutacija na klinicke karakteristike i ishod le¢enja kod AML-NK su u
velikoj meri istraZene, ali samo nekoliko studija je pratilo ove mutacije u toku bolesti.
Ciljevi: 1) Utvrdivanje ucestalosti prisustva IDH1 i IDH2 mutacija kod bolesnika sa AML-
NK; 2) Utvrdivanje uticaja prisustva IDH1 i IDH2 mutacija na ucestalost i duzinu remisije,
ukupno prezivljavanje i povezanosti IDH1 i IDH2 mutacija i drugih prognosti¢kih markera:
parametri krvne slike, biohemijski parametri, citoloski tip bolesti, imunofenotipska 1
molekularno-genetska obelezja (FLT3 i NPM1 mutacije); 3) Utvrdivanje stabilnosti IDH1 i
IDH2 mutacija u toku bolesti poredenjem uzoraka na pocetku bolesti sa uzorcima u toku
kompletne remisije (KR), odnosno u recidivu bolesti.

Materijal i metodologija istraZivanja: Uzorci od 110 starijih de novo AML-NK bolesnika
bili su ispitani na IDH1 i IDH2 mutaciju. Ispitana je njihova povezanost sa drugim
prognostickim markerima i ishodom le¢enja. Pored toga, pracena je stabilnost ovih mutacija
u KR i recidivu.

Rezultati: IDH mutacije su nadene kod 25 (23%) bolesnika: IDH1 je imalo 8 (7%) bolesnika,
svi od njih su imali IDHR*2; IDH2 je imalo 17 (16%) bolesnika (15 IDHR40: 2 IDHR?2),
IDH™ bolesnici su imali vi$i broj trombocita (p=0.024), kao i ve¢i procenat blasta u perifernoj
krvi (p=0.031) u odnosu na IDH" bolesnike. IDH* bolesnici su imali nizu stopu KR u
poredenju sa IDH™ bolesnicima (44% vs 60%, p=0.152), ali to nije bilo statisticki znacajno.
Osim toga, IDH mutacije su imale samo neznatan uticaj na trajanje remisije bez bolesti
(IDH"-12 meseci vs IDH™-17 meseci; p=0.091), dok je ukupno prezivljavanje (OS) IDH"
bolesnika bilo krace u poredenju sa IDH™ bolesnicima (2 vs 7 meseci; p=0.039). Nepovoljan



uticaj IDH mutacije na OS je narocito bio oCigledan kod bolesnika koji nisu imali NPM1
mutaciju (5 vs 12 meseci, p=0.050). IDH mutacije su ispitivane sekvencionalno kod 19 IDH™"
bolesnika koji su bili zivi posle indukcije. Jedanaest (58%) je postiglo KR i 9/11 bolesnika
je izgubilo IDH mutaciju. Ipak, dva bolesnika su zadrzali IDH™, iako su postigli KR. Kod
dva bolesnika koji su izgubili IDH mutaciju u toku recidiva bolesti mutacija se ponovo javila.
Zakljuc¢ak: IDH mutacije imaju loSu prognozu kod de novo AML - NK bolesnika. IDH
mutacije su pokazale stabilnost u toku bolesti, te stoga mogu da budu korisni markeri za

pra¢enje minimalne rezidualne bolesti kod bolesnika koji su izgubili IDH mutacije u KR.

Kljuéne reéi: IDH1 mutacija; IDH2 mutacija; akutna mijeloidna leukemija; normalan
kariotip
Naucna oblast: Interna medicina

UZa naucna oblast: Hematologija



Prognostic impact of isocitrate dehydrogenase 1 (IDH1) and
isocitrate dehydrogenase 2 (IDH2) mutations on outcome in
acute myeloid leukemia with normal karyotype

Summary

Background: Mutations in the isocitrate dehydrogenase 1 and 2 (IDH1 and IDH2) genes are
frequent recurrent molecular lesions in acute myeloid leukemia with normal karyotype
(AML-NK). The effects of IDH mutations on clinical features and treatment outcome in
AML-NK have been widely investigated, but only a few studies monitored these mutations
during follow-up.

Aim: 1) To determine the frequency of presence of IDH1 and IDH2 mutations in patients
with AML-NK; 2) To determine the effect of the presence of IDH1 and IDH2 mutations on
duration of remission, overall survival and the association IDH1 and IDH2 mutations and
other prognostic markers: blood parameters, the biochemical parameters, cytological disease
type, immunophenotypic and molecular-genetic characteristics (FLT3 and NPM1 mutations);
3) To determine the stability IDH1 and IDH2 mutations in the course of the disease by
comparing the samples at the start of the disease with samples during complete remission
(CR), and in a relapse of the disease.

Material and methodes: Samples from 110 adult de novo AML-NK patients were assessed
for IDH1 and IDH2 mutations. Their association with other prognostic markers and outcome
was analyzed. In addition, we monitored the stability of these mutations during CR and
relapse.

Results: IDH mutations were found in 25 (23%) patients: IDH1 in 8 (7%), all of them
IDHR32; IDH2 in 17 (16%) patients (15 IDHR%; 2 IDHRY’2). IDH™" patients had higher
platelet counts (p=0.024), as well as a higher percentage of peripheral blood blasts (p=0.031)
than IDH" patients. They tended to have a lower CR rate compared to IDH" patients (44% vs
60%, p=0.152), but this was not statistically significant. Moreover, IDH mutations had only
a slight impact on disease free survival (IDH"-12 months vs IDH-17 months; p=0.091), but



overall survival (OS) of our IDH™ patients was shorter in comparison with IDH" patients (2
vs 7 months; p=0.039). The adverse effect of IDH mutations on OS was particularly evident
in those lacking the NPM1 mutation (5 vs 12 months, p=0.050). IDH mutations were studied
sequentially in 19 IDH" patients who were alive after induction. Eleven (58%) of them
achieved CR and 9/11 patients lost the IDH mutation. However, two patients retained it,
although they achieved CR. Two patients who lost their IDH mutation, regained it during
relapse.

Conclusion: We found that IDH mutations confer a poor prognosis in de novo AML-NK
patients. IDH mutations showed stability during the course of the disease and they could be
useful markers for minimal residual disease monitoring in patients who lose IDH mutations
in CR.

Keywords: IDH1 mutation; IDH2 mutation; Acute Myeloid Leukemia; Normal Karyotype
Research area: Internal medicine

Area of special interest: Hematology
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1. UVOD

Akutna mijeloidna leukemija (AML) je heterogena klonalna maligna bolest
hematopoeznog tkiva u kojoj nezrele ¢elije hematopoeze proliferiSu i akumuliraju se u
kosStanoj srzi, perifernoj krvi i drugim tkivima. Ove maligne ¢elije postepeno zamenjuju |
inhibiraju rast i sazrevanje normalnih predhodnika eritroidne, mijeloidne i megakariocitne
loze (1).

Nekada je pre 50 godina AML bila neizleciva bolest, dok je sada izle¢iva kod 35 do
40% bolesnika koji su mladi od 60 godina i kod 5 do 15% bolesnika starijih od 60 godina.
Tokom proteklih nekoliko decenija ucinjen je veliki napredak u razumevanju genetske a
poslednjih nekoliko godina i molekularne heterogenosti AML a uveliko je u toku njihova

primena u cilju poboljasanja leCenja AML bolesnika (2).

1.1. Epidemiologija

Akutna mijeloidna leukemija (AML) je retka maligna bolest hematopoeznog tkiva,
uglavnom starijih bolesnika. Godisnja incidenca AML je 3-5 na 100.000 stanovnika (3).
Prose¢na starost AML bolesnika pri dijagnozi je oko 65-70 godina i u 80 % slucajeva je
zastupljena kod starijih ljudi. Incidenca AML kod dece mlade od 1 godinu je prose¢no 1.5
na 100.000 smanjujuci se na 0.4 na 100.000 kod dece uzrasta 5 do 9 godina, postepeno se
povecava na 1 osobu na 100.000 stanovnika do starosti od 25 godina, a nakon toga se
povecava eksponencijalno dok stopa ne dosegne 25 na 100.000 osoba kod
osamdesetogodis$njaka (Slika 1.) (4).
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Slika 1. Godi$nja incidenca AML prema godinama starosti bolesnika

Preuzeto iz: Xie M. i sar. Age-related mutations associated with clonal hematopoietic
expansion and malignancies. Nat Med, 2014,20:1472-78.

1.2. Istorijat

Rana istorija leukemija datira od pre 200 i vise godina. Tada je Peter Cullen je 1811.
godine opisao slu¢aj akutnog splenitisa i neobja$njivo mle¢ne krvi. Alfred Velpea je 1825.
godine opisao simptome leukemije i njihovu povezanost sa pove¢anim brojem leukocita.
John Bennett je 1845. godine bolest nazvao leucocithemia, na osnovu mikroskopskog nalaza
velikog broja leukocita. Iste godine, Rudolf Virchov je uocio poremecéeni balans izmedu
leukocita i eritrocita u krvi. On je 1847. godine nazvao ovu bolest ,,leukemija”. Henry Fuller
je 1846. godine prikazao prvu mikroskopsku dijagnozu bolesnika sa leukemijom (5). Potom
je, Neumann 1878. godine, pretpostavio da je koStana srz mesto gde se stvaraju krvne éelije

I prvi upotrebio termin mijeloidna leukemija. Ehrlichovim uvodenjem bojenja sa anilinskim



bojama razmaza krvi, uz Naegeleov opis mijeloblasta i mijelocita i Hirschfieldovo otkrice o
zajedni¢kom poreklu eritrocita i leukocita postavljen je temelj za naSe sadaSnje razumevanje
ove bolesti (6). lako je Theodor Boveri ukazao na klju¢nu ulogu hromozomskih aberacija u
razvoju karcinoma 1914. godine, niz tehnic¢kih dostignu¢a 1950. godine je bio potreban da bi
se omogucilo ispitivanje hromozoma celija humanog karcinoma. Potom dolazi do
identifikacije pojedinih hromozoma i mesta u kojima dolazi do prekida i formiranja
translokacija, inverzija ili delecija (6). Ova citogenetska otkri¢a inicirala su eru istrazivanja
leukemija zasnovanoj ne samo na izgledu ¢elija pod mikroskopom, ve¢ i na genetskom
poremecaju. Upotpunjavanje ljudskog genoma omogucilo je dalju bolju specifi¢niju
indentifikaciju genetskih promena.

Ovaj napredak je doprineo boljem razumevanju molekularne patologije specifi¢nih
podvrsta leukemija, poboljsanju dijagnostickih i prognosti¢kih metoda za proucavanje AML,

kao i identifikaciji molekularnih markera i poboljsanju leCenja primenom ciljne terapije.

1.3. Etiologija

Etiologija za vecinu AML bolesnika je nejasna. Medutim, poznato je da se nekoliko
faktora rizika moze povezati sa razvojem AML.: izloZenost faktorima spoljasnje sredine i
hemioterapijskim lekovima, predhodne hematoloske i druge bolesti, urodeni sindromi. Samo
je za Cetiri faktora Zivotne sredine potvrdeno da su uzroénici AML: izloZenost visokim
dozama zracenja (7), hroni¢na izloZenost visokim dozama benzena (8), hroni¢no pusenje (9)
I hemioterapijski lekovi (10). Osobe izlozene organskim rastvaracima, naftnim derivatima,
pesticidima i herbicidima mogu biti pod visokim rizikom za nastanak AML. Povecana
incidenca AML uocena je kod bolesnika koji su primali hemioterapiju za maligne i nemaligne
bolesti. AML nastala posle prethodnog le¢enja (therapy related-myeloid neoplasms (t-AML))
najéesce se javlja nakon primene bilo alkilirajuéih lekova ili topoizomeraza II inhibitora (11).
T-AML koja je povezana sa alkiliraju¢im lekovima obi¢no predhodi period mijelodisplazije
koji se karakteriSe anemijom, neutropenijom ili trombocitopenijom. Citogenetske promene
se javljaju na hromozomima 7, 5 i 8 pored drugih kompleksnih genetskih promena kod 50%

do 90% bolesnika (11). T-AML koje su povezane sa topoizomeraza Il inhibitorima ne



predhodi mijelodisplasti¢na faza i odlikuju se kracim periodom latencije manje od 2 do 3
godine (12). Povezane su sa hromozomskim rearanzmanima na hromozomima 3, 11 i 21 i
karakteriSu se balansiranom translokacijom koja obuhvata 11923 rearazman. Ishod le¢enja
ovih bolesnika je daleko losiji u odnosu na bolesnike sa de novo AML koji imaju sli¢ne
klinicke i citogentske abnormalnosti.

AML moze nastati usled progresije drugih klonalnih bolesti multipotentene mati¢ne
¢elije hematopoeze ukljucuju¢i hroni¢nu mijeloidnu leukemiju, hroni¢nu mijelomonocitnu
leukemiju, hroni¢nu neutrofilnu leukemiju, policitemiju veru, primarnu mijelofibrozu,
esencijalnu trombocitemiju, mijelodisplati¢ni sindrom (MDS), paroksizmalnu noénu
hemoglobinuriju (6). Takode, bolesnici mogu imati bolesti koje imaju predispoziciju ka
nastanku AML, kao $to su neke hematoloske bolesti: aplasti¢na anemija, multipli mijelom,
Langerhansova histiocitoza i druge bolesti poput imunih bolesti stitne zlezde, poliendokrinih
sindroma i AIDSa (13,14). Kod urodenih bolesti je zastupljeno nekoliko patogenetskih vrsta
genetskih poremecaja, kao §to su: oSte¢enje DNK reparacionih mehanizama (Fankonijeva
anemija); osetljivost gena koja dovodi do drugih mutacija (porodi¢ni trombocitni

poremecaji); oSteCenja tumor- supresor gena (kongenitalna diskeratoza) i drugi (6).

1.4. Patogeneza

1.4.1. Genetske i epigenetske promene kod AML bolesnika

Akutna mijeloidna leukemija je heterogena bolest koja se javlja kao posledica
steCenih genetskih promena u mati¢noj ¢eliji hematopoeze, kako mutacija gena tako i
promena u ekspresiji gena. U osnovi patogeneze AML su brojne genetske i epigenetske
promene koje dovode do poremecaja u mehanizmima diferencijacije, proliferacije i apoptoze.
Napredak u molekularnim istrazivanjima je znatno poboljSao razumevanje leukemogeneze
kod AML. Prema hipotezi "2- hit model" za razvoj] AML neophodno je prisustvo najmanje
dve mutacije gena iz klase 1 i Il (15, 16). Mutacije klase I gena, kao sto su RAS, FLT3, KIT,
PTPN11 i JAK2, koji kontrolisu ¢elijsku proliferaciju i apoptozu, intracelularne signalne
puteve poput tirozin kinaza dovode do povecane proliferacije i / ili inhibicije apoptoze.



Mutacije klasa Il gena, kao S§to su: t(15;17)/PML-RARA, inv(16)/CBFB-MYH11 i
t(8;21)/RUNX1-RUNX1T1 fuzije i MLL/PTD, CEBPA, AML1/RUNX1, koji su povezani sa
blokadom u sazrevanju preko genetskih promena u transkripcionim faktorima imaju
odlucujucu ulogu u diferencijaciji celija za vreme mijeloidne hematopoeze. lako klasi¢ne
mutacije ostaju osnovni dogadaji kod AML, koriste¢i tehnike nove generacije sekvenciranja
otkrivene su nove genetske aberacije koje su doprinele boljem rasvetljavanju leukemogeneze
kod AML (17). Otkri¢e novog spektra mutacija (od kojih se mnoge od njih prirodno ne
uklapaju ni u jednu od prethodno opisane dve grupe mutacija) doprinelo je da "2- hit model"
nije vise upotrebljiv. Potvrdeno je da su epigenetski poremecaji, pored genetskih promena,
takode krucijalni u patogenezi AML (18). Epigenetske aberacije mogu biti ukljuene u
regulaciju DNA metilacije (kao $to su mutacije u DNMT3A, TET2, IDH1, i IDH2) ili u druge
tipove regulatornih mehanizama hromatina i modifikacije histona (MLL fuzije, MLL-PTD i
mutacije u genima ASKSL1 i EZH2) (19). Prema studiji "The Cancer Genome Atlas" genske
mutacije kod AML se mogu klasifikovati u devet glavnih genetskih kategorija na osnovu
vrste gena pogodenih mutacijom (Tabela 1.) (17).

Tabela 1. Kategorizacija i u¢estalost mutacija prema TCGA

Kategorije %

Fuzioni transkripcioni faktori PML-RARa; CBFB-MYH11;RUNX1-RUNX1T1; 18
PICALM-MLLT10

NPM1 mutacije 27

Tumor supresor geni TP53; WT1; PHF6 16

DNA metilacije DNMT3A; DNMT3B; DNMT1; TET1; TET2 44
IDH1; IDH2

Aktivirajuce tirozin kinaze FLT3; KIT; druge tirozin kinaze; Serin-treonine kinaze; | 59
KRAS/NRAS; PTPs

Mijeloidni transkripcioni faktori RUNX1; CEBPA; drugi mijeloidni transkripcioni faktori | 22

Hromatin modifikatori MLL fuzije; MLL-PTD; NUP98-NSD1;ASXL1 30
EZH2; KDM6A,;

Kohezioni kompleks STAG2; SMC1A; SMC3; RAD21 13

Splajsozomski kompleks U2AF1; SRSF2; SF3B1 14

TCGA- The Cancer Genome Atlas
Preuzeto iz: Cancer Genome Atlas Research Network. Genomic and epigenomic landscapes

of adult de novo acute myeloid leukemia. N Engl J Med. 2013;368:2059-2074.



Neki od gena u kojima su identifikovane mutacije koji mogu imati ulogu u
patofizioloskim procesima u AML ili prognosticki znacaj opisane su u daljem tekstu. U tom

kontekstu, molekularni mehanizmi ukljuceni u razvoj AML prikazani su na slici 2 (40).

Leukemic Stem Cell
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Slika 2. Molekularni mehanizmi ukljuceni u patogenezu AML i uloga genskih mutacija u
leukemijskoj ¢eliji. Jedro: epigenetske promene i deregulacija transkripcije menja ekspresioni profil
gena. DNMT3A, IDH1/2 i TET2 mutacije koje indukuju promene DNK metilacije i modifikaciju
histone. IDH1/2 mutacije inhibiraju samo TET2; CEBPA mutacije i aberantne fuzije gena kao $to su
MLL, RUNX1-RUNX1T1 i PML-RARa remete transkripciju gena hematopoezne i mijeloidne
diferencijacije vezivanjem za regulatorne regione. Ovi dogadaji dovode aktivacije signalnih puteva
prezivljavanja i stimuliSu samoobnavljavanje. Citoplazma: FLT3 mutacije indukuju aktivaciju
mitogenih signalnih puteva ukljucuju proliferacione faktore kao S$to je RAS Kkoji povecaju
samoobnavljanje. NMP1 mutacija blokira tumor supresor signalne puteve.

Preuzeto iz: Prada-Arismendy J i saradnici. Molecular biomarkers in acute myeloid leukemia. Blood
Rev. 2017; 31(1):63-76.
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1.4.2. Genske mutacije i njihova uloga u patogenezi AML

1.4.2.1. Mutacije gena koji uticu na prezivljavanje €elije i njenu proliferaciju

Blokada procesa diferencijacije je samo jedan od koraka ka razvoju kompletnog
leukemijskog fenotipa. Maligni klon mora da poseduje dodatnu selektivnu prednost u odnosu
na normalne ¢elije da bi postao dominantan. Proliferativna prednost leukemijskog klona se
najéeSée postize aktivacijom tirozin kinaznih receptora. U ovu grupu genskih mutacija
ubrajaju se mutacije klase | gena, kao $to su RAS, FLT3, KIT, PTPN11 i JAK2 (39).

Mutacije u Fms-Like Tyrosine Kinase 3 (FLT3) genu

FLT3 gen pripada Ill klasi receptora tirozin kinaze, takode poznat kao kinaza 1
mati¢nih Celija (STK1) ili fetalna kinaza jetre 2 (FIk2). FLT3 je transmembranski-receptor,
eksprimiran u progenitornim c¢elijama hematopoeze, koji reguliSe diferencijaciju i
proliferaciju ovih ¢elija (20). FLT3 postoji u monomernom, nefosforilisanom stanju. Kada
se receptor veze sa FLT ligandom, dolazi do njegove homodimerizacije. Ova dimerizacija
receptora aktivira domen tirozin kinaze, dovodeé¢i do fosforilacije razli¢itth mesta u
interc¢elijskom domenu, koji zauzvrat izaziva regrutovanje i aktivaciju nekih proteina, $to
rezultira kaskadom reakcija fosforilacije, koja kulminira u aktiviranju MAP kinaze, STAT i
AKT/PI3 kinaze signalnih transdukcionih puteva. Ovi putevi pokrecu niz dogadaja
ukljucenih u regulaciju ¢elijske diferencijacije, proliferacije, apoptoze i prezivljavanje Celija
(21). Za vreme normalne hematopoze, povecanje nivoa FLT3 ekspresije odreduje strogu
hijerarhiju unutar odeljaka mati¢nih Celija i progenitora hematopoeze, Koji je povezan sa
limfoidnim i mijeloidnom potencijalom; na takav nacin da su neke prekursor Celije koje
eksprimiraju visoke nivoe FLT3 dovode do porasta limfocita, granulocita i makrofaga, ali
smanjenja eritromegakariocitnog potencijala (22). Najvaznija mutacija pronadena u ovom
genu je internal tandem duplikacija (FLT3-ITD), koja nije samo naj¢e$¢a mutacija, vec je
najvise uklju¢ena u AML prognozu. Ova mutacija ¢ini FLT3 kinazu konstitutivno aktivnom
(23). FLT3-ITD je uocena kod otprilike 30-40% of AML bolesnika. Nekoliko studija je



potvrdilo da je FLT3 mutacija povezana sa loSom prognozom i visokim procentom blasta

kod bolesnika sa AML, sugeriSuéi da su ove mutacije ukljucene u progresiju bolesti (24-26).

RAS mutacije

RAS onkogeni kodiraju familiju transmembranskih proteina koji reguliSu signalno
provodenje vezujuci razliCite membranske receptore. Na taj nacin, RAS proteini igraju vaznu
ulogu u regulaciji procesa proliferacije, diferencijacije i apoptoze. Mutacije u RAS genima su
ukljucene u patogenezu AML (27). Konstitutivna aktivacija ovih proteina koja se javlja kao
posledica prisustva tackastih mutacija u RAS genu, remeti ove vazne Celijske procese. RAS
mutacije su prisutne kod 5-15% svih AML slucajeva. Kod AML bolesnika koji su nosioci

inv (16) frekvencija ovih mutacija dostize i 35% (27).

c-KIT mutacije

KIT gen je lociran na hromozomu 4911-12, koji kodira 145-kDa transmembranskih
receptor tirozin kinaza tipa I11 podgrupe (28). KIT je eksprimiran u hematopoeznim ¢elijama,
mastocitima, melanocitima, germinativnim i intersticijalnim ¢elijama (28). Nakon vezivanja
liganda faktora mati¢ne celije za ekstracelularne domene imunoglobulina, dolazi do
homodimerizacije i autofosforilacije KITa na Y568 i Y570 tirozinskih ostataka
jukstamembranskog domena, koji aktivira donji silazni signalni put ukljucen u proliferaciju,
diferencijaciju i prezivljavanje (28). Zbog nastanka tackastih mutacija u kinaznom domenu
KlTa dolazi do ligand nezavisne aktivacije KIT signalizacije, sto vodi nekontrolisanoj
proliferaciji i otpornosti na apoptozu (29). Ukupna ucestalost ovih mutacija kod AML
bolesnika je relativno mala (2-8%), osim kod CBF (core binding factor) AML (AML sa
translokacijom t(8;21)i inv(16)), gde se ucestalost ovih mutacija kre¢e od 12 do 22%. C-KIT

mutacije su visoko rizi¢ne za nastanak recidiva kod bolesnika sa CBF AML (29).



1.4.2.2. Mutacije koje dovode do poremecaja diferencijacije

AML se karakteriSe postojanjem blokade u procesu diferencijacije mijeloidnih
progenitora ka zrelim monocitima, odnosno granulocitima. Ova blokada je uzrokovana
prisustvom aberantne ekspresije normalnih transkripcionih faktora ili nastankom
abnormalnih, hibridnih transkripcionih faktora. Promene u funkciji pojedinih transkripcionih
faktora najceS¢e su uzrokovane prisustvom rekuretnih hromozomskih translokacija.
Translokacije naj¢e$¢e pogadaju transkripcione faktore kao S$to su: CBF fuzioni geni
RUNX1/RUNX1T1 i CBFB/MYH11l, PML-RAR¢, kao i mutacije u CEBPA genu i
AML1/RUNX1 i MLL (30).

CEBPA (CCAAT-/enhancer binding protein alpha) mutacije

CEBPA gen kodira factor transkripcije koji inhibira proliferaciju i stoga se smatra
tumor supresor genom (31). U hematopoeznom tkivu CEBPA je eksprimiran iskljucivo u
mijelomonocitnim c¢elijama. Ekspresija ovog gena je poveCana za vreme granulocitne
diferencijacije i uslovna ekspresiia CEBPA gena je dovoljna da aktivira
diferencijaciju neutrofila (32). Mutacije u ovom genu uocene su kod 7-11% AML
bolesnika, od kojih 45% ima CEBPA jednostruku-mutaciju, dok je 55% sa CEBPA duplom-
mutacijom. Bolesnici sa CEBPA sa duplom mutacijom imaju bolje 8- godisnje ukupno

prezivljavanje, u poredenju sa onima sa singl-mutacijom ili one bez (33).

MLL (Mixed Lineage Leukemia) gen

MLL gen je lociran na hromozomu 1123 kodira protein koji ima aktivnost histon
metiltransferaze koja koordinise modifikaciju hromatina kao deo regulatornog kompleksa
koji ima ulogu u epigenetskoj regulaciji transkripcije i bitan je za embrioni razvoj i
hematopoezu (34). MLL gen ima leukemogeni efekat samo nakon fuzije sa nizom partnerskih
gena, ukljucuju¢i AF4, AF9, ENL, AF10 i ELL (35). MLL fuzioni geni aktiviraju gene kao
Sto su HoxA9 i HoxA10, koji su nishodno regulisani kod MLL leukemija. Kod odraslih AML-



NK bolesnika, ucestalost MLL rearanzmana je 11%. Sekundarne ili t-AML takode,
eksprimitraju MLL rearanzmane sa uéestalos¢u 5-10% od svih MLL leukemija. Uglavnom,
bolesnici sa MLL rearanzmanom imaju lo$u prognozu i leGe se prema protokolima za visoko

rizi¢ne bolesnike (36).

CBF (Core binding factor) kompleks

CBF-AML se karakateriSu prisustvom ili t(8;21) ili inv(16)/t(16;16), koje nastaju
fuzijom RUNX1-RUNX1T1(AML1-ETO) i CBFB-MYH11 gena (37). CBF-AML je jedan od
najéeséih citogenetskih podtipova AML, jer t(8;21) i inv(16) zajedno ¢ine oko 15-20% de
novo AML slucajeva, pretezno kod mladih bolesnika (38). CBF kompleks je heterodimer
koji se sastoji iz dva proteina, CBFf3 i AML-1 i ima ulogu u procesima rane hematopoeze.
Navedene translokacije rezultuju u AML/ETO i1 CBFB/MYHI11 fuzionim proteinima koji
deluju kao dominantno negativni inhibitori transkripcije zavisne od CBF i dovode do
smanjenja ekspresije pojedinih gena koji se nalaze pod kontrololom AML1 proteina (39).

PML-RARa (retinoic acid receptor-a)

Akutna promijelocitna leukemija (APL) je pravi primer blokade diferencijacije.
Naime, t(15;17) koja je prisutna u oko 98% slucajeva APL, dovodi do stvaranja PML-RARa
fuzinog proteina koji deluje kao dominatno negativni inhibitor RARa. Poremecaj funkcije
RARa transkripcionog faktora izaziva efikasnu blokadu granulocitne diferencijacije na
stadijumu promijelocita (39).
1.4.2.3. Druge mutacije koje su ucestvuju u patogenezi AML

NPM1 (Nucleophosmin) mutacija

NPML1 je Saperon protein koji cirkuliSe izmedu jedra i citoplazme i ukljucen je u

mnogobrojne funkcije kao §to su: skupljanje ribozomalnih proteina i transport, kontrola
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duplikacije centrozoma i regulacija tumor supresor interaktivnih proteina (40). Krec¢uci se
izmedu cCelijskih odeljaka, NPM1 ucestvuje u razli¢itim ¢elijskim procesima kao $§to su
transport pre-ribozomalnih partikula i biogeneza ribozoma, odrzavanje genomske stabilnosti,
kao 1 regulaciji DNA transkripcije. Uzimajuéi u obzir da NPM1 funkcioni$e kao tumor
supresor gen, bilo koja mutacija koja utic¢e na njegov trasport izmedu jezgra i citoplazme
moze biti kriti¢cna u malignoj transformaciji (40). NPM1 mutacije su najzastupljenije
mutacije kod AML, javljaju se kod 25%—-30% bolesnika, sa predominacijom kod Zena (41).
NPM1 mutacije dovode do aberantne ekspresije NPM1 proteina u citoplazmi i jedru,
stimuliSu¢i mijeloidnu proliferaciju i razvoj leukemije (42, 43). Klinicki, mutacija je
povezana sa monocitnom morfologijom i u odsustvu FLT3-ITD mutacije, predvida povoljnu
prognozu. Razlog za povoljno prezivljavanje ostaje nejasan, premda je pronadeno da su
NPM1 mutaticije hemosenzitivne na intenzivnu hemioterapiju kod mladih i starih, §to moze
objasniti povoljan ishod (44). NPM1 mutacije su povezane sa rekurentnim genetskim
abnormalnostima kao $to su: +8, DNMT3A, FLT3-ITD (40%), FLT3-TKD (10%-15%) i IDH
mutacije (25%) (44, 45).

WT1 (Wilms’ Tumor 1) mutacija

WT1 gen, koji kodira transkripcioni faktor, je eksprimiran na mati¢nim celijama
hematopoeze i ucestvuje u regulaciji ¢elijskog rasta i diferencijacije. (46). Mutacije u WT1
genu su pronadene kod oko 7-13% AML-NK bolesnika (47, 48). Precizna uloga WT1
mutacija u leukemogenezi ostaje da se definise. Hromozomska abnormalnost t(7;11)(p15;15)
je blisko povezana sa WT1 mutacijom (47). Takode, WT1 mutacije su povezane sa FLT3/ITD
i CEBPA mutacijama (47,49). WT1 mutacija je nezavistan lo$ prognosticki faktor kod AML-
NK kao i kod svih AML bolesnika (48,49), iako su prijavljeni i drugaciji rezultati (47,50).

1.4.2.4. Mutacije gena koje dovode do epigenetskih promena

Za razliku od genetskih abnormalnosti koje dovode do promene u DNA sekvencama,

epigenetske promene dovode do aberatne ekspresije gena (51, 52). Epigenetska regulacija
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podrazumeva DNA metilaciju, modifikaciju histona, remodelovanje hromatitina i regulaciju
microRNA ekspresije (51, 52). Prema poslednjim istraZivanjima mutacije gena koje su
povezane sa epigenetskim modifikacijama, kao $§to su: IDH1, IDH2, TET2, ASXL1 i
DNMT3A, detektovane kod AML bolesnika igraju vaznu ulogu u ranim fazama

leukemogeneze i tokom razvoja AML (53).

IDH 1 (izocitrat dehidrogenaza 1) i IDH2 (izocitrat dehidrogenaza 2) mutacije

IDH1 i IDH2 su geni koji kodiraju NADP (redukovani nikotinamid adenin
dinukleotid fosfat) -zavisne izocitrat dehidrogenaze, koje se nalaze u citoplazmi i
mitohondrijama. Ovi enzimi imaju ulogu u metabolizmu glukoze, masnih kiselina, i
glutamina i doprinose odrzavanju normalnog celijskog redukciono-oksidativnog statusa.
Citoplazmatski IDH1 i njegov mitohondrijalni ekvivalent IDH2 katalizuju oksidativnu
konverziju izocitrata u a-ketoglutarat (a-KG), konvertujuéi NADP u redukovani NADP
(NADPH) (54). Reakcija katalizovana IDH1 i IDH2 se smatra jednom od samo tri glavna
mehanizma proizvodnje NADPH u (¢elijama sisara (5). NADPH je glavni nosilac
redukovanih ekvivalenata u ¢elijama. To obezbeduje redukciju klju¢nih reakcija u brojnim
makromolekularnim biosintetskim putevima i sistemima Kkoji stite od oksidativnog stresa.
IDH1 i IDH2 mutacije su heterozigoti i tipi¢no pogadaju arginin prisutan na kataliti¢cnom
mestu enzima; arginine 132 kod IDH1 i arginin 140 ili 172 kod IDH2. Mutirani enzim sti¢e
neomorfnu funkciju, koji konvertuje a-KG u 2-hidroksiglutarat (2-HG), za koji se smatra da
je onkometabolit koji ima ulogu u tumorogenezi (55). Povecan nivo 2-HG kod IDH1 i IDH2
mutirane Celije dovodi do inhibicije funkcije TET2 (Ten Eleven Translocation), sto dovodi
do DNK hipermetilacije fenotipa i blokira demetilaciju histona inhibiranjem histon
demetilaze. IDH1/IDH2 i TET2 mutacije se medusobno iskljucuju, verovatno zbog
preklapanja bioloskog efekata (56). Ove mutacije utiCu na demetilaciju histona procesom
blokiranja, time blokiraju diferencijaciju mati¢nih celija hematopoeze i indukuju klonalnu
proliferaciju progenitora hematopoeze (57,58). Jedan od predlozenih modela tumorogeneze
izazavane mutacijom metabolickih enzima IDH1/IDH2 gde dolazi do inhibicije o-KG-
zavisnih dioksigenaza (TET2 i lizin demetilaza (KDM) i nastanka onkometabolita 2-HG, sto
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dovodi dalje do epigenetskih promena i u DNA i histonima, promena genske ekspresije i

onkogene transformacije prikazan je na slici 3 (59).
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Slika 3. Model tumorogeneze

Preuzeto iz: Ye D i saradnici. R-2-hydroxyglutarate as the key effector of IDH mutations

promoting oncogenesis, Cancer Cell. 2013; 23(3): 274-276.

TET2 (ten—eleven translocation) mutacije

TET2 protein katalizuje konverziju 5-metil citozina (5-mC) DNK u 5-hidroksi metil
citozin (5-hmC), sa gvozdem i a-KG kao kofaktorima, $to ukazuje na ulogu TET2 u DNK
metilaciji (60). TET2 mutacije dovode do globalne DNK hipermetilacije (61). TET2 mutacije
dovode do prekida mijeloidne diferencijacije i povezane su sa smanjenim nivoom ShmC, §to

sugerise kriticnu ulogu ovog proteina u mijeloidnoj transformaciji (62). Nedavne studije su

13



pokazale da je inaktivacija TET2 prisutna u preleukemijskim mati¢nim celijama
hematopoeze (MCH) i odnosi se na Kklonalnu proliferaciju, zato je to rani dogadaj
leukemogeneze kod AML (63). TET2 mutacije su prisutne u oko 10-20% AML (64).
Klini¢ka ispitivanja povezuju TET2 mutacije sa smanjenim ukupnim prezivljavanjem kod

bolesnika sa intermedijarnim rizikom (65).

ASXL1 (Additional sex comb-like 1) mutacija

Mutacije ASXL1 gena su nadene kod oko 5-30% bolesnika sa AML (66). ASXL-1 ima
modulatorni efekat na epigenom (67). Stoga, gubitak ASXL-1 ekspresije kod mijeloidnih
neoplazmi dovodi do prekomerne ekspresije leukemija-promovisu¢ih gena (67).
Prognosticki zna¢aj ASXL-1 mutacija kod AML je manje jasan. Neke studije su pokazale da
TET2, ASXL-1 mutacije imaju posebno losu prognozu kod povoljne grupe rizika AML (68).
U studiji, Pratcorona i sar. pokazana znacajna povezanost loSeg prezivljavanja i ASXL-1

mutacije §to se posebno odnosilo na intermedijarnu grupu rizika (66).

DNMT3A (DNA methyltransferase 3 genes) mutacije

DNMT3A gen, koji kodira enzim DNA metiltransferazu 3A pripada familiji DNMTs
i katalizuje dodatak metil grupe citozinu CpG dinukleotidu (69). DNMT3A mutacije su
prisutne u preleukemijskoj MCH i smatraju se ranim dogadajem u patogenezi AML (70).
Vecina mutacija javlja se na R882 amino kiselini. lako DNMT3A je direktno povezan sa
DNK metilacijom, pravi znacaj ove mutacija na leukemogenezu ostaje nepoznat. DNMT3A
mutacije su prijavljene kod 18-22% AML bolesnika, sa najvecom ucestalos¢u od 30-37%
kod AML-NK. Vecina studija je pokazalo nepovoljan uticaj na ishod bolesti, sa znacajnim

smanjenjem ukupnog prezivljavanja kod bolesnika sa DNMT3A mutacijama (71,72).
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1.5. Klasifikacija

Francusko-americ¢ko-britanska (FAB) klasifikacija predstavlja prvi pokuSaj da se
napravi razlika izmedu razlicitih tipova AML. Uvedena je 1976. godine i definiSe osam
podtipova (MO-M7) na osnovu morfoloskih i citohemijskih karakteristika leukemijskih ¢elija
(73). Tokom proteklih godina bilo je nekoliko razli¢itih klasifikacija AML zasnovanih na
etiologiji, morfologiji, imunofenotipu i genetici. Klasifikacija AML Svetske zdravstvene
organizacije (SZO), zamenila je stari francuski-americko-britanski sistem klasifikacije i
postala osnovni modalitet klasifikacije AML danas. Klasifikacija SZO iz 2008. godine (74),
u koju su inkorporirani novi geneticki podaci zajedno sa morfoloskom, imunofenotipskom i
klinickom prezentacijom, indentifikuje sedam grupa AML: (1) AML sa rekurentnim
genetickim  poremecéajima  (RUNX1-RUNX1T1  (8;21)(q22;q22), CBFB-MYH11
inv(16)(p13.1q22), t(16;16)(p13.1;922), PML-RARA t(15,17)(q22;q12), MLL 11g23, itd.) i
sa genskim mutacijama (NPM1 i CEBPA mutacije); (2) AML sa znacima mijelodisplazije;
(3) AML nastale posle prethodnog le¢enja; (4) AML, neklasifikovane (NOS) (sli¢no FAB
klasifikaciji MO-M7 sa drugima kao $to su: akutna megakarioblastna leukemija, akutna
panmijeloza sa mijelofibrozom i ¢ista eritroleukemija); (5) Mijeloidni sarkom; (6) Mijeloidna
proliferacija u Daunovom sindromu; i (7) Neoplazma blastnih plazmacitoidnih dendritskih
¢elija (2). U aktuelnoj revidiranoj SZO klasifikaciji AML iz 2016. ucinjeno je nekoliko
promena u postojecim kategorijama bolesti (Tabela 2.) (75). Promene se odnose na grupu
AML sa rekuretnim poremecajima i to najpre na molekularnu osnovu AML sa
inv(3)(q21.3926.2) ili (3;3)(q21.3;026.2) tj genske mutacije GATA2, MECOM (EVI1).
Potom uvedena su dva nova privremena entiteta "AML sa BCR-ABL1" i “AML sa RUNX1
mutacijom”. Dok su AML sa NPM1 mutacijom i AML sa bialelnom CEBPA mutacijom
definitivno uvrs¢eni u klasifikaciju (76). Predhodna podgrupa AML u kategoriji
neklasifikovana AML, akutna eritroidna leukemija je izbacena dok je uvedena podgrupa Cista

eritroidna leukemija (>80% eritroblasta sa > 30% proeritroblasta).
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Tabela 2. Klasifikacija AML prema SZO 2016

Mijeloidne neoplazme sa germinativnom predispozicijom (tabela 3)
AML i srodne neoplazme
AML sa rekurentnim genetskim poremecajima
AML sa t(8;21)(q22;922.1);RUNX1-RUNX1T1
AML sa inv(16)(p13.1¢22) ili t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYH11
APL sa PML-RARA
AML sa t(9;11)(p21.3;923.3);MLLT3-KMT2A
AML sa t(6;9)(p23;q34.1); DEK-NUP214
AML sa inv(3)(q21.3926.2) ili t(3;3)(921.3;926.2); GATA2, MECOM (EVI1)
AML (megakarioblastna) sa t(1;22)(p13.3;913.3);RBM15-MKL1
Privremeni entitet: AML sa BCR-ABL1
AML sa NPM1 mutacijom
AML sa bialelnom CEBPA mutacijom
Privremeni entitet: AML sa RUNX1 mutacijom
AML sa znacima mijelodisplazije
AML nastala posle prethodnog lecenja
AML, neklasifikovana
AML minimalno diferentovana
AML bez sazrevanja
AML sa sazrevanja
Akutna mijelomonocitna leukemija
Akutna monoblastna/monocitna leukemija
Cista eritroleukemija
Akutna megakarioblastna leukemija
Acute bazofilna leukemija
Acute panmijeloza sa mijelofibrozom
Mijeloidni sarkom
Mijeloidna proliferacija u Daunovom sindromu
Tranzitorni poremecaj mijelopoeze(TAM)
Mijeloidna leukemija u Daunovom sindromu

Neoplazma blasti¢nih plasmacitoidnih dendriti¢nih ¢elija
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Potpuno nova kategorija “Mijeloidne neoplazme sa germinativnom predispozicijom”
ukljucena je u klasifikaciju zato je su neki slu¢ajevi AML i MDS nastali iz urodenih ili de

novo germinativnih mutacija (Tabela 3.)(75).

Tabela 3. SZO klasifikacija mijeloidnih neoplazmi sa germinativnom predispozicijom

Mijeloidne neoplazme sa germinativnom predispozicijom bez prisutne disfukcije organa

AML sa germinativnom CEBPA mutacijom

Mijeloidne neoplazme sa germinativnom DDX41 mutacijom

Mijeloidne neoplazme sa germinativnom predispozicijom i predhodnim poremecajem trombocita
AML sa germinativnom RUNX1 mutacijom

AML sa germinativnom ANKRD26 mutacijom

AML sa germinativnom ETV6 mutacijom

Mijeloidne neoplazme sa germinativnom predispozicijom i drugim organskim poremecajima
AML sa germinativnom GATA2 mutacijom

Mijeloidne neoplazme sa sindromom o$tecenja koSane srzi

Juvenilna mijelomonocitna leukemija sa neurofibromatozom, Noonanov sindrom ili Noonanov sindrom sli¢ni
poremecaji

Mijeloidne neoplazme u Noonom sindromu

Mijeloidne neoplazme u Daunovom sindromu

1.6. Dijagnoza

1.6.1. Morfologija

Aspiracija koStane srZi je deo rutinske dijagnostike kod bolesnika sa sumnjom na
AML. Biopsija koStane srzi se sprovodi u slu¢ajevima kada je punkcija suva (punctio sicca).
Uzorci krvi i kostane srzi se morfoloski pregledaju koris¢enjem bojenja po May-Grinwald-
Giemsa ili Wright-Giemsa. Preporucuje se da se najmanje 200 leukocita uzorka krvi i 500
jedarnih celija koStane srzi iz broji. Za dijagnozu AML, potrebno je da u krvi i koStanoj srzi

bude > 20 blasta, izuzetak su AML sa t(15;17), t(8;21), inv(16) or t(16;16) i u nekim
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slucajevima eritroleukemija (77). Za indentifikaciju ¢elijskih linija u nekim zemljama se i
dalje oslanja na citohemijska bojenja: mijeloperoksidaza (MPQO) ili Sudan black B (SBB) i
nespecifiéna esteraza (NSE). Detekcijom MPO (>3% blasta) ukazuje na mijeloidnu
diferencijaciju, ali njegovo odsustvo ne iskljucuje mijeloidne linije, jer rani mijeloblasti i
monoblasti mogu biti MPO negativni. NSE bojenje pokazuje difuznu citoplazmatsku
aktivnost u monoblastima (>80% pozitivni) i monocitima (>20% pozitivni). Kod akutne

eritroidne leukemije, periodic acid- Schiff (PAS) bojenje moze pokazati velike PAS

pozitivne vezikule. Bojenje gvozda omogucéa detekciju gvozda, normalnih sideroblasta
prstenastih sideroblasta (78) (slika 4).

, i |
D E F
Slika 4. Podtipovi AML (periferna krv i kostana srz) A. AML bez maturacije (periferna krv)

B. AML sa maturacijom (periferna krv) C. Akutna mijelomonocitna leukemija (periferna
krv) D. Akutna monocitna leukemija (periferna krv) E. Akutna eritroidna leukemija (koStana

srz) F. Akutna megakarioblastna leukemija (koStana srz).

Preuzeto iz: Liesveld JL and Lichtman MA. Acute myeloid leukemia. In Kaushansky K,
Prchal JT, Press OW, Lichtman MA, Levi M, Burns LJ. Williams Hematology
9th Edition, 2015: 1373-1436.
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1.6.2. Imunofenotipizacija AML

Imunofenotipizacija AML se sprovodi koris¢enjem multiparametarskog (obi¢no
najmanje 3 do 4 boje) protocnog citometra koris¢enjem panela membranskih i
citoplazmatskih markera, ¢cime se odreduju ¢elijske linije kod novodijagnostikovanih akutnih
leukemija (Tabela 4.) (79, 80). Ne postoji opsti konsenzus o grani¢noj vrednosti pozitivnog
marakera za dijagnozu akutne leukemije. Za veéinu markera, uobicajeno se koristi kriterijum
pozitivnosti > 20% od leukemijskih ¢elija (80), dok se za izabrane markere (npr
citoplazmatski CD3, MPO, TdT, CD34, CD117) primenjuje niZa grani¢na vrednost od 10%.
Kvantifikacija ekspresije nekoliko povrsinskih i citoplazmatskih antigena je neophodna za
odredivanje linijske pripadnosti; dijagnozu akutnih leukemija meSovitih linija (MPAL) a
omogucava i merenje minimalne rezidualne bolesti (MRB). Imunofenotipizacija je potrebna
da bi se postavila dijagnoza AML sa minimalnom diferencijacijom, akutne megakarioblastne
leukemije i akutne leukemije neutvrdenih celijskih linija. AML minimalno diferentovana
eksprimira antigene rane hematopoeze (npr. CD34, CD38, i HLA-DR) i nedostatak vecéine
markera mijeloidnog i monocitnog sazrevanja. Ako je MPO citohemijski negativan, detekcija
intracitoplazmatskih  MPO antigena mozZe biti pozitivna proto¢nom citometrijom u
najmanjem procentu blasta. Akutna megakarioblastna leukemija je leukemija sa > 20% blasta
od Kkojih je > 50% megakariocitne linije; megakarioblasti tipi¢no eksprimiraju jedan ili vise
trombocitnih glikoproteina CD41 i/ili CD61, i rede CD42. Akutne leukemije neutvrdenih
¢elijskih linija su retke i obuhvataju one slucajeve koji ne pokazuju diferencijaciju Celijskih
linija (acute undifferentiated leukemia [AUL]) ili one sa blastima koji eksprimiraju markere
vise od jedne celijske linije (npr. MPAL). AUL c¢esto eksprimiraju HLA-DR, CD34, i/ili
CD38, ali po definiciji imaju nedostatak markera povezanih sa ¢elijskim linijama. MPAL
moze da sadrzi ili razli¢ite populacije blasta razli¢itih Celijskih linija ili jedne populacije
blasta sa markerima razli¢itih ¢elijskih linija na istoj ¢eliji, ili kombinacijom oba. Neke AML
sa rekurentnim genetskim poremecajima su povezane sa karakteristicnim imunofenotipskim
osobinama. Na primer: AML sat(8;21) ¢esto eksprimira limfoidni markere CD19 ili u manjoj
meri, CD7; a takode moze da eksprimira CD56 (81); AML sa inv(16) Cesto eksprimira T
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linijski marker CD2 (82); AML sa NPM1 mutacijom tipi¢no ima visok nivo CD33 ekspresije
dok je CD34 nizak ili odsutan (83).

Tabela 4. Ekspresija membranskih i citoplazmatskih markera kod AML

Imunofenotipski marekeri

progenitori CD34, CD117, CD33, CD13, HLA-DR

granulocitni CD65, citoplazmatski MPO

monocitni CD14, CD36, CD64

megakaricitni CDA41 (glikoprotein IIb/Illa), CD61 (glikoprotein Il1a)
eritroidni CD235a (glycophorin A), CD36

1.6.3. Citogenetska analiza

Konvencionalna citogenetska analiza je obavezni deo dijagnosticke procene
bolesnika sa akutnom leukemijom. Hromozomski poremecaji detektovani su u oko 55%
AML bolesnika (84,85). Osam rekurentnih balansiranih translokacija i inverzija i njihovih
varijanti prepoznato je kao posebna kategorija u SZO “AML sa rekurentnim genetskim
poremecajima.” Osim toga, nekoliko citogenetskih poremecaja se smatra dovoljnim za
dijagnozu "AML sa mijelodisplaznim karakteristikama” kada je prisutno > 20% blasta u
kostanoj srzi. Neophodno je da se analizira minimum 20 celija kostane srzi u metafazi da bi
se postavila dijagnoza AML sa normalnim kariotipom ili poremeéenog kariotipa.

Fluorescencija in situ hibridizacija (FISH) je jedna od opcija za detekciju genskog
rearanzmana, kao $to su RUNX1-RUNX1T1, CBFB-MYH11, KMT2A (MLL) i (MECOM)
EVI1 fuzije gena ili gubitak hromzoma 5q i 7q ili 17p (86, 87). FISH je ¢esto neophodan da
identifikuje MLL fuziju gena na 1123 translokaciji.

1.6.4. RT-PCR (reverse transcriptase—polymerase chain reaction)

Uzorak kostane srzi (i krvi) treba uzeti rutinski radi molekularne dijagnostike.

Najbolje bi bilo, ekstrahovati DNK i RNK i Cuvati vijabilne ¢elije; ako je broj celija
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nedovoljan, ekstrakcija RNK bi trebalo da bude prioritet, zato $to je RNK pogodan za
molekularni skrining fuzionih gena i leukemijskih mutacija (78). Molekularna dijagnoza
metodom RT-PCR za rekuretne fuzione gene, kao sto su RUNX1-RUNX1T1, CBFB-MYH11,
MLLT3-MLL, DEK-NUP214, mozZe biti korisna u odredenim okolnostima. RT-PCR metoda
je opcija za detekciju ovih rearanzmana, ako je hromozomska morfologija loseg kvaliteta ili
ako je prisutna tipicna morfologija kostane srzi a suspektni citogenetski poremecaj ne postoji

(88).

1.7. Klini¢ka slika

Znaci 1 simptomi AML su nespecificni 1 povezani su sa smanjenim stvaranjem
normalnih hematopoetskih c¢elija, usled infiltracije leukemijskim celijama kostane srzi i
drugih organa. Kod bolesnika su prisutni znaci i simptomi anemije (umor, nedostatak
energije, malaksalost), trombocitopenije (pojava krvarenja iz desni, modrice na kozi,
epistaksa, menoragija) i neutropenije (povisena temperatura, infekcije) (89). AML se moze
prezentovati ekstramedularnom infiltracijom gingiva, koze, limfnih Zlezdi i drugih organa.
Isto tako, mogu se javiti neuroloski znaci i simptomi, kao §to su: defekti kranijalnih nerava i
drugih fokalni neurolo$ki poremecaji, promene mentalnog statusa, uglavnom kod AML sa
monocitnom / monoblastnom diferencijacijom (92).

Metabolicki i elektrolitni poremecaji su Cesti kod AML bolesnika bilo zbog
infiltracije organa leukemijskim ¢elijama ili efekta hemioterapije. Pre leCenja, uocava se
povecan serumski nivo mokracne kiseline i laktatdehidrogeneaze (LDH) kod svih AML
bolesnika. Naglo razaranje leukemijskih ¢elija moze da dovede do stvaranja brojnih
metabolickih poremecaja. Sindrom tumorske lize se Kkarakterise brzim razvojem
hiperurikemije, hiperkalemijom, hiperfosfatemijom i hipokalcemijom (90, 91), sto moze
dovesti do akutne renalne insuficijencije. Sindrom tumorske lize je najéesci kod bolesnika sa
povecanim brojem leukocita pri dijagnozi i povisenim nivom kreatinina, mokracne kiseline
i LDH u serumu. Hiperleukocitoza (definisana kao poveéan broj leukocita > 50 x10%/1)

povecavarizik od fatalne pluéne 1 CNS leukostaze i smatra se Zivotno ugrozavaju¢im stanjem
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(92). Diseminovana intravaskularna koagulacija (DIK) je ¢est uzrok hemoragijskog sindroma
kod bolesnika sa APL, mijelomonocitnoj leukemiji i kod AML sa povecanim brojem
leukocita (92).

1.8. Lecenje

Opsta terapijska strategija kod AML bolesnika se nije bitno promenila vise od 30
godina (78). Le¢enje AML podrazumeva primenu indukcione i postremisione terapije. Cilj
indukcione terapije je da se postigne kompletna remisija koja bi trebalo da se postremisionom

terapijom odrzi putem eliminacije rezidualne bolesti.

1.8.1. Indukciono lecenje

Standardna indukcija terapija zasnovana je na kombinaciji citostatika citarabina i
antraciklina. Poznata je kao “3+7” protokol i podrazumeva primenu citarabina u dozi od 100-
200 mg/ m? u kontinuiranoj iv infuziji dnevno u toku 7 dana i daunorubicina u dozi 45 - 60
mg/m? iv dnevno, D1-3. Stopa remisije se kre¢e 60% - 80% kod bolesnika < 60 godina i 40%
- 60% kod bolesnika > 60 godina (Tabela 5.) (78, 2, 94). Mnoge modifikacije protokola "3+7"
su pokusale da poboljsaju ishod leCenja: primena citarabina 10 umesto 7 dana (3+10),
povecanje doze citarabina od 100 mg/m?/dnevno do 200 mg/ m?/dnevno ili dodavanje treéeg
citostatika ( mitoksantron, etopozid, tioguanin, topotekan, fludarabin). Medutim, nijedna od
ovih modifikacija nije pokazala bolje rezultate (92).

Primena veéih doza daunorubicin u odnosu na doze koja se trenutno koriste se jos
ispituje. Nekoliko studija je pokazalo da veéa doza antraciklina (90 vs 45 mg/m?) i kod
mladih i starijih bolesnika rezultira veCom stopom KR i produzava trajanje OS (94, 95).
Zabrinutost zbog toksi¢nosti visokih doza daunorubicina i siroke upotrebe doze od 60mg/m?
kao "standard" terapije uslovilo je sprovodenje nekoliko studija. Tako je United Kingdom
National Cancer Research Institute (NCRI) sprovelo prospektivnu randomiziranu studiju sa
ciljem da uporedi daunorubicin 60 vs 90 mg/m? u indukciji 1206 AML bolesnika (96). U
ovoj studiji nije bilo koristi pri upotrebi veée doze (90 mg/m?) u odnosu na 60 mg/m? u svim

podgrupama (96). U nekoliko randomiziranih studija sprovedeno je ispitivanje efikasnosti
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visokih doza citozara kao sastavnog dela indukcione hemioterapije (97, 98). Potvrdeno je da
je povecana toksi¢nost bez poboljsanja u efikasnosti leCenja sa visokim dozma citozara.
Veéina dokaza ukazuje na to da citarabin u dozama >1000 mg/m?, ne bi trebalo da bude
ukljucen u indukcionu hemioterapiju (99). Osim toga, ni ova studija, niti bilo koja druga nisu
pokazale da pojedine citogenetske podgrupe imaju koristi od visokih doza citarabina. Do
sada sprovedeno istrazivanje na grupi od 717 AML bolesnika sa FLT3 mutacijom je pokazalo
da jedino primena inhibitora FLT3, kao Sto je midostaurin, zajedno sa standardnom

indukcionom terapijom ima efikasnost u porastu stope KR i OS (100).

1.8.2. Postremisiono lecenje

Standardne postremisione strategije uklju¢uju konvencionalnu hemioterapiju,
praéenu transplantacijom matiénih ¢elija hematopoeze (TMCH), u svojim razli¢itim oblicima

(autologna, alogena, haploidenti¢na, iz pupCane vrpce, smanjenog intenziteta).

1.8.2.1. Konsolidacija sa intenzivnom hemioterapijom

Konsolidacioni protokoli obuhvataju primenu jednog citostatika, citarabina u visokim
dozama i hemioterapije sa viSe citostatskih agenasa koji imaju sli¢ne rezultate. Postoji jos$
rasprava o postremisionoj terapiji u pogledu doze i broja ciklusa. Naj¢esée se primenjuje
konsolidaciona hemioterapija sa 4 ciklusa visokih doza citarabina (2000-3000 mg/m?,
uobicajeno 6 doza po ciklusu). Medutim, nedavna ispitivanja dovode u pitanje potrebu za
tako visokim dozama. Tako su, Burnett i sar. osporili ovakvu Semu doza za odrasle < 60
godina i pokazali da je vecéa doza (3 gr/m?) u poredenju sa manjom dozom (1.5 g/m?)
citarabina sa tri kure dovela do identi¢nog ishoda (97). Isto tako, studija sa 781 bolesnika
(15-64 godina nije pokazala korist od primene tri ciklusa citarabina u dozi od 2000 mg/m?
(na 12 sati 5 dana) u poredenju sa 4 ciklusa hemioterapije sa viSe citostaskih agenasa u ¢iji
sastav ulazi citarabin u dozi od 200 mg/m? u 24-¢asovnoj kontinuiranoj infuziji u toku 5
dana (101). Nijedna od ovih studija nije pokazala benefit od primene visokih doza citarabina

kod AML sa povoljnim rizikom. Otvoreno pitanje ostaje i u vezi optimalnog broja ciklusa
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konsolidacione terapije. U vecini studija, 2 do 4 ciklusa su primenjivana nakon postizanja

KR. U jednoj randomiziranoj studiji, 2 ciklusa postremisione terapije primenjena nakon dva

indukciona ciklusa nisu bila manje efektna u odnosu na 3 postremisiona ciklusa (101). U

tabeli 5. prikazani su aktuelni principi leCenja bolesnika sa AML (76).

Tabela 5. Aktuelno konvencionalno le¢enje bolesnika sa AML

Bolesnici koji su podobni za leCenje intenzivhom HT

Indukciona terapija

“3+7” indukcija

antraciklin, D1-3 iv (daunorubicin najmanje 60 mg/m?;
idarubicin 10-12 mg/m?; mitoksantrone 10-12 mg/m?) i
citarabin, D1-7 kontinuirane-infuzije (100-200 mg/m?)

Konsolidaciona terapija

Mladi bolesnici (18-60/65 g)

e Povoljan rizik

IDAC, 2-4 ciklusa (1000-1500mg/m? iv 3h na 12h, D1-
3; ili 1000-1500mg/m? iv 3h na 12h, D1-5 ili 6)

e Intermedijaran rizik

- alogena TMCH (srodni/nesrodni davaoc)

- 2-4 ciklusa IDAC (1000-1500mg/m? iv 3h na 12h, D1-
3; ili 1000-1500mg/m? iv 3h na 12h, D1-5 ili 6) ili

- visoko-dozna HT i autologa TMCH

¢ Nepovoljan rizik

alogena TMCH (srodni/nesrodni davalac)

Stariji bolesnici (>60/65 g)

e Povoljan rizik

IDAC, 2-4 ciklusa (500-1000mg/m? iv 3h na 12h, D1-3;
ili 500-1000mg/m? iv 3h na 12h, D1-5 ili 6)

o Intermedijaran/nepovoljan

neutrvden nivo intenziteta konsolidacije; alogena
TMCH kod bolesnika sa niskim HCT-CI ili studijska Th

Bolesnici koji su nepodobni za le¢enje intenzivnom HT

Azacitidin

75 mg/m?, sc D1-7, na 4 nedelje, do progresije

Decitabin

20 mg/m?, iv D1-5, na 4 nedelje, do progresije

Niske doze Citarabina

niske doze citarabina (20 mg, sc na 12h, D1-10, na 4
nedelje, do progresije; ne preporucuje se kod bolesnika
sa nepovoljnim citogenetskim rizikom

Suportivna terapija

hidroksiurea; za bolesnike koji ne mogu tolerisati
nikakavu antileukemijsku terapiju, ili koji ne zele da se
leCe

Preuzeto iz: Dohner H i sar. Diagnosis and management of AML in adults: 2017 ELN
recommendations from an international expert panel. Blood, 2017;129 (4): 424-47.
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1.8.2.2. Alogena TMCH kod bolesnika sa AML

Alogena TMCH predstavlja najjaci vid antimalignog le¢enja za bolesnike sa AML.
Efektu izleéenja alogena TMCH kod bolesnika sa AML doprinosi i hemioterapija i / ili
zraCenje U predtransplantacionom rezimu i najvaznije imunoloski efekat graft-versus
leukemija (102). Le&enje alogenom TMCH je rezervisano sa bolesnike koji ne mogu da imaju
dugotrajnu KR konvecionalnim na¢inom le¢enja (103,104).

Podaci Centra za internacionalno istrazivanje transplatancaije koStane srzi (engl.
Center for International Blood and Marrow Transplant Research (CIBMTR)) ukazuju na
neprekidan porast broja alogenih transplantacija u poslednjoj deceniji (Slika 5.). lako je broj
transplantiranih bolesnika od srodnih davaoca ostao nepromenjiv poslednju deceniju, broj
transplantiranih bolesnika od nesrodnih davaoca raste, narocito u prvoj remisiji (KR1) (Slika
5.).

Napredak u oblasti transplantacije, kao $to su bolja suportivna nega, poboljsanje
tehnologije transplantacije, povecanje dostupnosti alternativnih davaoca (haploidenti¢ni
graft i krv pupcane vrpce), 1 primena kondicionih rezima redukovanog intenziteta, poboljSali
su bezbednost, kao i pristup alogenoj TMCH za veéi broj bolesnika. Jedno istraZivanje u
kome je analizirano 3638 bolesnika sa AML u KR1 pokazalo je znacajno prezivljavanje
transplatiranih  bolesnika u odnosu na netransplatirane kod AML bolesnika sa
intermedijarnim i nepovoljnim citogenetskim rizikom, mada ne i za one sa povoljnim rizikom
(105). Poslednji napredak u razumevanju biologije leukemija je dodatno poboljsao dalju
finiju stratifikaciju rizika unutar intermedijarne grupe bolesnika, AML-NK i doprineo
identifikaciji podgrupa na one sa genetikom povoljnog rizika i sa rizikom od recidiva. Tako
je u jednoj studiji analizirana uloga NPM1, FLT3, CEBPA mutacija, uporedo sa MLL i NRAS
u sprovodenju postremisione terapije kod AML-NK u KR1 (106). Pokazano je da su
bolesnici sa AML-NK sa drugim genotipom, osim NMP1*/FLT3-ITD", imali zna¢ajno bolje
prezivljvanje bez bolesti (DFS) ukoliko su imali donora u odnosu na one koji su primali
HIDAC ili je sprovedena autologa TMCH. Nije bilo statisticki zna¢ajne razlike medu
bolesnicima povoljnog rizika (NMP1*/FLT3-ITD?) u DFS, bilo da je sprovena alogena
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TMCH ili ne. Sli¢an ishod je uo¢en i kod bolesnika sa CEBPA mutacijom (106). Iz tih razloga
alogena TMCH treba biti odlozena kod AML bolesnika sa povoljnim genotipom u KR1.
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Slika 5. Trendovi u sprovodenju alogene TMCH kod odraslih AML bolesnika (> 18 godina)
od nesrodnih davaoca u odnosu na status bolesti u TMHC: slucajevi registrovani od strane
CIBMTR od 1998. do 2008. (A) AML bolesnici (>18 g) u KR1, KR2, KR3 i bez KR kod
kojih je sprovedena alogena TMCH od nesrodnog davaoca, (B) AML bolesnici (> 18 godina)
u KR1 podrvgnuti alogenoj TMCH od nesrodnog davaoca.

Preuzeto iz: Gupta V. i sar. Allogeneic hematopoietic cell transplantation for adults with

acute myeloid leukemia: myths, controversies and unknowns. Blood. 2011;117:2307-18.
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U vecini radova je pokazano da su IDH1 i IDH2 mutacije povezane sa loSom
prognozom kod bolesnika sa AML (107, 108). Kako nijedan od NPM1* i CEBPA" bolesnika
nije imao IDH2*, mnogi autori smatraju da se pod povoljnim genotipom bolesnika sa AML-
NK podrazumeva prisutvo “NPM1™ ili bialelne CEBPA™ bez FLT3-ITD i IDH1.” Stoga se
kod AML bolesnika, sa nepovoljnim i intermedijarnim citogenetskim rizikom (sa FLT3-
ITD+ ili NPM1-/CEBPA-/FLT3-ITD-), koji su postigli KR1 sprovodenje alogene TMCH od
srodnog davaoca moze smatrati standarnom opcijom le¢enja. Nazalost, samo oko 25%-30%
AML bolesnika ima HLA-podudarnog srodnog davaoca. Prema istrazivanju CIBMTR u
kome je analizirano 476 bolesnika kod kojih je sprovedana alogena TMCH od nesrodnog
davaoca, 3-godisnje OS i DFS u KR1 je bilo 44% i 43% (109). Zanimljivo je, da Tallman i
sar. nisu pronasli razliku u prezivljavanju prema citogenetskoj grupi rizika kod AML
bolesnika kod koji je sprovedena alogena TMCH od nesrodnog davaoca (110). Medutim,
obljavljeno da je 5-godisnji DFS od 30% kod AML nepovoljnog rizika, §to predstavlja bolji
ishod u odnosu na netransplatirane bolesnike (78). Pokazanao je da alogena TMCH od
nesrodnog davaoca u KR 1 moze biti povezana sa visokom stopom mortaliteta uzrokovanim
terapijom (engl. treatment-related mortality TRM) kao §to je obljavljeno u registru studije
koja je prijavila trendove rezultata u poslednje dve decenije, naglaSavajuéi potrebu da se
pazljivo odaberu bolesnici za alogenu TMCH od nesrodnog davaoca. Medutim, kod
bolesnika sa nepovoljnim citogenetskim rizikom i AML-NK sa FLT3-ITD+, koji nemaju
srodnog davaoca, svakako je neophodno da se razmotri alogena TMCH od nesrodnog
davaoca kao dalji vid lecenja.

Rezultati lecenja AML bolesnika u prvom recidivu su nezadovoljavajuéi i
prezivljavanje je obi¢no lose. Jedna studija je procenjivala ishod 667 AML bolesnika u
prvom recidivu medu 1540 de novo dijagnostikovanim AML, svrstanih prema stepenu rizika
u tri grupe (povoljan, intermedijarni, nepovoljan) (111). Za bolesnike koji su postigli KR2,
pokazano je da su oni kod kojih je sprovedena alogena TMCH imali bolje 5-godi$nje
prezivljavanje u poredenju sa onim koji su leCeni hemioterapijom (povoljan: 88% vs 33%;
intermedijarni: 48% vs 31%; nepovoljan: 26% vs 6%). Za bolesnike sa refraktarnom AML
(neragovanje na indukcionu HT, odnosno, bez KR posle 2 ciklusa HT), u recidivu posle KR1

u trajanju od 2-6 meseci, uspeh u postizanju KR sa bilo kojom daljom salvage terapijom je
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veoma nizak do 10% -15%. Dalja primena hemioterapija povecava rizik od oportunisti¢kih
infekcija i toksi¢nosti organa, koje mogu povecati TRM buduée TMCH. Sekvencijalni
pristup primene ‘“salvage” hemioterapije a zatim primena kondicioniranja smanjenog
intenziteta (engl. reduced-intensity conditioning (RIC)) opisan je od strane nemacke grupe.
Ovaj pristup doveo je do ohrabrujeceg 3-godiSnjeg pezivljavanja od 30% i 32% kod
bolesnika sa refraktarnom AML, i odnosi se na znacajno selektovane bolesnike (112).
Preporuke vezene za indikaciju za sprovodenje alogene TMCH kod AML bolesnika
prikazane su u tabeli 6 (2). U okviru ovih preporuka, kod svakog bolesnika treba pazljivo
proceniti rizik same bolesti u odnosu na rizik od transplatacionog postupka, uzimaju¢i u
obziri faktore kao $to su starost, ECOG performans status, komorbiditete, i podudarnost

davaoca i primaoca.

Tabela 6. Indikacije za le¢enje bolesnika sa AML alogenom TMCH

e Bolesnici 16 do 60-65 g

KR1 (isklju¢uju¢i AML povoljnog rizika, ELN Klasifikacija);

Druge visoko riziine klini¢ke karakateristike (t-AML; sekundarne AML koje
predhode MDS ili mijeloproliferativnim neoplazmama);

Perzistiraju¢a MRB detektovana kvatitativnom real-time PCR tehnikom ili MPFC;

Primarni_indukcioni_neuspeh: alternativnim ili eksperimentalnim protokolima treba
posti¢i KR pre sprovodenja transplantancije;

KR2; prvi recidiv; zadovoljavaju¢i ishod bolesti sa odlaganjem TMCH zahteva promtno
postizanje KR2 bez vecih infekcija ili drugih stanja koja bi ugrozila kasnije hematopoezu
celija.

e Bolesnici >60-65 0
Kod bolesnika < 75 godina moze se sprovesti alogena TMCH, pod uslovom da su fizi¢ki
sposobni da se podvrgnu transplantaciji, razmatraju¢i prisutne klinicke i bioloSke
pokazatelje slicne onima za mlade bolesnike

Preuzeto iz: Dohner H. i sar. Acute Myeloid Leukemia. N Engl J Med. 2015;373;12:1136-
52.
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1.8.2.3. Autologa TMCH kod bolesnika sa AML

Autologa TMCH se smatra alternativnom opcijom postremisione terapije kod
bolesnika sa povoljnim i intermedijarnim rizikom, ali se ne moze preporuciti kod bolesnika
sa Vvisoko rizi¢nom citogenetikom (78). Ishod posle autologe TMCH je skoro jednako dobar
kao posle primene postremisione hemioterapije, ipak nije bilo dokaza o pobolj$anju ishoda
(78). Autologa TMCH koja je ograni¢ena samo na bolesnike koji su MRB™, moZe poboljsati

rezultate leGenja (76).

1.8.3. Terapija odrzavanja kod bolesnika sa AML

U ovom trenutku, terapija odrzavanja nije deo standardnog le¢enja AML, s obzirom

na nedostatak ubedljivih dokaza njene koristi (76).

1.8.4. Lecenje bolesnika nepodnobnih za intenzivnu terapiju

Lecenje starijin (> 60 g) ili nepodobnih AML bolesnika podrazumeva suportivnu
negu i primenu hidroksiureje, niskih doza citarabina, hipometiliraju¢ih agenasa decitabina i
azacitidina (Tabela 5.). Stariji bolesnici imaju loSu prognozu iz razli¢itih razloga, kao §to su:
komorbiditeti, lo§ ECOG performans status, nepovoljna citogenetika, sekundrana AML,
smanjena tolerancija na intenzivnu hemioterapiju i njene mijelosupresivne i imunosupresivne
posledice. Nekoliko modela sistema rizika se koriste da se na osnovu faktora rizika bolesnika
ili faktora bolesti napravi izbor intenzivnog ili alternativnog le¢enja (113-115).

Moguénosti lecenja za nepodobne bolesnike su stoga kao $to je predhodno navedeno
ograni¢ene na suportivnu negu, terapiju niskog intenziteta, ili primenu lekova u fazi
studijskih ispitivanja. Terapije niskog intenziteta su: niske doze citarabina (engl. Low Dose
Ara-C (LDAC)) i terapija hipometiliraju¢im agenasima (HMA) (Tabela 5). LDAC je
generalno dobro podnosi i dovodi do KR od 15% do 25%. Medutim, OS (srednja vrednost,
5-6 meseci) je nezadovoljavajuce (116). Terapija primeneom HMA (Decitabin i Azacitid) je

procenjivana u randomizovanim studijama. Uoceno je produzeno OS kod primene decitabina
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u odnosu na LDAC (7.7 vs 5.0 m) (26). Poredenjem Azacitidina sa tri konvecionalna
protokola (LDAC, intenzivna HT, suportivna nega) pokazano je da Azaciditin zna¢ajno utice
na OS (10.4 vs 6.5 m) (117).

1.8.5. Lecenje recidiva i primarno refraktarne AML

Recidiv bolesti kod vecine bolesnika se javi unutar 3 godine posle dijagnoze. Glavni
pokazatelji ishoda nakon recidiva bolesti su: kratka remisija bolesti (< 6 meseci), nepovoljan
kariotip, predhodna alogena TMCH, starije doba i lo§ ECOG performans status.
Samo mali broj ovih bolesnika postigne uspesnu KR2. Primenom “salvage” hemioterapije
kod bolesnika starosti 16-49 godina, KR2 moze biti postignuta kod 55% bolesnika u odsustvu
predhodne alogene TMCH (118). Dve tre¢ine bolesnika je u stanju da nastavi leCenje
alogenom TMCH, $to dovodi do 40% 5-godisnjeg OS (119). Benefit od alogene TMCH
mogu da imaju bolesnici sa aktivnom boles¢u, sa stopom KR2 od 42% i prezivljavanjem od
9-22% (120). Drugi pristup le¢enja kod bolesnika sa refraktarnom bole$cu je primena kratkih
ciklusa hemioterapije sa fludarabinom, citarabinom 1 amsakrinom neposredno pre
sprovodenja RIC i alogene TMCH. Sa ovim pristupom, postize se KR nakon alogene TMCH
70 do 90%, sa ocekivanim 4-godisnjim OS 32% i 45% (121). Na taj nac¢in najmanje 20%
bolesnika sa primarnom refraktarnom AML jos uvek moze biti izle¢eno alogenom TMCH
(122). Na tabeli 7. prikazani su najées¢e primenjivani salvage protokoli kod bolesnika sa
AML (76).
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Table 7. Konvecionalni “salvage” protokoli

Protokol Doze

IDAC IDAC (1000-1500 mg/m? iv 3 hna 12 h, D1-3
(500-1000 mg/m? kod bolesnika >60 g); ili
1000-1500 mg/m? iv 3 h D1-6 (500-1000
mg/m? kod bolesnika >60 g)); sa ili bez DA
45-60 mg/m?, iv, D1-3; idarubicin 8-10
mg/m?, iv, D3-5, ili mitoksantron 8 mg/m?, D

1-3
MEC mitoksantron 8 mg/m?, D1-5; etopozid 100
mg/m?, D1-5; citarabin 1000 mg/m? D 1-5
FLAG-IDA fludarabin 30 mg/m? iv, D2-6; citarabin 1500-

2000 mg/m? iv 3 h, 4 h posle fludarabina, D2-
6; idarubicin 10 mg/m? iv, D2-4; G-CSF 5
mg/kg, sc, D1-5

>60 g: fludarabin 20 mg/m?; citarabin 500-
1000 mg/m?; idarubicin 8 mg/m?

Preuzeto iz: Dohner H i sar. Diagnosis and management of AML in adults: 2017 ELN
recommendations from an international expert panel. Blood, 2017;129 (4): 424-47.

1.8.6. Nove terapijske strategije

U toku su brojne studije koje razmatraju efikasnost novih lekova u le€enju AML, kao
Sto su: nove formulacije tradicionalnih hemioterapeutika, antitela i ciljni agensi koji deluju
na mutirane enzime. Revolucija u razumevanju genetike AML potpomognuta
sekvencioniranjem novije generacije dovela je do sintetisanja mnogih novih lekova protiv
mutacija kao §to su mutacije IDH i FLT3. Nove terapije u predklini¢kom i klinickom razvoju
podrazumevaju: inhibitore protein kinaza, epigeneticke modulatore, nove citotoksi¢ne
agense, mitohondrijane inhibitore ukljucujuci apoptoznu terapiju, terapiju ciljnih onkogenih
proteina, terapiju antitelima i imunoterapiju, te ciljnu terapiju AML mikrosredine (tabela 8.)
(76).

31



Tabela 8. Nove terapije u klinickom razvoju kod AML

Nove terapije u klinickom razvoju

Inhibitori protein kinaza

FLT3inhibitori (midostaurin,quirzartinib, gilteritinib, crenolanib)
KIT inhibitori

PI3K/AKT/mTORInhibitori

Aurora i inhibitori polo-like kinaza, CDK4 / 6 inhibitori, CHK1,
VEE1 i MPS1 inhibitori SRC i inhibitoriHCK

Epigenetski modulatori

Novi inhibitori DNK metiltransferaze (SGI-110)
HDAC inhibitori

inhibitori IDH1 i IDH2

DOTI1L inhibitori

inhibitori BET-bromodomen

Hemioterapeutski agensi

CPX-351
Vosaroksin
Nukleozidni analozi

Mitohondrijalni inhibitori

BCL-2, bcl-KSL, MCL-1 inhibitori
Inhibitori Caseinolitic proteaze

Terapija ciljnih onkogenih proteina

Ciljani fuzioni transkripti
EVI1 ciljna terapija
NPM1 ciljna terapija
Hedgehog inhibitori

Antitela i imunoterapija

Monoklonska antitela protiv. CD33, CD44, CD47, CD123,
CLEC12A

Imunokonjugati (npr, GO, SGN33A)

BiTEs i DARTs

CART ¢elije ili geneticki TCR T ¢elije

Imuni Inhibitori na kontrolnom punktu (PD-1/PD-L1 CTLA-4)
anti KIR antitela

Vakcine (npr, WT1)

Ciljna terapija AML mikrosredine

CXCR4 i CXCL12 antagonisti
Antiangiogenic terapije

Preuzeto iz: Dohner H i sar. Diagnosis and management of AML in adults: 2017 ELN
recommendations from an international expert panel. Blood, 2017;129 (4): 424-47.

Nekoliko FLT3 inhibitora je prozvedeno i pokazali su razlicite rezultate. Lekovi prve

generacije ukljucuju inhibitore multi-kinaze (midostaurin, lestaurtinib, tandutinib sunitinib i

sorafenib). Kada se koriste kao pojedina¢ni agensi, ovi inhibitori dovode samo do prolaznog

smanjenja blasta. Rezultati nedavno objavljene randomizovane studije sa sorafenibom koja

je obuhvatila 267 bolesnika bez obzira na FLT3 mutacija status, ukazala je na povoljan efekat

inhibitora kinaze na DFS, ali bez znac¢ajnog efekata na ukupno prezivljavanje (123). Faza Ill

studije za procenu efekta midostaurina kod mladih odraslih bolesnika sa FLT3 mutacijom

dostigla je primarni cilj poboljsanje OS (101). Randomizirane studije koje procenjuju slede¢u

32




generaciju FLT3 inhibitora su u toku. Veliki napredak je takode postignut u razvoju
epigenetske terapije. Guadecitabine (SGI-110) je druga generacija hipermetilijarajucih
agenasa i trenutno su u toku studije faze Il primene leka (124). Jedan od novih ciljanih
pristupa je i inhibicija mutiranih enzima IDH1 i IDH2. IDH1 inhibitor AG-120 i IDH2
inhibitor AG-221 su pokazali obecavaju¢i efekat kod AML u dve zasebne klini¢ke studije u
fazi I klini¢kih ispitivanja (125, 126). Preliminarni rezultati su nedavno predstavljeni za obe
studije. Objektivna stopa odgovora (ORR) sa AG-221 je 40% i 31% sa AG-120 kod recidiva/
refraktarnin AML bolesnika, uz trajanje odgovora za AG-221 i AG-120 vise od 15 i 11
meseci Sto i dalje traje. Generalno, ovi lekovi pokazuju visok trajan odgovor tj. 76% remisije
je trajalo duze od Sest meseci.

Takode su razvijene i Nove formulacije klasicnih citotoksicnih agenasa kao §to je
vosarokin-novi antikancerogeni derivat hinolona koji inhibira topoizomeraze 1. Sprovedno
je istrazivanje koje je poredilo intermedijarne doze citarabina sa ili bez vosarokina u 711
bolesnika sa recidivom ili refraktarnim AML. lako, primarni cilj nije postignut, pokazano je
da je znacajano prezivljavanje bilo u korist bolesnika > 60 godina, koji su dobili citarabin sa
vosarokinom (7.1 meseci vs. 5.0 meseci (119). CPX-351 je lipozomalna formulacija za
citarabin i daunorubicin. Rezultati studije faze Il ukazuju na klini¢ku Kkorist, posebno kod
bolesnika sa sekundarnom AML (127), dok je studija faze 111 u toku.

Nove terapije antitelima su revolucionarne u lecenju AML i trenutno su u razvoju.
Mnostvo terapeutskih antitela usmerenih protiv antigena (npr CD33, CD123, CLEC12A),
himerni antigeni T ¢elijskog receptora usmereni protiv CD33 i CD123 antigena su trenutno

u ranoj fazi klinickog ispitivanja.

1.9. Praéenje minimalne rezidualne bolesti kod AML

Pored genetskog profila i odredivanja grupe rizika na inicijalnoj dijagnozi, minimalna
rezidualna bolest (MRB), posle indukcije i tokom konsolidacione hemioterapije predstavlja
jedan od najvaznih prognostickih faktora. Trenutno, detekcija MRB kod AML bolesnika se
zasniva na molekularnim (RQ-PCR) i multiparametarskim proto¢nocitometrijskim

tehnikama (engl. multiparametric flowcytometry (MPFC)). Merenje MRB ima nekoliko
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prednosti: (1) da poboljsa procenu kvaliteta odgovora, (2) za dijagnozu ranog recidiva, (3)
da odredi intenzitet postremisione terapije i (4) da spreci potpuni klinic¢ki recidiv dok je jos
na nivou molekularnog recidiva.

Generalno, PCR se smatra najosetljivijom tehnikom MRB sa pragom detekcije od 10
4 do 10 (128). Koris¢enjem ove tehnike mogu se pratiti specifiéne ciljne karakteristike
leukemije, poput himeri¢nih fuzionih gena, mutacija i prekomerne ekspresije gena. U
situaciji prisustva citomorfoloske KR, to omogucava identifikaciju rezidulanih fuzija gena u
oko 30% bolesnika (129). Zajednicki markeri za detekciju MRB na bazi PCR su npr. fuzioni
transkripti MLL gen i CBF pozitivne AML (RUNKS1-RUNKSI1T], ranije AML1-ETO i
CBFBMIH11). Scholl i sar. su pokazali da bolesnici koji dostignu negativan MLL-AF9 imaju
manju mogucnost od recidiva i 4-godisnje OS od 70%, dok svi oni koji su PCR pozitvni
recidiviraju i umiru unutar tri godine (130). UK MRC studijska grupa je pokazala da kod
CBF pozitivnih AML, MRB prac¢enje PCRom u razli¢ito vreme indentifikuje bolesnike sa
veéim rizikom od recidiva (131). Naredna multicentri¢na ispitivanja su potvrdila da je
smanjenje MRB (nivo RUNX1/RUNX1T1 transkripta) od < 3-log u poredenju sa nivoima pri
dijagnozi znacajan prediktor recidiva posle dva ciklusa konsolidacije i ukazala da je druga
konsolidacija najbolje vreme za ispitivanje MRD (132).

Ukoliko su fuzioni geni negativni kod AML bolesnika, mogué¢i markeri za MRB, na
osnovu PCRa su: mutacije FLT3-ITD, NPM1 i DNMT3A. Oko 25% AML bolesnika je
nosilac mutacije FLT3-1TD koji je prediktor loseg ishoda. Medutim, mutacione promene
izmedu dijagnoze i recidiva, multiklonalnost na prezentaciji, novi klonovi u recidivu koji se
razlikuju od onih na dijagnozi, ¢ini upotrebu FLT3 mutacije i dalje nepouzdanom za praéenje
MRB (133). Postoji dokaz da se nedostatak longitudinalne stabilnosti mutacija gena odrazava
na nedovoljnu osetljivost metodologija koje se trenutno koriste. Imajuc¢i u vidu da su NPM1
mutacije veoma stabilne u recidivu bolesti, one bi stoga mogle da imaju ulogu u proceni
MRB (134). NPM1 mutacija je prisutna kod 30% AML bolesnika i nekoliko studija je
pokazalo njen povoljan uticaj kod AML-NK (135). Medutim, znac¢ajan procenat bolesnika
sa NPM1 mutacijom ima recidiv bolesti. U jednoj retrospektivnoj analizi 155 bolesnika,
povecanje nivoa MRB, NPM1 mutacije bilo je predikcija recidivu nakon hemoterapije ili
alogene TMCH (136). Nedavno, Ivey i sar. Su potvrdili prognosti¢ku ulogu rezidulane NPM1
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mutacije. Nakon drugog ciklusa hemoterapije, postojanost NPM1 mutacije je uocena u
perifernoj krvi u 15% prethodno nelecenih bolesnika i bila je povezana sa 3- godisnjim ve¢im
rizikom od recidiva (82% vs. 30%) i nizom stopom prezivljavanja (24% vs 75%) u odnosu
na nedetektabilnu mutaciju (137). Drugi mogué¢i marker za pracenje MRD je DNMT3A
mutacija, koja se moze na¢i kod 15-25% od AML bolesnika. Medutim, na osnovu
dosadasnjih istrazivanja, pogodnost DNMT3A kao markera MRD se jos uvek ispituje.

Neke studije su ispitivale IDH mutacije kao pontencijalne markere MRB (138-142).
Pokazano je da su IDH1 i IDH2 mutacije relativno stabilne i da pokazuju direktnu korelaciju
sa statusom bolesti. Tako da IDH mutacije mogu biti korisni markeri za pracenje MRB,
ukljucujuéi odgovor na leCenje i pocetak recidiva.

MRB se moze pratiti i putem detekcije prekomerne ekspresije gena. Najpouzdaniji se
pokazao Wilm’s Tumor gen (WT1), tumor supresor gen koji je prekomerno eksprimiran u
85-90% AML slucajeva (143). RQ-PCR pozitivnost na WT1-MRD (definisan kao > 0,5% u
perifernoj krvi) nakon indukcije je povezana sa pove¢anim rizikom od recidiva i kraeg OS
kod AML bolesnika sa WT1 prekomernom ekspresijom (144).

MPFC omogucava brzi i relativno jeftin nacin za detekciju MRB, koji se primenjuje
u velikoj vecini bolesnika sa AML. U stvari, > 85% AML slu¢ajeva imaju aberantan fenotip
koji se naziva "leukemia-associated immunophenotype” (LAIP). LAIP je definisana kao
kombinacija antigena i / ili fenotpskih abnormalnosti koje su odsutne ili veoma retke kod
zdrave kosStane srzi (145). Fenotipske abnormalnosti u AML ukljucuju ekspresiju markera
koji se ne eksprimiraju na mijeloidnim ¢elijama (limfoidni antigeni kao §to su: CD7, CD19 i
CD56), ko-ekspresiju markera obi¢no eksprimiranih u razli¢itim fazama sazrevanja, kao i
prekomernu ili smanjenu ekpresiju mijeloidnih markera (npr. CD33) (146).

UsavrSavanjem opreme sa vise multiplih lasera uvedeno je vise kolornih testova (>
6-10 kombinacija monoklonskih antitela) i na taj na¢in je favorizovan porast osetljivosti od
107 do 10°°. Nemacka AML kooperativna grupa je pokazala da perzistiranje MRB na dan
16. 1 razlika izmedu MRB pozitivnih ¢elija na dan 1. i dan 16. je nezavisni prognosticki
faktor koji utice na KR,OS, EFS (event-free survival) i RFS (relapse-free survival) (147).
Nivo MRB posle indukcione terapije takode je u korelaciji sa kvalitetom oporavka u

perifernoj krvnoj slici u vreme morfoloske remisije. MRB status moze takode da posluzi kao
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surogat za optimalno biolosko doziranje hemoterapeutskih agensa. Tako, brz pad nivoa MRD
posle terapije indukcije moze da odrazava visoko hemo-osetljivu bolest sa "per se"
povoljnijom prognozom (148). Italijanska grupa je pokazala da su nivoi MRD > 3.x10*
mereni nakon konsolidacione terapije povezani sa velikom verovatno¢om recidiva i kratkim
trajanjem OS i RFS (149).

Detekcija MRB moze pomo¢i u finijoj proceni rizika AML bolesnika i stoga je treba
prilagoditi procesu terapijskog odlucivanja. O tome govore rezultati studija sprovedenih kod
bolesnika sa povoljnim i intermedijarnim rizikom gde je kod MRB negativnih 4-godisnje
prezivljavanje bilo 84% i 67% a onih koji su bili MRB pozitivni 38% i 23% (150, 151).
Takode, tako FLT3 pozitivni bolesnici koji su imali MRB negativan status posle
konsolidacije, znacajno su bolje prezivljavali u odnosu na one sa MRB pozitivnim statusom.
Prema tome, bolesnici povoljnijeg stepena rizika mogu da pokazu veoma rali¢it ishod u
zavnosti od MRB statusa posle konsolidacije. U tom pogledu, sveobuhvatna stratifikacija
rizika, nastala integrisanjem pre-tretmanskih (citogenetika/genetika) i posle tretmanskih

parametara (MRB), moze pomo¢i u svrstavanju bolesnika u realnije kategorije rizika.

1.10. Tok i prognoza AML

1.10.1. Procena odgovora na primenjeno le€enje

Prema novim preporukama ELN grupe iz 2017. godine predlozeno je nekoliko novih
kategorija odgovora na hemioterapiju (tabela 9) (76). Jedna od predlozenih kategorija je
KRwmrs- zato sto je utrvrdeno da se recidiv vise javlja kod bolesnika sa KR ili KR sa
nekompletnim hematoloskim oporavkom i detektovanom MRB (152, 153). Najbolje vreme
za testiranje MRB kod bolesnika sa KR prema konvencionalnim kriterijuma nije odredeno.
Procena MRB posle jednog ili dva indukciona ciklusa omogucava ranu procenu bolesnika sa

losim odgovorom (152, 153).
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Tabela 9. Kriterijumi za procenu odgovora na primenjenu hemioterapiju

Kategorija Definicija

Odgovor na terapiju

KR bez minimalne rezidualne bolesti KR sa negativnim markerom MRB (PCR ili
(KRwmRB,) MFC)

Kompletna remisija (KR) blasti k. srzi <5%; odsustvo blasta per. krvi i

blasta sa Auerovim Stapi¢ima; odsustvo
ekstramedularni bolesti: ANC > 1.0 x10/I;

trombocita >100x10%I
KR sa nekompletnim hematoloskim svi KR prisutni osim rezidualne neutropenije
oporavkom (KR;) (<1x10%/1) ili trombocitopenije (<100 x10%/1)
Stanje bez citomorfoloskog nalaza blasti k. srzi <5%; odsustvo blasta sa
leuekemije (engl. morphologic Auerovim $tapi¢ima; odsustvo
leukemia-free state (MLFS)) ekstramedularne bolesti; nije potreban
hematoloski oporavak
Parcijalna remisija (PR) smanjenje procenata blasta k. srzi 5% do

25%; i smanjenje procenta blasta k. srzi pre
terapije za najmanje 50%

Preuzeto iz: Dohner H i sar. Diagnosis and management of AML in adults: 2017 ELN
recommendations from an international expert panel. Blood, 2017;129 (4): 424-47.

1.10.2. Recidiv i primarno refraktarna AML

Vecina AML bolesnika koji postignu KR ¢e recidivirati u toku tri godine nakon
postizanja KR (> 5% blasta u koStanoj srzi ili pojava blasta u periferiji; pojava
ekstramedularne bolesti) (78). Izmedu 10% 1 40% bolesnika ne postigne KR nakon
indukcione hemioterapije. Pod “primarno refraktarni” bolesnici sa AML podrazumevaju se
oni koji nisu postigli KR posle najmanje 2 ciklusa intenzivne indukcione terapije, iskljucujuci
one bolesnike koji su umrli u aplaziji kosatne srzi ili zbog neodredenih razloga. Prognoza
bolesnika sa AML posle recidiva ili AML primarno refraktarnih na lecenje je losa tj. zasad
raspolozivi terapijski modaliteti su nezadovoljavaju¢i (78). Ipak, u slucaju recidiva I
primarno rezistentne AML, alogena TMCH se smatra najboljom terapijskom strategijom, ali
tek ukoliko se postigne KR2 hemioterapijom. Indentifikovana su cetiri klinicka parametara
(duzina KR1, inicijalni kariotip, uzrast u vreme recidiva i prethodno sprovedena alogene

TMCH) koji uti¢u na prezivljavanje bolesnika sa recidivom. Ovi parametri posluzili su za
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izradu prognostickog indeksa koji je potom siroko prihvacen - Evropski prognosticki indeks
(EPI skor) (Tabela 10.)(111).

Tabela 10.  Prognosticki indeks za bolesnike sa recidivom AML, uzrasta 15 — 60 g

Indeksni skor | Verovatnoéa prezivljavanja %
Rizik u poenima
1. god. 5. god.
Povoljan (9% bolesnika) 0-6 70 46
Inermedijarni (25% bolesnika) 7-9 49 18
Nepovoljan (66% bolesnika) 10-14 16 4

e duzina KR1: 18 meseci (0 poena); 7-18 meseci (3 poena); i < 6 meseci (5 poena)
¢ inicijalni kariotip: inv(16)/(16;16) (0 poena); t(8;21) (3 poena); ostalo (5 poena)
e predhodna transplantacija MCH: ne (0 poena); da (2 poena)

e uzrast uvreme recidiva: < 35 godina (0 poena); 36-45 godina (1 poen); > 45 godina (2 poena)

1.10.3. Rana smrt

Rana smrt (smrt u aplaziji; TRM (engl. treatment-related mortality)) je definisana
kao smrt koja se javlja unutar 28 dana od otpocinjanja indukcione hemioterapije (115).
Bolesnici sa AML mogu doziveti fatalne komplikacije u prvih mesec dana od dijagnoze.
Najcesc¢i uzrok rane smrti su infekcija i krvarenje povezani sa citopenijom. Rizik od smrtnosti
se znacajno smanjuje Cetiri nedelje od otpocinja terapije (115). Iako je TRM je Ce$éi sa
godinama, pokazano je da je ECOG performans status blize povezan sa TRM nego godine
starosti (115), a TRM vec¢i od 30% je prijavljen kod starijih bolesnika sa losim ECOG
performans statusom koji su primili standardnu indukcionu terapiju "3 + 7" (115). Dve
retrospektivne studije pokazale su da je smrtnost unutar prvih meseca dana znacajno
smanjena (stopa TRM izmedu 1991 i 2009 smanjena je od 18 na 3% SWOG studija i sa 16%
na 4% u MDA)(154).
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1.11. Prognostic¢ki faktori kod AML bolesnika

Prognosticki faktori se mogu podeliti na one koji su vezani za bolesnika i za samu
bolest. Faktori koji zavise od bolesnika (npr. godine starosti, ECOG performas status,
prisustvo komorbiditeta) predstavljaju prediktore indukcione rane smrti.

Faktori koji zavise od bolesti (npr. broj leukocita na dijagnozi, prethodni mijelodisplazni
sindrom (MDS), inicijalni kariotip, molekularni markeri, prethodna citotoksi¢na terapija) su
prediktori rezistentnosti na aktuelnu standardnu terapiju (2).

Kariotip leukemijskih ¢elija je najznacajni prognosticki faktor za odgovor na terapiju
indukcije i za prezivljavanje (155, 156). Shodno tome, bolesnici sa AML se prema
citogenetskim karakteristikama svrstavaju u grupu sa povoljnim, intermedijarnim ili
nepovoljnim prognostickim rizikom. ELN klasifikacija iz 2010. godine se zasnivala na
rezultatima ispitivanja konvencionalne citogenetike i mutacija NPM1, FLT3 i CEBPA
mutacija. Tako su, hromozomski rearazmani t(8;21), t(15;17) ili inv (16) svrstani u povoljnu
grupu rizika. Suprotno tome, citogenetske promene kao sto su kompleksan kariotip (> 3
hromozomska poremecaja u odsustvu bilo kojeg rekuretnog genetskog poremecaja),
monozomija 5ili 7, t (6;9), inv(3) ili 119 promene osim t (9;11) su povezane sa nepovoljnim
ishodom tj pripadaju nepovoljnoj grupi rizika. Intermedijarnu grupu rizika uglavnom cine
AML-NK bolesnici (78).
da kod bolesnika sa t (8; 21) prisustvo c-KIT mutacije znacajno povecava rizik od recidiva i
smanjuje OS do nivoa koji odgovara bolesnicima sa intermedijerom rizika AML (157).
Molekularna otkri¢a su imala posebno vaznu ulogu u finijoj prognozi bolesnika sa AML-
NK. Tako su AML-NK sa CEBPA ili NPM1 mutacijom u odsustvu FLT3-1TD identifikovane
kao AML koji imaju povoljan rizik (78). Povoljan prognosticki uticaj CEBPA mutacije se u
daljoj stratifikaciji rizika odnosi samo na bialelni oblik, prema reviziji ELN Klasifikacije iz
2015. godine (2). S druge strane, mnoge studije, ukljucujuéi i meta-analizu RFS i OS kod
bolesnika sa AML-NK < 60 godina pokazale su da je prisustvo FLT3-1TD povezano sa losom
prognozom (158, 159). Ovo je dovelo do toga da se sada AML-NK sa FLT3-1TD mutacijom

svrstaju u grupu sa nepovoljnim rizikom (revizija ELN klasifikacije iz 2017. godine) (76).
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Prema prehodnoj ELN klasifikaciji revidiranoj 2015. godine (2) intermedijarna grupa rizika
se delila u dve podgrupe (intermedijarni rizik | i 11). Intermedijarna podgrupa | (INT-I) se
sastojala od bolesnika sa AML-NK sa drugim genotipskim kombinacijama NPM1 i FLT3
ITD (+/+, -/-, -/+) i intermedijarni rizik I1 (INT-11) koji je obuhavatao bolesnike sat (9; 11) i
citogenetskim promenana koje nisu klasifikovane ni kao povoljan niti nepovoljan rizik.

Prema poslednjim podacima, ustanovljeno je da je razlika izmedu intermedijarnog I
i 1l rizika zasnovana na genetskim karakteristikama, a ne i na prognostickoj stratifikaciji.
lako su naredne studije pokazale duze OS u intermedijarnoj I grupi u odnosu na
intermedijarnu Il grupu, ove dve grupe su se prognosticki razlikovale kod starijih bolesnika,
koji inace Cine vecinu slucajeva AML. Imajuéi u vidu ove rezultate, odluceno je da se
pojednostavi ELN Klasifikacija i da se sada (prema ELN iz 2017. godine) koriste samo tri
grupe (povoljna, intermedijarna, nepovoljna) (Tabela 11.). Pored toga, novina su novi
molekularni markeri uvrsteni u klasfikaciju (RUNX1, ASXL1, TP53). RUNX1 mutacije
identifikuju bolesnike sa nepovoljnom prognozom (160, 161), ASXL1 mutacije su ¢esc¢e kod
starijih bolesnika i povezane su takode sa nepovoljnom prognozom (160), dok su TP53
mutacije povezane sa kompleksnim i monozomalnim Kariotipom 1 specifiénim
hromozomskim aneuploidijama (npr.-5/5q-, -7/7q) i prediktor su veoma loSeg ishoda
(160,161). Sve ove mutacije su stoga svrstane u grupu nepoljnog rizika.

Prognostic¢ki uticaj mnogih markera je zavistan od efekta i drugih abnormalnosti u
zavisnosti od njihovog prisustva / odsustva (162). Nedavne studije su pokazale da kod AML
sa NPM1 ili bialelnom CEBPA mutacijom, prisustvo koegzistirajuéeg hromozomskog
poremecaja ne menja prognosticki efekat mutacije (163), dok prognoza moze biti vise pod
uticajem prisutnih zdruzenih genskih mutacija (162). U skladu sa tim, kod CBF-AML,
kategorizacija leukemija se zasniva na osnovu geneti¢kih podgrupa, bez obzira na kariotip.
Veca stopa recidiva i losije OS povezana sa FLT3-1TD u velikoj meri zavisi od ITD alelnog
koeficijenta. Najnovije studije pokazuju da bolesnici sa NPM1 mutacijom i FLT3-ITD sa
niskim (< 0.5) alelnim koeficijentom (FLT3-ITDnizak) imaju sli¢ni (povoljniji) ishod kao
bolesnici sa NPM1 mutacijom bez FLT3-1TD mutacije (164, 165). Nasuprot tome, AML bez
NPM1 sa FLT3-ITD sa visokim (> 0.5) alelnim odnosom (FLT3-ITDvisok) imaju losu

prognozu i svrtane su sada prema poslednjoj klasifikaciji u grupu nepovoljnog rizika.
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Tabela 11. ELN geneticka stratifikacija rizika 2017

Kategorije rizika Geneticki poremecaji

Povoljan t(8;21)(g22;0922.1); RUNX1-RUNX1T1
inv(16)(p13.1922) ili t(16;16)(p13.1;922);
CBFB-MYH11

MNPM1 bez FLT3-ITD ili sa FLT3-ITD"sko}
bialelna m CEBPA

Intermedijarni MNPM1 i FLT3-ITD Vvisckos

Wild-type NPM1 bez FLT3-ITD ili sa FLT3-
ITD "sk°¢ (bez nepovoljnih genetickih lezija)
t(9;11)(p21.3;923.3); MLLT3-KMT2A}
Citogenetski poremecaji koji nisu klasifikovani
ni kao povoljni ni nepovoljni

Nepovoljan t(6;9)(p23;934.1); DEK-NUP214
t(v;11923.3); KMT2A rearazman
t(9;22)(q34.1;911.2); BCR-ABL1
inv(3)(g21.3926.2) ili t(3;3)(q21.3;926.2);
GATA2,MECOM(EVI1)

25 ili del(5q); 27; 217/abn(17p)

kompleksni kariotip,§ monozomalni Kariotipl||
Wild-type NPM1 i FLT3-1TDVisoko

m RUNXZ1"

m ASXL1T

m TP53#

tnizak, nizak alelni nivo (<0.5); visok alelni nivo ratio (>0.5);

Iprisustvo t(9;11)(p21.3;923.3) ima prednost nad retkim, konkurentnim mutacijama lo$eg rizika

8Tri ili vi§e nepovezanih hromozomskih poremec¢aja u odsustvu 1 0od SZO-odredenih rekurentnih translokacija ili
inverzija, kao $to su, t(8;21), inv(16) ili t(16;16), t(9;11), t(v;11)(v;q23.3), t(6;9), inv(3) ili t(3;3); AML with BCR-ABL1.
||Definisan prisustvom 1 pojedinaéne monozomije (izuzimajuéi gubitak X ili Y) povezanost sa najmanje 1 dodatnom
monozomijom ili strukturnim hromozomskim poremecajem (izuzimaju¢i CBF-AML)

Ove markere ne treba koristiti kao nepovoljne prognosti¢eke markere ako se jave zajedno sa povoljnim subtipovima
AML

#TP53 mutacije su znacajno povezane sa AML sa kompleksnim i monozomalnim kariotipom

Preuzeto iz: Dohner H i sar. Diagnosis and management of AML in adults: 2017 ELN
recommendations from an international expert panel. Blood, 2017;129 (4): 424-47.

Brojne studije su se bavile ispitivajem mutacija i u drugim genima, na primer,
DNMT3A, IDH1, IDH2, ili genima u hromatinu / spajsozomskoj grupi drugacijoj od ASXL1
i RUNX1. Medutim, jo§ uvek nema dovoljno dokaza koji bi ukazali na njihov prognosticki

znacaj u ELN Klasifikaciji.
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1.11.1. Prognosti¢ki zna¢aj IDH mutacija

Analize velikog broja AML bolesnika su potvrdile prisustvo IDH mutacije u oko 15—
20% AML bolesnika i 25-30% bolesnika sa normalnim kariotipom (166-171). Klini¢ke
karakteristike koje se obi¢no nalaze kod ovih bolesnika su starije Zivotno doba, visoki broj
trombocita i istovremeno prisustvo mutacije NPM1 (65, 107, 166, 168, 169, 171). Relativno
visoka ucestalost IDH mutacija 1 njihova povezanost sa najceS¢e detektovanom NPM1
mutacijom kod AML bolesnika ukazuje na moguc¢i medusobni uticaj u patogenezi ove bolesti
(172, 173).

Uprkos rezultatima brojnih studija koje su ispitivale uticaj efekta IDH mutacija na
klinicki ishod, prognostic¢ki znacaj ovih mutacija ostaje kontroverzan (171). Neke studije su
pokazale da prisustvo mutacije nema efekta na terapijski odgovor i prezivljavanje (140, 174
—175). Medutim, veéina studija je pokazala da prisustvo IDH1 i IDH2 mutacija zajedno ima
nepovoljan prognosticki znacaj tj. njihovo prisustvo je povezano sa visokim stepenom rizika
od nastanka recidiva bolesti i kra¢im prezivljavanjem kod bolesnika sa AML-NK (140, 167-
178). Takode, vecina studija se slaze sa ¢injenicom da IDH mutacije imaju nepovoljan
prognostic¢ki uticaj na podgrupu nizeg rizika (NPM1*/FLT3-1ITD- AML-NK bolesnici) (168-
170, 173, 178, 179). Od izuzetnog znacaja je utvrdivanje prisustva IDH mutacija je, kao i
njihove povezanosti sa drugim molekularnim markerima, jer moze biti od pomoc¢i u proceni
stepena rizika bolesti, utvrdivanju prisustva minimalne rezidualne bolesti (MRB) i otkrivanju

ranog recidiva tj. recidiva na molekularnom nivou.
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2. CILJ RADA

1. Utvrdivanje ucestalosti prisustva IDH1 i IDH2 mutacija kod bolesnika sa AML-NK

2. Utvrdivanje uticaja prisustva IDH1 i IDH2 mutacija na ucestalost i duzinu remisije,
ukupno prezivljavanje i povezanosti IDH1 i IDH2 mutacija i drugih prognostic¢kih
markera: parametri krvne slike, biohemijski parametri, citoloski tip bolesti,

imunofenotipska i molekularno-genetska obelezja (FLT3 i NPM1 mutacije)

3. Utvrdivanje stabilnosti IDH1 i IDH2 mutacija u toku bolesti poredenjem uzoraka na

pocetku bolesti sa uzorcima u toku KR, odnosno u recidivu bolesti

43



3. MATERIJAL I METODOLOGIJA ISTRAZIVANJA

U ovu studiju preseka bilo je uklju¢eno 110 odraslih novo dijagnostikovanih
bolesnika sa AML-NK u periodu od septembra 2009. do maja 2013. godine u Klinici za
hematologiju Klini¢kog centra Srbije. Sve laboratorijske analize uklju¢ene u doktorsku
disertaciju izvedene su na bioloskom materijalu uzetom rutinski pri dijagnozi bolesti,
prilikom kontrola toka bolesti odnosno, recidiva. Svi bolesnici su dali pismeni pristanak za

izvodenje dijagnostickih procedura.

Dijagnoza bolesti je postavljena na osnovu: klinicke slike, nalaza u perifernoj krvi i
kostanoj srzi, kriterijuma FAB klasifikacije (179) i na osnovu preporuka Svetske Zdravstvene
Organizacije (SZO) (74).

3.1. Klinic¢ka i hematoloska ispitivanja bolesnika

Kod bolesnika su pri dijagnozi evidentirane klinicke karaketeristike: pol, starost,
prisustvo oragnomegalije, limfadenopatije, hemoragijskog sindroma, hipertrrofija gingiva i
infiltracija centralnog nervnog sistema. Odredivani su slede¢i hematoloski parametri:
kompletna krvna slika (hemoglobin, broj leukocita, trombocita, leukocitarna formula), nivo
serumske laktat dehidrogeneze (LDH), procenat blasta u perifernoj krvi i koStanoj srzi.
Performance status bolesnika procenjen je prema ECOG (Eastern Cooperative Oncology
Group) skali (180). Procena komorbiditeta je vrSena na osnovu komorbiditetnog indeksa
(engl. hematopoietic cell transplantation- comorbidity index (HCT-CI)) koji se Koristi za
TMCH (101).
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3.2. Morfoloska i citohemijska analiza razmaza KkoStane srZi

Kostana srz je dobijena aspiracijom iz grudne ili grebena ilija¢ne kosti. Citoloska
analiza obavljena je na razmazima koji su bojeni Mej Grinvald Gimza (May Grunawald
Giemsa — MGG) metodom uz dopunska bojenja (MPO, SBB, PAS i NSE). Na razmazima
kostane srzi 1 periferne krvi odredivan je broj blasta brojanjem blasta na 500 ¢elija sa jedrom.
Citohemijskim bojenjem odredena je linijska pripadnost blasta, celularnost, prisutnost,
brojnost i stepen zrelosti pojedinih ¢elija hematopoeze, kao i njihove morfoloske osobine
(74).

3.3. Imunofenotipizacija proto¢nom citometrijom

Imunofenotipizacija metodom multiparametarske proto¢ne citometrije (MPFC)
sprovedena je na uzorcima koStane srzi 110 novootkrivenih bolesnika sa akutnom

mijeloidnom leukemijom sa normalnim Kkariotipom, pre primene hemioterapije.

Uzorci ispitanika su prikupljani i obradivani prema standardnim preporukama i
protokolima (80). Analizirani su svezi nativni uzorci koStane srzi bolesnika, dobijeni
standardnim epruvetama sa antikoagulansom KzEDTA ili K:EDTA (BD Vacutainer,
K3EDTA ili K2EDTA). Koncentracija celija uzoraka je odredivana ruénom metodom,
brojanjem ¢elija u hemocitometru. U slu¢aju kada je koncentracija ¢elija bila u opsegu od 1-
10x10%ml, obelezavani su alikvoti od 100ul nerazblazenih uzoraka, a u slu¢aju kada je
koncentracija uzorka bila >10x10%ml, pravljena su razblaZenja osnovnog uzorka pomoéu
medijuma (2% FCS/ 0.01% NaNs/ PBS, pH 7.2). Razblazeni uzorak je podeSavan do
koncentracije od 10x10° éelija/ml.
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3.3.1. Monoklonska antitela

Alikvoti uzoraka su obelezavani primenom panela komercijalnih monoklonskih
antitela (MoAt), poreklom od misa sa specificno$¢u za humane leukocitne antigene (AQ)
(181, 80) (Tabela 1.). Sva MoAt bila su direktno konjugovana molekulima jedne od Cetiri
fluorescentne boje (FITC, PE, PerCP, APC). Ve¢ina MoAt su bila proizvod firme BD
Biosciences (USA), osim u slucaju MoAt anti-Lizozim (Invitrogen, USA) i anti-CD163
(R&D Systems, USA). Za detekciju Ag mijelo-monocitne loze kori§¢ena su slede¢a MoAt:
CD13-PE (klon L138), CD14-PE (klon M@P9), CD15-FITC (klon MMA), CD16 (klon 3G8),
CD24-FITC (klon ML5), CD33-PE (klon P67.6), CD36-PE (klon CB38), CD41a-FITC (klon
HIP8), CD64-FITC (klon 10.1), CD66b (klon G10F5), CD117-PE (klon 104D2), CD163-PE
(klon # 215927 ), CD235-PE (klon GAR-2), cMPO-FITC (klon 5B8), cLizozim (klon LZ-
2). Za detekciju Ag T-limfoidne loze koriséena su sledeca MoAt: CD2-FITC (klon S5.2),
cCD3-APC (klon UCHT1), CD4-FITC (klon SK3), CD7-FITC (klon 4H9), CD56-PE (klon
MY31). Za detekciju Ag B-loze koris¢ena su sledeca MoAt: CD10-PE (klon HI10a), CD19-
PE (klon SJ25C1), CD22 (klon S-HCL-1), cCD79a-PE (klon HM47). Za detekciju
diferencijacionih linijski nespecificnih Ag koris¢ena su slede¢a MoAt: CD11a (klon HI111),
CD11b-PE (klon Mac-1), CD11c (klon B-ly6), CD34-APC (klon 8G12), CD38-APC (klon
HIT2), CD45-PerCP (klon 2D1), CD71-FITC (klon L01.1), HLA-DR-FITC (klon L243).
Kao mera nespecificne reakcije MoAt 1 ¢elija ispitivanog uzorka, koriS¢ene su izotipske
kontrole: mslgG1-FITC (klon X40), mslgG1-PE (klon X40) i msigG1-APC (klon MOPC-
21).

3.3.2. Metod direktne visekolorne imunofluorescencije

Primenjivan je metod direktne visekolorne imunofluorescencije na uzorcima pune
kostane srzi (engl. Whole Bone Marrow Lyse Wash, WBMLyW) (182, 183). Alikvoti
uzoraka periferne krvi su obelezavani MoAt direktno konjugovanim sa fluorohromom,
prema standardnom panelu za AML (Tabela 12.). Na dno epruveta su prvo sipana MoAt u

optimalnoj koli¢ini 1 u kombinaciji koja je predvidena panelom, a zatim je sipan alikvot od
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100p1 uzorka (1x10° &elija) i 10 ul pulovanog humanog AB seruma (Sigma, USA), u cilju
smanjenja nespecifiénog vezivanja MoAt za Celije. Nakon meSanja na vorteksu, alikvoti su
inkubirani 15min/20°C u mraku, a zatim su eritrociti lizirani primenom 2ml hipotoni¢nog
rastvora amonijum hlorida, pH 7.2 u trajanju od 10min/20°C u mraku. Posle centrifugiranja
na 260g9/5min/20°C i odbacivanja supernatanta, talog ¢elija je ispiran medijumom (2% FCS/
0.01% NaNs/ PBS, pH 7.2), centrifugiran na 260g/5min/20°C i fiksiran primenom
komercijalnog rastvora na bazi formaldehida (BD CelFIX, BD, USA). Obelezeni alikvoti

uzoraka su ¢uvani na +4°C do analize, najduze 24h.

3.3.3. Merenje i analiza uzoraka metodom multiparametarske proto¢ne citometrije

Metodom MPC (BD FACSCalibur, BD, USA) mereni su i analizirani fizi¢ki ¢elijski
parametri, relativna veli¢ina (engl. Forward Light Scatter, FLS) i ¢elijska granulacija (engl.
Side Scatter, SSC), kao i fluorescentni signali (FL1 — FITC, FL2 — PE, FL3 — PerCP) koji
odrazavaju obrasce ekspresije leukocitnih Ag na populaciji leukemijskih ¢elija (185).
Merenje i analiza fluorescentnih signala reflektovanih ili emitovanih sa populacije
leukemijskih ¢elija vrSena je primenom analiti¢kog softvera CELLQuest ver. 4.0.1. (Becton
Dickinson, USA). Leukemijske Celije ispitivanog uzorka su selekcionisane u cilju analize na
osnovu kombinacije fizi¢kih svojstava (FSC/SCC) i obrasca ekspresije CD45 molekula i
¢elijske granulacije (CD45/SSC).

Rezulatati ispitivanja ekspresije svakog pojedinacnog Ag su izrazavani kao procenat
¢elija u populaciji blasta koje eksprimiraju dati Ag, a kriterijum prema kome je populacija
blasta definisana kao pozitivna za neki Ag, bilo je prisustvo proporcije od > 20% obelezenih
¢elija za dati plazmamembranski Ag ili proporcije od > 10% obeleZenih ¢elija za dati
intracelularni Ag (80). Imunoloska klasifikacija bolesnika sa AML vrSena je na osnovu
kriterijuma Evropske grupe za imunolosku klasifikaciju leukemija (EGIL) (80) i preporuka
Svetske Zdravstvene Organizacije (184). Imunoloski tip AML definisan je na osnovu
ekspresije kombinacije diferencijacionih Ag mijelomonocitne loze: CD117, CD13, CD33,
CD64, CD14, CD163, CD1la, CD11b, CD1llc, CD15, CD61 i GpA. Ekspresija
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diferencijacionih i linijski nespecificnih antigena, CD34, CD38 i HLA-DR, definisala je

fenotip mladih tj. nediferenciranih ¢elija limfo-hematopoeznog sistema.

Tabela. 12. Standardni panel MoAt za imunofenotipizaciju

FITC PE PerCP APC
epruveta 1. CD2 CD56 CD45 CD19
epruveta 2. CD7 CD13 CD45 CD34
epruveta 3. HLA-DR CD117 CD45 CD33
epruveta 4. CDo4 CD14 CD45 CD4
epruveta 5. CD15 CD22 CD45 CD11c
epruveta 6. CD24 CD11b CD45 CD11a
epruveta 7. CD66b CD16 CD45 CD10
epruveta 8. CD41la CD36 CD45 CD38
epruveta 9. CD71 CD235a CD45
epruveta 10. msigG1l msigG1l mCD45 msigG1l
epruveta 11. cMPO cCD79a mCD45 cCD3
epruveta 12. cLizozim CD163 mCD45
epruveta 13. cmsigGl cmslgGl mCD45 cmsigGl
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3.4. Klasi¢na citogenetska analiza metodom HG traka

Kariotip bolesnika, u momentu postavljanja dijagnoze, utvrdivan je tehnikom HG
traka i analiziran je prema Internacionalnom sistemu za humanu citogenetsku nomenklaturu
(185).

Analiza je vrSena iz uzorka koji sadrzi 2 ml aspirata koStane srzi i 8§ ml medijuma
RPMI 1640 sa 20% fetalnim tele¢im serumom. Uzorku se potom dodaje 0.2 ml (0,02 mg/ml)
kolcemida da bi se zaustavilo deljenje ¢eilja u metafazi i inkubira se 1 h na 37°C.
Prepreparacije, Celije se ispiraju u medijumu RPMI 1640 centrifugiranjem (1600 rpm 10
min.). Odliva se supernatant, a ¢elijskom talogu se dodaje hipotoni¢ni rastvor (9,8 ml 0,075
M KCI, 0,1 ml tripsina u koncentraciji 0.025%, 0,1 ml kolcemida u koncentraciji 0.001
mikrog/ml). Hipotoni¢ni tretman traje 20 minuta na 37°C, a posle se celije ponovo
centrifugiraju (1600 rpm). Dobijeni talog se resuspenduje sa 10 ml Karneovog fiksativa (tri
dela metil alkohola, jedan deo siréetne kiseline). Posle resuspendovanja taloga u fiksativu,
materijal se nanosi kap po kap na hladne mikroskopske plocice, koje se potom prevuku preko
plamena Spiritusne lampe. Preparati se boje u trajanju od pet minuta sa 2% rastvorom gimze
u fosfatnom puferu (0.9% KH2PO4, 1,2% Na2HPO4). Dobijeni preparati se analiziraju pod
svetlosnim mikroskopom. Neke od pregledanih mitoza se fotografiSu 1 potom se slaze
kariogram.

Optimalan broj éelija za direktnu preparaciju, a i za ¢elijsku kulturu je 20x10°.
Citogenetska analiza za svakog bolesnika radena je na osnovu 20-30 pregledanih ¢elija u
metafazi, sa apsolutnim minimumom od 10 pregledanih ¢elija u metafazi kod pacijenta sa
normalnim kariotipom (185). Pod citogenetski patoloskim klonom podrazumeva se prisustvo
najmanje dve ¢elije sa istom strukturnom aberacijom ili trizomijom istog hromozoma ili tri i

vise metafaza sa monozomijom istog hromozoma (185).
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3.5. Molekularno — genetska istrazivanja

Za sve vrste molekularno-genetskih istrazivanja koris¢eni su uzorci aspirata kostane srzi,
uzeti na 0.38% Na-citratu kao antikoagulansu. Ova istrazivanja su sprovedena u Institutu za
molekularnu genetiku i geneticko inZinjerstvo u Beogradu (projekat br. 111 41004).

e Izolacija mononuklearnih ¢elija iz aspirata koStane srzi

Protokol:

1. na dno sterilne epruvete, zapremine 10 ml, sipati 3 ml Ficoll-Plaque PLUS (GE
Healthcare), a zatim na ovaj gradijent naneti 4 ml razblazenog uzorka (1:1, uzorak : fizioloski
rastvor)

2. centrifugirati na 1 500 g/25 min na sobnoj temperaturi, u klinickoj centrifugi, bez kocenja
3. posle centrifugiranja, pipetom prebaciti ,,buffy coat™ interfazu koja je sastavljena od
mononuklearnih ¢elija u novu sterilnu epruvetu

4. isprati dva puta u PBS-u, posle svakog ispiranja sledi centrifugiranje na 1500 g/15 min

5. talog resuspendovati u 200 ul PBS-a

e JIzolacija DNK iz mononuklearnih ¢elija

Za izolaciju DNK iz mononuklearnih ¢elija koris¢en je QIAamp DNA Blood Mini
Kit(Qiagen, Germany)

Protokol:

1) na dno tube sipati 20 pl proteinaze K (20 mg/ml), dodati 200 pl uzorka mononuklearnih
¢elija rastvorenih u PBS-u, 200 pl puferaAL i promesSati vorteksovanjem

2) inkubirati u vodenom kupatilu 10 min/56°C

3) dodati 200 ul 96-100% etanola i promesati vorteksovanjem

4) ovako pripremljen uzorak naneti na QlAamp Mini spin kolonicu i centrifugirati na8 000
rpm/1 min

5) kolonicu isprati sa 500 pul pufera AWL1, centrifugirati na 8 000 rpm/1 min

6) kolonicu isprati sa 500 pul pufera AW2, centrifugirati na 13 000 rpm/3 min

7) na kraju prebaciti kolonicu u ¢istu tubu, dodati 200 pl pufera AE i centrifugirati na 8 000

rpm/1 min
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3.5.1. Reakcija lan¢anog umnoZavanja DNK

PCR (,,polymerase chain reaction*) je in vitro amplifikacija definisane DNK
sekvence i predstavlja imitaciju procesa DNK replikacije. Reakcija koristi dva
oligonukleotida komplementarna krajevima sekvence koja se umnozava (prajmeri), koji su
medusobno suprotno orijentisani i dugacki 15-20 nukleotida. Sinteza DNK katalizovana je
termostabilnom DNK polimerazom. Ponavljanje ciklusa, od kojih se svaki sastoji od
denaturacije DNK, hibridizacije prajmera (aniling) i ekstenzije hibridizovanih prajmera
odstrane termostabilne DNK polimeraze, za rezultat ima eksponencijalnu amplifikaciju
specificnog DNK fragmenta. Krajevi amplifikovanog fragmenta su definisani 5° krajevima
prajmera, a njihova veli¢ina odredena je rastojanjem izmedu sekvenci koje prajmeri
prepoznaju. PCR reakciona smeSa mora sadrzati u sebi komponente potrebne za in
vitrosintezu DNK: matrica (DNK koja se kopira), prajmere (oligonukleotidi komplementarni
krajevima sekvence koja se kopira), nukleotide (gradivni elementi DNK), Taq polimerazu
(termostabilna DNK polimeraza koja katalizuje ugradnju nukleotida po principu
komplementarnosti sa matricom), jone magnezijuma i pufer (neophodni za optimalni rad
Tagpolimeraze).

PCR-RFLP (,,Polimerase chain reaction - Restriction fragment length
polymorphism*) je metoda koja se koristi za direktnu detekciju mutacije koja menja, kreira

novo ili ukida postojece mesto prepoznavanja nekog restrikcionog enzima.

3.5.2. Detekcija FLT3/ITD mutacije

Reakciona smeSa zapremine 30 pl, sastojala se od slede¢ih elemenata; 100 — 300
ngDNK, 1x PCR pufer, 1x Q-solution, dNTP (2 mM finalno), MgCI2 (2.75 mM finalno),
prajmeri 14F i 15R (Tabela 13) (350 mM finalno) i 2U HotStarTag®DNA

Polimerase(Qiagen, Nemacka).
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Tabela 13. Sekvence prajmera za detekciju i sekvenciranje FLT3/ITD, FLT3/D835 i
NPM1 mutacija

Prajmer sekvenca (5°-37)

14F GCAATT TAG GTATGA AAG CCAGC

15R CTTTCAGCATTT TGA CGG CAACC

21F CCG CCAGGAACGTGCTTG

21R GCA GCC TCA CAT TGC CCC

NPM1-F TTAACT CTC TGG TGG TAG AAT GAA
NPM1-R CAAGACTATTTGCCATTCCTAAC
NPM1_1112R | CCT GGA CAA CAT TTA TCA AAC ACG GTA

Temperaturni profil PCR reakcije

1. 15 min/95°C — akctivacija HotStarTaq polimeraze

2. 35 ciklusa;

* 1 min/95°C — denaturacija

* 1 min/60°C — aniling

* 2 min/72°C — elongacija

3. 10 min/72°C — finalna elongacija

Analiza dobijenih PCR produkata je vrSena elektroforezom na 4% agaroznom gelu.
Ocekivana duzina wt PCR pordukta je 325 bp. Postojanje FLT3/ITD mutacije je praceno
prisustvom dodatnog PCR produkta veée duzine. Kod FLT3/ITD pozitivnog nalaza, vr§eno
je isecanje duzeg PCR produkta sa agaroznog gela, a nakon preci§¢avanja je izvrSeno

sekvenciranje upotrebom prajmera koji su koris¢eni za PCR apmlifikaciju.

3.5.3. Detekcija FLT3/D835 mutacije

Reakciona smeSa zapremine 30 pl, sastojala se od slede¢ih elemenata; 100 — 300
ngDNK, 1x PCR pufer, 1x Q-solution, dNTP (2 mM finalno), MgCI2 (2.75 mM finalno),
prajmeri 21F i 21R (Tabela 13.) (350 mM finalno) i 2U HotStarTag® DNA Polimerase
(Qiagen, Nemacka).
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Temperaturni profil PCR reakcije
1. 15 min/95°C — akctivacija HotStarTaq polimeraze
2. 35 ciklusa;
* 1 min/95°C — denaturacija
* 1 min/58°C — aniling
* 2 min/72°C — elongacija
3. 10 min/72°C — finalna elongacija
Produkt PCR reakcije za FLT3/D835 je 114 bp. Detekcija mutacije se vrsi digestijom
ovako dobijenog PCR fragmenta restrikcionim enzimom EcoRV (Fermentas).
Prisustvomutacije narusava restrikciono mesto za ovaj enzim, tako da ¢e se se¢i samo
nemutirani fragmenti. U slucaju digestije dobijamo produkte duzina 68 bp i 46 bp.
Smesa za digestiju sadrZi slede¢e komponente:
* 10 pl PCR produkta
* 1 x puferR
* 20U EcoRV (Fermentas)

Uslovi digestije su 12 sati na 37°C. Analiza fragmenata se vrsi na 8% poliakrilamidnom gelu.

3.5.4. Detekcija mutacija u NPM1 genu

Reakciona smeSa zapremine 50 pl, sastojala se od sledecih elemenata; 100 — 300 ng
DNK, 1x PCR pufer, 1x Q-solution, dNTP (0.3 mM finalno), MgCl. (2,25 mM finalno),
prajmeri NPM1-F i NPM1-R (Tabela 13.) (500 mM finalno) i 2U HotStarTag® DNA

Polimerase (Qiagen, Nemacka).

Temperaturni profil PCR reakcije

1. 15 min/95°C — akctivacija HotStarTaq polimeraze
2. 35 ciklusa;

e 1 min/95°C — denaturacija

e 1 min/60°C — aniling

e 2 min/72°C — elongacija
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3. 10 min/72°C — finalna elongacija

Nakon PCR amplifikacije izvrSeno je precis¢avanje na koloni (QIAquick PCR Purification
kit, Qiagen) prema uputstvu proizvodaca. Nakon toga je izvrSena reakcija sekvenciranja

upotrebom NPM1_1112R prajmera (Tabela 13.)
3.5.5. Detekcija mutacija u IDH1 genu

Reakciona smesa zapremine 25 pl, sastojala se od sledecih elemenata; 100 ng DNK,
1x PCR pufer, 1x Q-solution, dNTP (0.3 mM finalno), MgCI2 (3 mM finalno), prajmeri
IDH1-FiIDH1-R (200 mM finalno) i 2U HotStarTag® DNA Polimerase (Qiagen, Nemacka).

Temperaturni profil PCR reakcije

4. 15 min/95°C — akctivacija HotStarTaq polimeraze
5. 35 ciklusa;
e 30 sek/94°C — denaturacija
e 1 min/55°C — aniling
e 1 min/72°C - elongacija
6. 10 min/72°C — finalna elongacija
Nakon PCR amplifikacije izvrSeno je preciS¢avanje na koloni (QlAquick PCR
Purification kit, Qiagen) prema uputstvu proizvodaca. Nakon toga je izvrSena reakcija

sekvenciranja upotrebom prajmera koji su korisé¢eni u PCR reakciji (Tabela 14.).

Tabela 14. Sekvence prajmera za detekciju mutacija u IDH1 i IDH2 genu

Prajmer sekvenca (5°-3°)

IDH1-F AAA CAAATG TGG AAATCACC
IDH1-R TGC CAACATGACTTACTT GA
IDH2-F CAA GCT GAA GAA GAT GTG GAA
IDH2-R CAG AGA CAA GAG GAT GGC TA
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3.5.6. Detekcija mutacija u IDH2 genu

Reakciona smesa zapremine 25 pl, sastojala se od sledecih elemenata; 100 ng DNK,
1x PCR pufer, 1x Q-solution, dNTP (0.3 mM finalno), MgClI2 (3 mM finalno), prajmeri
IDH2-F i IDH2-R (200 mM finalno) i 2U HotStarTag® DNA Polimerase (Qiagen, Nemacka)
Tabela 14.).

Temperaturni profil PCR reakcije

7. 15 min/95°C — akctivacija HotStarTaqg polimeraze
8. 35 ciklusa;
e 30 sek/94°C — denaturacija
e 1min/61°C — aniling
e 1 min/72°C - elongacija
9. 10 min/72°C — finalna elongacija
Nakon PCR amplifikacije izvrSeno je preciS¢avanje na koloni (QlAquick PCR
Purification kit, Qiagen) prema uputstvu proizvodac¢a. Nakon toga je izvrSena reakcija

sekvenciranja upotrebom prajmera koji su koriS¢eni u PCR reakciji.

3.5.7. Analiza DNK na agaroznom gelu

Analiza DNK je vrSena na horizontalnom agaroznom gelu odgovarajuce
koncentracije (2—4%), u zavisnosti od veli¢ine molekula DNK koje treba razdvojiti. U gelove
je pre polimerizacije dodavan etidijum bromid (5pg/ml). Elektroforeza je tekla u 1XTAE
puferu (40mM Tris, 20 mM Na-acetat, ImM Na2EDTA), pri voltazi od 4-7 V/cm. DNK
jevizuelizovana osvetljavanjem gela UV svetlom talasne duZine 266 nm. Trajni zapis
rezultata dobija se fotografisanjem gela CCD kamerom integrisanom u sistem za automatsku
digitalnu akviziciju slike, BioDocAnalyze sistemom. Veli¢ina fragmenata DNK odreduje se

pomocu adekvatnih komercijalnih markera (Fermentas).
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3.5.8. Analiza DNK na poliakrilamidnom gelu

Fragmenti DNK su razdvajani na nedenaturiSu¢em 8% poliakrilamidnom gelu
(Akrilamid: N,N-metilenbisakrilamid (29:1) (30% w/v), 100mM Tris, 83mM borna kiselina,
1mM EDTA pH 8; 0,1% (w/v) amonijumpersulfat, 0,01% (v/v) TEMED). Elektroforeza je
tekla pri naponu od 10 V/cm u 1XTBE puferu (100mM Tris, 83 mM borna kiselina, 1mM

EDTA pH 8). Po zavrsetku elektroforeze, gelovi su bojeni srebronitratom.
3.5.9. Bojenje poliakrilamidnih gelova srebronitratom

Vizuelizacija DNK na poliakrilamidnim gelovima vrSena je bojenjem srebronitratom.
Poliakrilamidni gelovi su, nakon elektroforeze, najpre fiksirani 30 minuta u rastvoru 10%
etanola i 0.5% siréetne kiseline. Nakon toga, gelovi su bojeni u 0.1% rastvoru srebronitrata
10 minuta. Visak srebra je uklanjan ispiranjem najpre u bi-destilovanoj vodi, a zatim u
razvijacu, koji je bio sledeceg sastava: 1.5% natrijumhidroksid, 0.01% natrijumborhidrid i
0,048% formaldehid. Gelovi su u razvija¢u drzani 20 minuta. Fiksiranje dobijenih traka

vrseno je potapanjem gelova u 0.75% rastvor natrijumbikarbonata.
3.5.10. Sekvenciranje PCR produkata

Sekvenciranje DNK je radeno BigDye™ Terminators Version 3.1 Ready Reaction
Kit-om (Applied Biosystems) kapilarnom elektroforezom na automatskom sekvenceru (3130
Genetic Analyzer, Applied Biosystems). Ovaj kit omogucava sekvenciranje u PCR reakciji
u kojoj se pored deoksinukleotida koriste i 2°,3’-dideoksinukleotidi (186). DNK polimeraza
kopira jedan lanac DNK matrice ugradujuci nukleotide na 3’ kraj prajmera sve dok u rastuci
lanac ne ugradi neki od dideoksinukleotida. Dideoksinukleotidi nemaju OH-grupu na 3’
poziciji, zbog ¢ega nemaju sposobnost vezivanja slede¢eg nukleotida, pa njihovom
ugradnjom dolazi do terminacije polimerizacije. Reakcije se rade sa samo jednim prajmerom
(asimetricni PCR) tako da se dobija serija fragmenata razli¢itih duzina koji se zavrSavaju
dideoksinukleotidom. Svaki od 4 dideoksinukleotida obelezen je razli¢itom fluorescentnom

bojom ¢ime je omogucena detekcija fragmenata u sekvenceru. Za razliku od kitova u kojima
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su dideoksinukleotidi obelezeni jednom istom fluorescentnom bojom, ovaj kit omogucava da

se sekvenciranje jednog uzorka radi u jednoj PCR reakciji umesto u ¢etiri odvojene.

Smesa za sekvenciranje finalne zapremine 8 pl sadrzi slede¢e komponente:
e 3-20 ng preciséenog PCR produkta (za duzine 200-1000 bp)
e 3,2 pmol prajmera za sekvenciranje
e 3 ul Ready Reaction Mix (Applied Biosystems)
Temperaturni profili PCR reakcije za sekvenciranje:
1. 1min/96°C
2. 25 ciklusa;
e 10sec/96°C
e 5sec/50°C
e 4 min/60°C
3. 4°C/ o

Posle zavrSene reakcije sekvenciranja uzorci su precis¢avani Na-acetatnom
precipitacijom. U uzorke se doda 40 pl Na-acetata, promucka se i centrifugira 20 min na
13000 rpm, posle Cega se supernatant uklanja. Talogu se doda 200 pl 70% etanola i
centrifugira 10 min na 13000 rpm, posle ¢ega se supernatant uklanja. Ovaj korak se ponavlja
jo$ jednom. Nakon drugog ispiranja etanolom talog je neophodno u potpunosti osusiti.
OsuSeni talog se rastvara u 25 pl HiDi 1 celokupna koli¢ina se nanosi na plejt za

sekvenciranje.

U ovoj studiji ispitivali smo uticaj IDH mutacija na ukupno prezivljavanje kod AML-
NK bolesnika u odnosu na tri razli¢ite grupe rizika koje su definisane u odnosu na FLT3 i
NPML1 status (povoljan rizik- NPM1*/FLT3-1TD"; intermedijarni rizik- NPM1/FLT3-ITD’;
nepovoljan rizik- FLT3-ITD"), u skladu sa ELN preporukama (78).

57



3.6. Le¢enje AML bolesnika

Lecenje bolesnika je sprovedeno hemioterapijom (indukcija i konsolidacija) prema
ELN preporukama (78). Svi bolesnici < 60 godina le¢eni su standardnom"3+7" indukcionom
hemoterapijom, u sastavu: Daunorubicin u dozi 60 mg/m? na dan 1, 2, 3 u kombinaciji sa
Citarabinom u dozi 200 mg/m? dnevno kontinuirano intravenskom infuzijom 7 dana.
Bolesnici > 60 godina leCeni su istim protokolom u redukovanim dozama. Bolesnici koji su
postigli KR posle indukcione hemioterapije primali su tri ciklusa konsolidacione
hemioterapije, u sastavu: Citarabin 3 g/m? na 12h dnevno 1, 3 i 5 < 60 godina i Citarabin 0.5-
1g/m? na 12h dnevno 1, 3 i 5 > 60 godina. Bolesnici koji su imali recidiv bolesti ili bili
refraktarni na primenjenu indukcionu hemioterapiju le¢eni su jednim od "salvage" protokola:
Mitoksantron (10 mg/m? D1-5) i Etopozid (100 mg/m? D1-5); FLAG-IDA: Fludarabin 30
mg/m?, na dan 1-5; Citarabin 1500 mg/m?, 4 sata posle fludarabinske infuzije, na dan 1-5;
idarubicin 8 mg/m? na dan 3-5; faktor stimulacije granulocitnih kolonija (G-CSF) 5 ug/kg,
subkutano od 6 dana do broja Le >1 g/I; Cytarabin (3 g/m?na 12h nadan 1, 3,5i 7) u
kombinaciji sa Daunorubicin (50mg/m?) na dan 2, 4 i 6. Bolesnici koji su bili loseg ECOG
statusa i visokog HCT-CI >3 i nisu mogli da prime redukovanu hemioterapiju le¢eni su
palijativnom terapijom (malim dozama Citarabina, hidroksiurejom). Kod bolesnika < 55
godina koji su pri dijagnozi imali nepovoljne prognosticke faktore za recidiv bolesti
(leukocitoza, molekularni i imunofenotipski markeri) leceni su alogenom ili autologom
TMCH.

Procena efikasnosti leCenja sprovodena je na kraju indukcionog leCenja prema opSste
prihvacenim klinickim kriterijumima Internacionalne Radne Grupe (187). Kompletna
remisija (KR) podrazumevala je: 1) < 5% blasta u kostanoj srzi, uz odsustvo Auerovih stapica
u blastima; 2) odsustvo ekstramedularne bolesti; 3) broj neutrofila =1.5x10°%L, trombocita
=100x10%L; 4) transfuziona nezavisnost. Recidiv bolesti (RB) definisan je kao: 1) ponovna
pojava blasta u kostanoj srzi (>5%) ili u perifernoj krvi; 2) nastanak ekstramedularne bolesti.
Pod refraktarnom boles¢u podrazumeva se nepostizanje KR, nepotpune ili parcijalne KR kod
bolesnika koji su preziveli > 7 dana od zavrsetka indukcije (dokaz perzistentne leukemije u

krvi/kostanoj srzi). Ukupno prezivljavanje (engl. overall survival (OS)) je definisano kao
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vreme od dijagnoze do smrti ili datuma poslednjeg pracenja. Prezivljavanje bez znakova
bolesti (engl. disease-free survival (DFS)) je definisano kao vreme od postizanja KR do
recidiva ili smrti. Rana smrt (engl. early death (ED)) je definisana kao smrt u toku od 28 dana

od otpocinja indukcione hemioterapije (115).

3.7. Statisti¢ka analiza

Dobijeni podaci su obradeni i prikazani u tabelama i na slikama uz propratnu
diskusiju.

Od opisnih statistickih pokazatelja koriS§¢eni su; srednja vrednost i standardno
odstupanje, raspon vrednosti promenljivih (minimum, maksimum) i medijana vrednosti.

Za istrazivanje jacine veze izmedu dve neprekidne promenljive upotrebljen je metod
Pirsonove korelacije (R-Pirsonov koeficijent linearne korelacije).

Za ispitivanje veze izmedu kategorijskih promenljivih kori$¢eni su neparametarski
testovi i to: za poredenje izmedu dve kategorijske promenljive (2x2 ,,crosstabs®) korisc¢en je
Hi-kvadrat test nezavisnosti, a za ispitivanje veze izmedu 3 i viSe kategorijskih promenljivih
koriSéen je FiSerov ,,tacan pokazatelj verovatnoce* (Fisher’s Exact Probability Test).

Od statistickih testova za poredenje grupa kori$c¢eni su slede¢i neparametarski testovi:
Man-Vitnijev U-test za ispitivanje razlika izmedu dve grupe neprekidno promenljivih i
Kruskal-Volisov test za ispitivanje razlika izmedu tri ili viSe grupa neprekidno promenljivih

Za analizu duzine prezivljavanja korisé¢ena je Kaplan-Majerova metoda, kao i Log
Rank test za poredenje prezivljavanja medu ispitivanim grupama.

Za identifikaciju faktora rizika koris¢en je univarijantni i multivarijantni Cox-ov
proporcionalni regresioni model.

Svi statisticki testovi su posmatrani na nivou znacajnosti nulte hipoteze od p<0,05.
Statisticka analiza je uradena na PC racunaru primenom licenciranog statistiCkog paketa

SPSS 15.0.

59



4. REZULTATI

4.1. Demografske osobine bolesnika

Ispitivanjem je obuhva¢eno 110 odraslih bolesnika sa akuthom mijeloidnom
leukemijom i normalnim kariotipom koji su dijagnostikovani i leCeni u periodu od 2009. -

2014. godine u Klinici za hematologiju KCS.

4.1.1. Distribucija bolesnika prema polu

Studijsku grupu bolesnika ¢inilo je 62 muskaraca (56.4%) i 48 (43.6%) zena.

4.1.2. Distribucija bolesnika prema Zivotnoj dobi

Prose¢na starost bolesnika je bila 54 godina (opseg: 19-78). Distribucija zivotnog
doba bolesnika je prikazana na dijagramu 1. Najveéi broj 57 (51.8%) bolesnika je bio starosti

izmedu 50 i 64 godina. Bolesnika preko 65 godina je bilo 14 (12.7%).
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Dijagram 1. Distribucija frekvencija bolesnika sa AML-NK prema starosnim kategorijama
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4.2. Klinicke osobine bolesnika

4.2.1. Prezentacija bolesnika sa AML-NK pri dijagnozi

U fizikalnom nalazu bolesnika sa AML-NK bile su prisutne: hepatosplenomegalija u
29 (26.4%), hemoragijski sindrom u 20 (18.2%), limfadenopatija u 17 (15.5%), hipertrofija
gingiva u 6 (5.5%) i CNS infiltracija u 3 (2.7%) bolesnika (Dijagram 2).
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Dijagram 2. Distribucija bolesnika prema klini¢koj prezentaciji pri dijagnozi

4.2.2. Distribucija bolesnika prema opStem funkcionalnom stanju

Pri dijagnozi veci broj bolesnika 64 (58.18%) je bio dobrog opsteg funkcionalgnog
stanja ECOG skor (0 i 1), dok je 46 (41.81%) bolesnika imalo ECOG skor (> 2) (Dijagram

3).
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64(58.18%)

46(41.81%)

0il ECOG >2

Dijagram 3. Distribucija AML-NK bolesnika prema vrednosti ECOG skora

4.2.3. Distribucija bolesnika prema komorbiditetnom indeksu (HCT-CI)

Visok HCT-CI skor >3 pri dijagnozi je imalo 9 (8.2%), dok je 101 (91.8%)
bolesnika imalo HCT-CI skor <2 (Dijagram 4).
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Dijagram 4. Distribucija AML-NK bolesnika prema vrednosti HCT-CI skora



4.3. Laboratorijski nalazi

Srednja vrednost koncentracije hemoglobina u studijskoj grupi iznosila je 97.37 g/L
(opseg: 57-141) (Tabela 15). Hemoglobin ispod 100g/L je imalo 66 (61.1%) bolesnika
(Tabela 16). Broj leukocita se kretao od minimalnog broja 0.5 do maksimalnog broja 195 x
10%/L sa srednjom vrednosti od 37.86 x 10%/L (SD 49.08). Broj leukocita > 30 x10%L imalo
je 40 (36.4%), dok je 16 (14.5%) bolesnika imalo ekstremnu leukocitozu >100 x10%/L.
Srednja vrednost broja trombocita na prijemu je iznosila 79.67 x 10%/L (opseg: 1-420 x10%/L).
Broj trombocita izmedu 100 - 150 x 10%L je imalo 26 (29.3), 45 (41.3%) bolesnika imalo
broj trombocita < 50 x10%L, dok je broj trombocita <20 imalo 11 (10.1) bolesnika. Blasti u
perifernoj krvi kod nekih bolesnka nisu bili prisutni (0%), maksimalni procenat blasta je bio
98%, prosecna vrednost je bila 36.75% (SD 32.00). Prose¢na vrednost blasta u kostanoj srzi
je bila 67.20%, minimalno 23% i maksimalno 97% (Tabela 15). Srednja vrednost laktat
dehidrogenaze je bila 1129.45 U/L (SD 1202.9) i povisena vrednost LDH > 450 U/L uocena
je kod 85 (77.3%) bolesnika (Tabela 15 i 16).

Tabela 15. Srednje vrednosti hematoloskih nalaza u AML-NK pri dijagnozi

Karakteristike | jedinica | Normalna | Srednja | Medijana | Min | Max | SD
vrednost | vrednost

Hemoglobin g/l >120 97.37 97 57 141 | 17.48
Leukociti x10%/I 4-10 37.86 16.55 0.5 195 |49.08
Trombociti x109%/1 150-450 79.67 68 1 420 | 62.83
Blasti u PK % 0 36.75 26 0 98 32.00
Blasti u KS % 0-5 67.20 72 23 97 19.65
LDH U/L 220-450 1129.45 | 737 235 | 7180 |1202.9
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Tabela 16. Laboratorijske karakateristike bolesnika sa AML-NK pri dijagnozi

Karakteristike

Broj bolesnika

Procenat (%0)

Hemoglobin (g/l)

<100 66 61.1
>100 42 38.9
Leukociti (x10%/1)

<10 48 43.6
10-29 22 20,0
30-99 24 21.8
=100 16 14.5
Trombociti (x10%1)

<20 11 10.1
20-49 34 31.2
50-99 27 24.8
100-150 26 23.9
>150 11 10.1
LDH (U/1)

<450 25 22.7
> 450 85 77.3

4.4. FAB podtipovi AML-NK bolesnika

Distribucija bolesnika sa AML-NK prema FAB klasifikaciji je prikazana u dijagramu
5. Najveci broj je pripadao M2 podtipu-32 (29.1%), potom M4 podtipu-24 (21.8%), M1-23
(20.9%) i M5-22 (20%) bolesnika. Najmanji broj bolesnika pripadao je M0-8 (7.3%) i M6-1

(0.9%) podtipu.
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Dijagram 5. Distribucija prema FAB klasifikaciji u bolesnika sa AML-NK

4.5. Imunofenotipske karakteristike AML-NK bolesnika

Distribucija bolesnika prema ekspresiji antigena na leukemijskim ¢elijama prikazana

je utabeli 17. Najvecu zastupljenost pokazali su slede¢i imunofenotipski antigeni: CD13-106
(96.4), CD33-110 (94.5), HLA-DR-95 (90.5), CD117- 89 (80.9%), MPO-86 (78.2%) i
CD34-67 (60.9%) bolesnika.
Tabela 17. Imunofenotipske osobine blasta kod bolesnika sa AML-NK

Antigeni Ukupan broj Broj pozitivnih | Broj negativnih
bolesnika bolesnika (%) bolesnika (%)
CD13 110 106 (96.4) 4 (3.6)
CD34 110 67 (60.9) 43 (39.1)
CD33 110 110 (94.5) 6 (5.5)
MPO 110 86 (78.2) 24 (21.8)
HLA-DR 105 95 (90.5) 10 (9.5)
CD117 110 89 (80.9) 21 (19.1)
CD14 105 12 (11.4) 93 (88.6)
CD15 110 41 (37.3) 69 (62.7)
CD2 103 6 (5.8) 97 (94.2)
CD4 105 33 (31.4) 72 (68.6)
CD7 110 25 (22.7) 85 (77.3)
CD56 110 20 (18.2) 90 (81.8)
CD68 103 22 (21.4) 81 (78.6)
CD19 110 7 (6.4) 103 (93.6)

65



4.6. Molekularne karakteristike AML-NK bolesnika

U dijagramu 6 prikazana je ucestalost molekularnih markera. FLT3-ITD mutacija je
bila prisutna kod 26 (23.6%), a FLT3-D835 kod 9 (8.2%) AML-NK bolesnika. NPM1
mutacija je bila prisutna kod 42 (38.2%) bolesnika.
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Dijagram 6. Distribucija molekularnih markera kod AML-NK bolesnika

4.7. Molekularne podgrupe rizika AML-NK bolesnika

Najvise bolesnika 61/110 (55.5%) pripadalo intermedijarnoj podgrupi rizika (NPM1
/FLT3-ITD"), dok su bolesnici povoljne (NPM1*/FLT3-ITD") i nepovoljne podgrupe rizika
bili skoro jednako zastupljeni (23 (20.9%); 26 (23.6%)) (Tabela 18).
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Tabela 18. Distribucija AML-NK bolesnika prema molekularnim podgrupama rizika

Grupe rizika Ukupan broj Broj pozitivnih | Broj negativnih
bolesnika bolesnika (%0) bolesnika (%0)

Povoljan rizik 110 23 (20.9) 87 (79.1)

(NPM1*/FLT3-ITD)

Intermedijarni rizik 110 61 (55.5) 49 (44.5)

(NPM1/FLT3-ITD)

Nepovoljan rizik 110 26 (23.6) 84 (86.8)

(FLT3-1TD™)

4.8. Ué¢estalost IDH1 i IDH2 mutacija kod AML-NK bolesnika

IDH mutacije su detektovane kod 25/110 (23%) bolesnika (Dijagram 7). Osam (7%)
bolesnika je imalo IDH1 mutaciju i svi su imali IDHR'** mutaciju. Sedamnaest (16%)
bolesnika je imalo IDH2 mutaciju: petnaest IDHR#C i dva IDHR!2 (Tabela 19.).

8 (7%)

17 (16%)

M IDH neg
HIDH1
M IDH2

85 (77%)

Dijagram 7. Distribucija IDH mutacija kod AML-NK bolesnika
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Tabela 19. Tipovi IDH1 i IDH2 mutacija identifikovanih kod 110 AML-NK bolesnika

mutacije | Izmena nukleotida | Izmena amino Kiselina | Broj bolesnika
IDH1
€.394C>T R132C 4
€.395G>A R132H 2
.394C>G R132G 1
€.394C>A R132S 1
IDH2
C.419G>A R140Q 12
c.418C>T R140W 1
c.419G>T R140L 1
c.418C>G R140G 1
c.515G>A R172K 2

4.9. Klinicke karakteristike AML-NK bolesnika sa IDH mutacijom

Prosecna starost AML-NK bolesnika sa IDH mutacijom je bila 50 godina (opseg: 23-
73). Bolesnici sa IDH mutacijom su skoro jednako bili zastupljeni i kod muskog i zenskog
pola. IDH™ bolesnici su imali veéi broj trombocita (p=0.024), kao i veéi procenat blasta u
perifernoj krvi (p=0.031) u odnosu na IDH"bolesnike. Nije bilo razlike izmedu IDH" i IDH"
bolesnika u odnosu na starost, pol, broj leukocita, procenat blasta u BK, hemoglobin i nivo
LDH. Distribucija IDH* bolesnika prema FAB grupama je bila neravnomerna, najée$ce su
pripadali M2 grupi-9 (29%) bolesnika, zatim je 6 (27.3%) pripadalo M1i5 (21%) M4 grupi
(Tabela 20.).
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Tabela 20. Poredenje klinickih i laboratorijskih karakteristike AML-NK bolesnika sa i bez

IDH mutacije
Karakteristike Ukupno IDH*(n=25) | IDH-(n=85) | p
(n=110)

Pol 0.617

muski (N, %) 62 (56.4) 13 (21) 49 (79)

Zenski (N, %) 48 (43.6) 12 (25) 36 (75)
starost (godine, medijana, opseq) 53.5 (19-78) 50 (23-73) 54 (19-78) 0.783
ECOG >2 0.081
Da (N, %) 45 (40.9) 14(31.1) 31 (68.9)
Ne (N, %) 65 (59.1) 11(16.9) 54 (83.1)
HCT-CI >3 0.300
Da (N, %) 8(7.3) 3(37.5) 5 (62.5)
Ne (N, %) 102 (92.7) 22 (21.6) 80 (78.4)

— 5 —
'gssue‘;f)’c't' (x107/L, medijana, 16.8 (0.5-195) | 6.9 (0.5-160) | 16.8 (0.8-195) | O-374
Leukociti (>30x10%/L, N) 40 (36.4) 9 (22.5) 31 (77.5) 0.966
Hemoglobin (medijana, opseq) 100 (57-141) | 95 (60-140)
Trombociti (x10%L, medijana, 68 (1-420) 109 (16-193) | 56 (1-420) 0.024
opseq)
LDH (U/L, medijana, opseg) 917 (273-7180) | 733 (315- 739 (273- 0.605
5105) 7180)

LDH, >450 U/L (N, %) 85 (77.3) 17 (20) 68 (80) 0.208
Blasti u perifernoj krvi (%, opseg) | 26 (0-96) 61 (0-96) 21 (0-96) 0.031
Blasti u kostanoj sr7i (%, opseg) | 71 (23-97) 71(33-97) | 72(23-97) 0.920
FAB (N, %) 0.139

MO 8(7.3) 4 (40) 6 (60)

M1 23 (20.9) 6 (27.3) 16(72.7)

M2 32 (29.1) 9 (29) 22 (71)

M4 24 (21.8) 5(21) 19 (79)

M5 22 (20.9) 1 (0.05) 21 (95.5)

M6 1(0.9) 0 (0.0) 1 (100.0)

4.9.1 Klini¢ke karakteristike AML-NK bolesnika sa IDH1 i IDH2 mutacijom

U tabeli 21. prikazane su klinicke i laboratorijske karakteristike AML-NK bolesnika
sa i bez IDH1 i IDH2 mutacije. Nije bilo statisticki znacajne razlike medu bolesnicima sa i
bez IDH1 i IDH2 u odnosu na dole navedene karaketeristike, izuzev u broju trombocita koji
je u bolesnika sa IDH1 mutacijom bio vec¢i pri dijagnozi u odnosu na IDH1" bolesnike
(p=0.045).

69



Tabela 21. Poredenje klinickih i laboratorijskih karakteristika AML-NK bolesnika sa i bez
IDH1 i IDH2 mutacije.

Karakteristike IDH1* IDH1- D IDH2* IDH2 0
(n=8) (n=102) (n=17) (n=93)
Pol 0.063 0.451
muski (N, %) 2(3.2) 60 (96.6) 11 (17.7) 51 (82.3)
zenski (N, %) 6 (12.5) 42 (87.5) 6 (12.5) 42 (87.5)
starost (godine, |41 5 (33.-73) |53 (19-78) |0.148 |47 (23-73) |54 (19-78)  |0.175
medijana, opseq)
ECOG >2 0.715 0.707
Da (N, %) 5(6.9) 96 (95.1) 9(8.9) 92(91.1)
Ne (N, %) 3(11.1) 8(88.8) 8(66.6) 1(11.1)
HCT-CI >3 0.644 0.558
Da (N, %) 1(11.1) 8(88.9) 2(22.2) 7 (77.8)
Ne (N, %) 7(6.9) 94 (93.1) 15 (14.9) 86 (85.1)
Leukociti (x10%L, |4.4 (0.5- 0.119 |17.2(0.7- 0.928
medijana, opseq) . |51.8) 17 (0.7-195) 160) 16.3 (0.5-195)
g;ofgco'g}/'h N |26 895 |08 7075 |35 |00
Hemoglobin 98 (78-138) |97 (57-141) 96 (60-140)
(medijana, opseg)
Trombociti (x10%L, [116 (31-181)[62 (1-420) |0.045 |97 (16-193) |60 (1-420)  |0.241
medijana, opseq)
LDH (U/L, 410.5 (241- | 753 (235- 0.226 |797 (241- 735 (235- 0.788
medijana, opseq) 4734) 7180) 5105) 7180)
LDH >450 U/L 4 (4.7) 81(95.3) |0.056 [13(15.3) |72(84.7) 0.932
(N,%)
Elag.ti u perifernoj |63 (0-89) 25 (0-98) 0.294 59 (4-96) 25 (0-98) 0.079
rvi (%, opseq)
Blasti u kostanoj |73 (65-95) [71(23-97) [0.270 [60(33-97) [73(23-97) [0.527
srzi (%, opseg)
FAB (N, %) 0.791 0.233
MO 1(12.5) 7 (87.5) 3(37.5) 5 (62.5)
M1 3(13) 20 (87) 3(13) 20 (87)
M2 2 (6.3) 30 (93.8) 7 (21.9) 25 (78.1)
M4 1(4.2) 23 (95.8) 4 (16.7) 20 (83.3)
M5 1(4.5) 21 (95.5) 0(0) 22 (100)
M6 0 (0) 1 (100) 0 (0) 1 (100)

4.9.2. Imunofenotipske karakateristike AML-NK bolesnika sa IDH mutacijom

Kod bolesnika sa IDH mutacijom najcesce su bili eksprimirani mijelodni markeri
CD33, CD13 i MPO, potom blastni markeri HLA-DR i CD117 (c-kit receptor) ali nije
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postojala statisticki znacajna razlika u poredenju dve grupe bolesnika (sa i bez IDH mutacije)
(Tabela 22.). Medutim, bolesnici sa IDH mutacijom su jedino statisticki znacajno rede
eksprimirali CD56 i CD14 antigene (p=0.040; p=0.007).

Tabela 22. Poredenje imunofenotipskih karakteristika AML-NK bolesnika sa i bez IDH
mutacijama

IDH1 IDH2 IDH1/2

ANUgeN!  [507(%) [neg (%) | _p_|poz (%) |neg (%) | p_|poz (%) |neg (%) ] p

poz [8(7.5) |98(925) | oo [16(15.1) [90(84.9) | o, [24(226) [82(75) | g1,

CD13 reg To(0) |4 (100) 125 |3 (75 1(25%) |3 (75)

poz_[3(4.5) [64(955) | - [10(149) [57 (85.0) | 4,0 [13(19.4) [54 (80.6)

CD34 11eq 15 (16.1) [38 (88.4) 7(163) |36 (83.7) 12(27.9) |31 (72.1)

0.299

poz [8(7.7) [96(92.3) | ; ,aq [14(135) [90 (865) | ) . |22 (21.2) [82(78.8)

CD33 1 eg T0(0) |6 (100) 3(50) |3 (50) 3(50) |3 (50)

0.101

poz_[8(9.3) [78(90.7) | ., [14(16:3) [72(83.7) | ;o) [22(25:6) |64 (74.4)

MPO e T0(0) |24 (100) 3(125) |21(87.5) 3(125) |21 (87.5) | O17®

HLA- [poz [6(6.3) [8(80) [, |15(158) [80(842) [ . [21(22.1) [74(779)

DR |[neg [2(20) [89(93.7) 2(20) |8(80) s¢40) |6(60) | %%

0oz [8(9) |81 (91) 14 (15.7) |75 (84.3) 22 (24.7) |67 (75.3)
CDL7 g 0@ |21 (100) | %1% [3(1a3) (18 (85.7) | °2%° [3(14.3) [18(85.7)

0.305

poz [0(0) [12(100) | 59, [00) 12 (100) | 106 [0(0) 12 (100)

CD14 1oy T8 (8.6) [85(914) 17 (18.3) | 76 (8L.7) 25(26.9) |68(73.1)

0.040

poz [2(49) [39(95.0) | /- [5(122) [36(87.8) | ;00 [7(17.1) [34(829)

CDI5 f1eq 16(8.7) (63 (91.3) 12 (17.4) |57 (82.6) 18(26.1) |51(73.9)

0.275

poz [0(0) [6 (100) | ,., [0(0) 6(100) | e, [0(0) 6 (100)

CD2 1oy 18 (8.2) 89 (91.8) 17 (17.5) |80 (82.5) 25 (25.8) |72 (74.2)

0.153

poz [2(61) [31(93.9) | o, [5(152) [28(848) | 1o, [7(212) [26(788)

CD4 1eg T6(83) |66 (91.7) 12 (16.7) 60 (83.3) 18 (25) |54 (75)

0.672

poz [1(4) [24(96) | ,,5[3(2) [22(88) | o [4(16) [21(84)

CD7 Feg 17(82) |78 (91.8) 14 (16.5) |71 (83.5) 21 (24.7) |64 (75.3)

0.361

poz_[0(0) [20(100) | .. [0(0) 20 (100) | 105 [0(0) 20 (100)

CD56 110y T8 (8.9) [82(91.) 17 (18.9) |73 (81.1) 25 (27.8) |65 (72.2)

0.007

poz_[2(9.1) [20(90.9) | /o, [3(136) [19(864) | oo [5(227) [17(773)

CD68 I e 16 (7.4) |75 (92.6) 14 (17.3) |67 (82.7) 20 (24.7) |61 (75.3)

0.849

poz [0(0) |(100) 044 |10143) [6(857) [ . 11(14.39 |6(85.7)

neg |8(7.8) |95(92.2) 16 (15.5) |87 (84.5) 24 (23.3) 79 (76.6) | 002

CD19
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4.9.3. Povezanost IDH mutacija sa drugim molekularnim markerima

IDH mutacije su jednako bile zastupljene kod NPM1* i NPM1" bolesnika (26.2% vs
20.6%, p=0.496). Pored toga, IDH mutacije nisu bile statisticki znacajno razli¢ito zastupljene
kod FLT3-ITD* i FLT3-ITD" bolesnika (19.2 % vs 23.8%, p=0.626). Takode, nije uo¢ena
statisti¢ki znacajna povezanost IDH1 i IDH2 sa FLT3-ITD, FLT3-D835 i NPM1 mutacijom
(Tabela 23.).

Tabela 23. Povezanost IDH1 i IDH2 mutacija sa drugim molekularnim markerima

Molekularni IDH1 IDH2 IDH1/2
markeri poz neg p |poz neg p |poz neg p
FLTS-ITD [poz 2 (7.7) [24(923) |, |3 (1L5) [23(885) | ., -[5 (19.2) [21(80.8) | oo
(N.%) neg |6 (7.1 178(92.9) |° %% (16.7) [70(83.3) |°2%[20 (23.8) [64(76.2) |
FLT3-D835 |poz |2 (22.2) |7 (17.8) 1(11.1) |8 (88.9) 3(33.3) |6(66.7)

(N.%) neg|6 (5.9 195(92.1) |07 16 (15.8) [a5842) |° V(22 (21.8) [79(78.2) | *28
NPM1 00z |5 (11.9) |37(88.1) 6(143) |36(85.7) 11(26.2) |31 (73.9)
(N.%) neg |3 (4.4) 165(95.6) |° 4111 (16.2) [57(83.8) > 0[14(20.6) |54 (79.9) |0 *%0

4.9.4. Molekularne podgrupe rizika AML-NK bolesnika sa IDH1 i IDH2 mutacijom

U tabeli 24 prikazana je zastupljenost IDH mutacija u odnosu na molekularne

podgrupe rizika. Bolesnici sa IDH1 i IDH2, posebno i sa obe ove mutacije zajedno, bili su

najzastupljeniji u intermedijarnoj podgrupi rizika (NPM1/FLT3-ITD’). Posmatrajuci

raspodelu ovih mutacija po molekularnim podgrupama rizika statisticki znac¢ajno su bili

zastupljeni bolesnici bez IDH mutacije u odnosu na one sa prisutnim mutacijama (Tabela

24.).
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Tabela 24. Povezanost molekularnih podgrupa rizika AML-NK bolesnika sa i bez IDH1 i
IDH2 mutacijom

IDH1 IDH2 IDH1/IDH2
Grupe rizika poz neg p poz | neg p poz neg p
Povoljan rizik 38 |16/102 | <0.001 |4/17 [16/93 | 0,003 [7/25 [16/85 | 0,093

(NPML*/FLT3-ITD)

(N.%) (37.5) |(15.7) (23.5) |(17.2) (28) |(18.8)

Intermedijarni rizik | 3/ |48/102 | < (.001 |10/17 |48/93 |<0.001 |13/ 25 |48/85 |<0.001

(NPM1/FLT3-ITD) (47.1) (58.82)(51.61) (52) |(56.47)

(N.9%) (37.5) |(47.

Nepovoljan rizik o/ |21/102 | <0.001 [3/17 |21/93 |<0.001|5/25 |21/85 | 0,003
(FLT3-ITD*) (N,%) (25) |(2059) (17.65)|(22.58) (20) [(24.71)

4.10. Analiza le¢enja AML-NK bolesnika

Bolesnici < 60 godina, 77/110 (70%) leceni su indukcionom hemioterapijom "3+7",
dok je kod 28 (25.5%) bolesnika starijih od 60 godina primenjena redukovana terapija. Kod

5 (4.5%) bolesnika je primenjena palijativna terapija (Dijagram 8.).

4.5%

M Indukciona HT
B Redukovana HT

M Palijativna Th

Dijagram 8. Distribucija bolesnika prema primenjenom nacinu le¢enja
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4.10.1. Rezultati indukcionog lecenja

Kompletnu remisiju je postiglo 62/75 (83%). Ukupno je u toku indukcionog le¢enja
umrlo 30 (28.57%) bolesnika. Refraktarnost na indukcionu terapiju je pokazalo 13 (17%)
bolesnika (Dijagram 9).

EKR =RB

Dijagram 9. Prikaz ishoda indukcione terapije kod AML-NK bolesnika

Univarijatna analiza je izvojila broj Le > 30x10%I (p=0.016) koji su uticali na stopu
postizanja KR, koji su ujedno i najznacajni faktor za manju stopu postizanja KR (p=0.015)
kod AML-NK bolesnika (Tabela 25).

Tabela 25. Prediktorni faktori za postizanje KR kod bolesnika sa AML-NK

Univarijantna Multivarijantna analiza
Faktori rizika analiza
p p RR 95%CI

Godine > 55 0,217 / / /

Le > 30x10%I 0.016 0.015 0.34 0.143-0.809
FIt3-ITD" 0.087 / / /
NPM1* 0.276 / / /
IDH1" 0.703 / / /
IDH2" 0.155 / / /
IDH1/2* 0.703 / / /
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4.10.2. Rana smrt

Rana smrt (RS) nastupila je kod 30/105 (28.57%) bolesnika. Najces¢i uzrok rane
indukcione smrti bila je sepsa kod 11 (36.6%) bolesnika, potom sindrom lize tumora kod 7
(23.35%), hemoragijski sindrom uzrokovan DIKom kod 7 (23.35%) i intrakranijalnim
krvarenjem (IKH) kod 5 (16.6%) bolesnika (dijagram 10). RS je u proseku nastupila 11. dana
od pocetka terapije (opseg 0-28).

DIK
7 (23.3%)
sepsa
11 (36.6%)
IKH
5 (16.6%)
sindrom lize
7 (23.3%)

Dijagram 10. Uzrok rane smrti kod AML-NK bolesnika

Poredenje rano umrlih 1 preZivelih bolesnika prema karakteristikama, prikazano je u
Tabeli 26. Analizirani su podaci za 18 bolesnika koji su bili zivi na kraju studije, u KR1 posle
hemioterapije i one kod kojih je sprovedena alogena i autologa TMCH u KR 1 i KR2, njihova
prosecna duzina Zivota je bila 22.5 (13-48) meseci. Bolesnici koji su rano umrli imali su loSiji
inicijalni ECOG status (p =0.047), prose¢no veéi procenat blasta u perifernoj krvi (p= <
0.001), veci procenat blasta u kostanoj srzi (p = 0.05), prisutnu u veéem procentu IDH2 (p =
0.019), kao i obe mutacije IDH1/IDH2 zajedno (p = 0.007). Bolesnici koji su bili NPM1
pozitivni duZe su Ziveli u odnosi na NPM1 negativne bolesnike (p=0.001).
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Tabela 26. Poredenje prezivelih i bolesnika sa ranom smréu prema demografskim

karakteristikama, parametrima krvne slike, biohemijskim, imunofenotipskim i molekularnim

karakateristikama

Karaketristike Rano umrli Zivi
(N-30) (N-18) P
Starost (godine, 59 53 0.061
medijana) '
Godine > 55 (N,%) 13 (24.1) 6 (33.3) 0.230
ECOG2 2 (N,%) 32 (71.1) 7 (28.9) 0.047
HCT-CI> 3 (N,%) 1(12.5) 16 (87.5) 1.000
.-y g
Leukociti (x10°/L, 26 (1.2-160) 15.5 (0.5-195) 0.082
medijana)
Le > 30x10%1 (N,%) 10 (25) 14 (75) 0.313
Hemoglobin (medijana, | o7 6, 17g) 95 (6-140) 0.815
opseq)
Trombociti (x10%/L,
mediana. 0pseg) 74 (11-237) 61.5 (1-420) 0.409
IJp[;eHg)(U/ L medijana, | 4095 (485-5094) | 895 (273-7186) 0.172
0
LDH, 2450 UL (N, %) | 16 (57 5 15 (83.3) 0.311
Blasti u perifernoj
v (%, opseg) 73.5 (4-98) 20 (0-96) <0.001
Blasti u koStanoj srzi i )
(% opseq) 76.5 (42-97) 72 (23-97) 0.055
CD56 ekspresija (N,%) 2 (10) 7 (38.8) 0.353
CD34 ekspresija (N,%) 10 (15.9) 5 (27.1) 0.449
FIt3-1TD (N,%) 7 (26.9) 8 (44.4) 0.262
NPML1 (N,%) 15 (35.7) 11 (61.0) 0.001
IDHL (N, %) 3(37.5) 12 (66.5) 0.177
IDH2 (N,%) 10 (58.8) 7(382) 0.019
IDH1/2 (N,%) 15 (60) 10 (40.0) 0.007
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4.10.3. Recidiv i refraktarnost bolesti

Kod 36/62 (58.06%) bolesnika koji su inicijalno postigli remisiju bolesti nakon
indukcione terapije, nastupio je recidiv bolesti u periodu od 2 do 47 meseci nakon
postavljanja dijagnoze, prose¢no 13.87 meseci. U tabeli 27 prikazane su karaketeristike
bolesnika sa recidivom i bolesnika sa KR. Ispitivanje je pokazalo da su bolesnici sa recidivom
imali u ve¢em procentu IDH1" u odnosu na one sa KR, koji nisu imali ovu mutaciju. Faktori
rizika za pojavu refraktarnosti su prikazani u tabeli 28. Univarijatnom analizom izvojeni su
faktori rizika koji su uticali na pojavu refraktarnosti bolesti i to su bili: prisustvo FLT3-1TD
mutacija (p=0.049) i broj Le > 30x10%1 (p=0.041), za koji je multivarijantnom analizom
pokazano da je najznacajni prediktorni faktor. U tabeli 29. je prikazano da su bolesnici sa
refraktarnom AML imali statisti¢ki znacajno nizi proseénu vrednost hemoglobina (p=0.02),
povisen nivo LDH (p=0.42) i leukocitozu (Le > 30x10%1)(p=0.033) u odnosu na bolesnike
sa KR.
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Tabela 27. Poredenje bolesnika sa recidivom i bolesnika sa KR prema demografskim

karakteristikama, parametrima krvne slike, biohemijskim, imunofenotipskim i molekularnim

karakateristikama

Karaketristike Recidiv (N-36) KR (N-26) p
Starost (godine, 52.11 45.93 0.071
medijana)
Godine > 55 (N,%) 14 (38.8) 13 (50) 1.000
ECOG> 2 (N,%) 9 (25) 17 (65.4) 0.463
HCT-CI> 3 (N,%) 3(8.3) 3 (11.53) 0.692
Leukociti (x10%L,
medijana) 28.30 32.23 0.532
Le > 30x10%1 (N,%) 9 (25) 12 (46.15) 1.000
Hemoglobin
(medijana) 96.69 99.85 0.486
Trombociti (x10%L,
medijana) 96.89 65.22 0.125
LDH (U/L dij

(UIL, medijana) 925.14 978.81 0.363
LDH 2450 U/L (N, %) 18 (50) 15 (57.7) 0.813
Blasti u perifernoj
Krvi (%) 24.64 31.20 0.156
Blasti u koStanoj srzi 59.69 67.19 0.131
CD56 ekspresija
(N.%) 7 (19.44) 9 (34.61) 1.000
CD34 ekspresija
(N.%) presy 15 (41.6) 17 (65.1) 0.232
FIt3-1TD (N,%) 7 (19.9) 8 (30.78) 0.774
NPML (N,%) 12 (33.33) 13 (50) 0.624
IDH1 (N,%) 4(11.11) 0 0.028
IDH2 (N,%) 4(11.11) 4 (15.38) 0.714
IDH1/2 (N,%) 8 (22.22) 4 (15.38) 0.108
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Tabela 28. Faktori rizika za pojavu refraktarnosti kod bolesnika sa AML-NK

Univarijantna

Multivarijantna analiza

Faktori rizika | analiza
p p RR 95%CI

Godine > 55 0.179 / / /
Le > 30x10%/I 0.041 0.035 3.305 1.091-10.013
ECOG >2 1.000 / / /
HCT-CI>3 1.000 / / /
FIt3-ITD* 0.049 / / /
NPM* 0.602 / / /
IDH1* 0.602 / / /
IDH2* 0.436 / / /
IDH1/2* 0.312 / / /
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Tabela 29. Poredenje bolesnika sa KR i refraktarnih bolesnika prema demografskim

karakteristikama, parametrima krvne slike, biohemijskim, imunofenotipskim i molekularnim

karakateristikama

Karaketristike KR (N-62) Refraktarni (N-13) p
Starost (godine, 51 55 0.070
medijana) '
Godine > 55 (N,%) 25 (40.32) 5 (38.46) 0.176
ECOG= 2 (N,%) 20 (32.2) 4 (30.76) 0.476
HCT-CI>3 (N,%) 5 (8.06) 2 (15.38) 1.000
iti 9
Leukociti (x10%/L, 10.35 (0.7-195) 25 5 (0.5-180) 0.292
medijana,opseg)
Le > 30x10%1 (N,%) 14 (22.58) 7 (53.3) 0.033
Hemoglobin
(medijana, opseg) 101 (6-138) 88.5 (16-140) 0.020
Trombociti (x10%L,
medijana, opseq) 69.5 (1-420) 48 (4-160) 0.531
LDH (U/L, medijana,
. (UL, medijana 837 (273-4950) 1094 (447-7180) 0.042
pseq)

LDH >450 U/L (N, %

= (N, %) 37 (67.3) 4 (32.7) 0.817
Blasti u perifernoj
Krvi (%, opseg) 17 (0-96) 30 (0-88) 0.125
Blasti u koStanoj srzi
(%, opseq) 65 (23-97) 78 (30-95) 0.056
CD56 ekspresija
(N,%) 13 (20.9) 5 (38.46) 0.784
CD34 ekspresija
(N.%) presy 34 (54.83) 5 (38.5) 0.482
FLT3-1TD (N,%) 10 (16.12) 7 (53.86) 0.103
NPM1 (N,%) 17 (27.41) 6 (46.15) 0.467
IDH1 (N,%) 3(4.83) 2 (15.38) 0.648
IDH2 (N,%) 7 (11.29) 3(23) 1.000
IDH1/2 (N,%) 10 (16.12) 5 (38.46) 1.000
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Nakon primenjene "salvage" terapije 8/36 bolesnika sa recidivom (22.2%) je postiglo
KR2. Svi bolesnici koji su pokazali refraktarnost na indukcionu hemioterapiju, njih 13 (17%)
su primili "salvage"” terapije i samo dvoje je postilo KR2. Kod ukupno 15/62 (24.19%)
bolesnika sa KR sprovedeno je le¢enje TMCH, s tim $to su 4/15(26.6%) bolesnika su bila u
KR2. Ostali bolesnici tj njih 11(73.3%) je bilo u KR1 a transplatirani su zbog drugih
nepovoljnih prognosti¢kih faktora (leukocitoza, FLT3-ITD* i imunofenotip CD56%).
Dvanaest (80%) bolesnika je le¢eno alogenom i 3 (20%) bolesnika autologom TMCH
(Dijagram 11). Sest/15 (40%) bolesnika nakon sprovedene TMCH je Zivo 21.2 (13-25)
meseci, ostali umrli su umrli tokom transplantacije 5 (33.3%) bolesnika i 4 (26.6%) u

recidivu.

@nisu transplatirani = alogena TMCH = autologa TMCH

Dijagram 11. Distribucija AML-NK bolesnika sa KR koji su le¢eni TMCH
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4.11 Uticaj IDH1 i IDH2 mutacija na ishod bolesti

Prisustvo IDH mutacije nije uticalo na postizanje KR, 51 (60%) IDH" bolesnika i
11/25 (44%) IDH* bolesnika su postigli KR. Nije bilo statisti¢ki znacajne razlike izmedu ove
dve grupe iako su IDH" bolesnici imali veéi procenat postizanja remisije (p=0.152) razlike
nije bilo ni medu bolesnicima sa IDH1 i IDH2 mutacijom. IDH mutacija nije bila povezana
sa RS (IDH*-36% vs IDH 24.7%; p=0.310), takode. IDH mutacija nije bila povezana sa
nastankom recidiva bolesti (IDH*-24% vs IDH35.3%; p=0.250), niti je uticala na pojavu
refraktarnosti bolesti (IDH"-16% vs IDH10.5%; p=0.474), medu ispitivani grupama sa i
bez IDH mutacije (tabela 30).

Tabela 30. Poredenje ishoda bolesti izmedu IDH1 i IDH2 mutacije nakon indukcione terapije
kod AML-NK bolesnika

IDH1 IDH2 IDH1/IDH2

Ishod bolesti [, neg P poz | neg p | poz [ neg | p
KR (N,%) 3 59 0.682 |7 55 0.122 |11 51 0.152

(37.5) |(57.8) (41.17) [(59.13) (44) | (60)
RS (N,%) 2 08 0.881 |7 23 0.162 |9 21 [0.310

25) |(27.4) (41.17) ((24.73) (36) |(24.7)
Refraktarnost| 2 11 0.438 |3 10 0.786 |4 9 0.474
(N,%) 25 |(10.7) (17.64) |(10.75) (16) |(10.5)
Recidiv 4 32 0.073 |4 32 0.651 |6 30 0.250
(N,%) (50) |(31.37) (23.52) |(34.4) (24%) |(35.3)

Medu ispitivanim molekularnim podgrupama rizika nije postojala statisticki znacajna
u postizanju KR kod AML-NK bolesnika (Tabela 31). Takode, nije postojala statisticki
znacajna razlika izmedu posmatranih podgrupa rizika ukoliko bi se uporedili bolesnici sa i
bez IDH mutacije, ali uocavala se procentualna razlika u postizanju KR tj KR su u ve¢em

procentu postizali IDH™ bolesnici (Tabela 32).
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Tabela 31 Distribucija postizanja KR unutar molekularnih podgrupa

Grupe rizika KR

Da (N, %) Ne (N, %) p
Povoljan rizik 11 (47.82) 2(8.69) 0.225
(NPM1*/FLT3-ITD’)
Intermedijarni rizik 38(62.29) 6 (9.8) 0.575
(NPM1/FLT3-ITD")
Nepovoljan rizik 13 (50) 5(19.23) 0.835
(FLT3-ITD")

Tabela 32. Poredenje stope postizanja KR izmedu IDH1 i IDH2 mutacije unutar
molekularnih podgrupa rizika

IDH1 (KR) IDH2 (KR) IDH1/IDH2 (KR)

Grupe rizika poz neg |p poz ([ neg | p | poz | neg | p
Povoljan rizik 1 10 0643 |1 10 0.557 |2 9 0.413
(NPMLY/FLT3-ITDY) | (5006 |(66.7) (33.3) |(71.4) (40) |(75)
(N,%)
Intermedijarni rizik |2 39 0.875 |6 35 0.773 |7 33 0.731
(NPM1/FLT3-ITDY) (66.7) [(70.9) (66.7) |(71.4) (66.7) |(71.7)
(N,%)
Nepovoljan rizik 1 9 0739 |0 10 0.075 |1 10 0.159
(FLT3-1TD") (N,%) (50)  |(92.6) 0) (55) (20) |(55.6)

4.12. Analiza prezivljavanja

Medijana prezivljavanja AML-NK bolesnika je bila 7. 5 meseci (1 - 48 meseci),

petogodisnji OS je bio 16.4% (Dijagram 12), dok je medijana prezivljavanja bez znakova

bolesti bila 12 meseci. Tokom studijskog perioda umrlo je ukupno 92 bolesnika (83.6%): 30
(32.6%) u toku indukcije, 15 (16.3%) tokom konsolidacije, 35 (38.05%) zbog recidiva bolesti
i 12 (13.05 %) bolesnika od drugih bolesti. Na ukupno prezivljavanje kod AML-NK

bolesnika znac¢ajno je uticao povisen broj leukocita > 30x 10%L (3m vs 10m; p=0.001)
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(Dijagram 13). Bolesnici koji su imali FLT3-1TD mutaciju znacajno krace su ziveli u odnosu
na bolesnika bez FLT3-1TD (3m vs 7m; p=0.045) (Dijagram 14). Ostali ispitivani klinicki
parametri nisu pokazali uticaj na OS kod AML-NK bolesnika.

Cum Survival

Survival Function

—1Survival Function
104 7 —t— Censored

I

ol L

0,4- [
L
- T
0,24 + L
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I T I ! T 1
0 10 20 30 40 a0

meseci

Dijagram 12. Kriva 5-godi$njeg prezivljavanja bolesnika sa AML-NK
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Dijagram 13. Uticaj broja Le > 30x10%1 na ukupno prezivljavanje
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Dijagram 14. Uticaj FIt3-ITD mutacije na ukupno prezivljavanje

Univarijantna analiza je pokazala da su sledece ispitivane karakteristike bile znacajni
prediktori za lose OS: godine > 55 (p=0.013), broj Le > 30x10%I (p=0.001) i IDH pozitivnost
(p=0.033), Multivarijantnom COX-ovom regresionom analizom izdvojen je broj Le >
30x10%1 (p=0.001, RR=1.768, 95% CI 1.084-2.883) kao najznacajni prediktorni faktor za
krace OS (Tabela 33). Univarijantna analiza je pokazala da su znacajni faktori za kra¢i DFS
bili: FLT3-1TD pozitivnost (p = 0.03) i NPM1 pozitivnost (p = 0.032). Najznacajni faktor
rizika za DFS je bila FLT3-ITD pozitivnost (p= 0.030, RR= 2.465, 95% CI 1.089-5.579)
(Tabela 34).
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Tabela 33. Prediktorni faktori za lose ukupno prezivljavanje kod bolesnika sa AML-NK

Univarijantna Multivarijantna analiza
Faktori rizika | analiza
p p RR 95%ClI

Godine > 55 0.013 / / /

Le > 30x10%I 0.001 0.001 1.768 1.084-2.883
FIt3-1TD* 0.065 / / /
NPM1* 0.123 / / /
IDH1* 0.157 / / /
IDH2* 0.138 / / /
IDH1/2* 0.033 / / /

/=ns-nije statisti¢ki znacajno

Tabela 34. Prediktorni faktori za krace trajanje DFS kod bolesnika sa AML-NK

Univarijantna

Multivarijantna analiza

Faktori rizika analiza
p p RR 95%ClI

Godine >55 0.131 / / /

Le > 30x10%1 0.281 / / /
FIt3-1TD* 0.039 0.030 2.465 1.089-5.579
NPM1* 0.032 / / /
IDH1* 0.074 / / /
IDH2* 0.847 / / /
IDH1/2* 0.214 / / /

/=ns-nije statisti¢ki znac¢ajno
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4.12.1. Analiza prezivljavanja u odnosu na IDH1 i IDH2 mutacije

Bolesnici sa IDH mutacijom su imali prose¢no prezivljavanje 6.8 meseci. IDH
mutacije nisu znacajno uticale na duzinu trajanja remisije bez znakova bolesti (DFS) (IDH*-
12 meseci vs IDH™- 17 meseci; p=0.091). IDH1" mutacija je pokazala zna¢ajan uticaj na DFS
(IDH"- 8m vs IDH™- 17m; p=0.049) (Dijagram 15), $to nije uoceno kod IDH2" mutacija
(p=0.943). Takode, IDH1* i IDH2* nisu uticale na OS (p=0.157; p=0.138). Prisustvo IDH
mutacija zajedno je zna¢ajno uticalo na ukupno prezivljavanje (OS) (IDH*-2 meseci vs IDH"
-7 meseci; p=0.039) (Dijagram 16).
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Dijagram 15. Kriva DFS kod bolesnika sa i bez IDH1 mutacije
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Dijagram 16. Kriva prezivljavanja kod bolesnika sa i bez IDH mutacije

4.12.2. Analiza preZivljavanja kod transplantiranih bolesnika sa IDH mutacijom

Od ukupnog broja bolesnika sa KR transplantirano je 15 (24.19%) bolesnika; kod 12
(80%) bolesnika je sprovedena alogena a kod 3 (20%) autologa transplantacija MCH.

Postojala je statisticki znacajna razlika izmedu transplantiranih i netransplantiranih bolesnika

89



u prezivljavanju (p=0.000) (Dijagram 17). Duze od 36 meseci je zivelo 13 bolesnika (4
(26.7%) transplantirana i 9 (9.5%) netransplantiranih); p=0,05).

Od ukupnog broja IDH* bolesnika transplantirano je troje bolesnika i postojala je
statistiCki znaCajna razlika u ukupnom prezivljavanju izmedu transplantiranih i
netransplantiranih bolesnika (15 vs 2 meseci; p=0.006) (Dijagram 18). Medutim, nije bilo
statisti¢ki znadajne razlike u ukupnom preZivljavanju izmedu IDH" i IDH" bolesnika kod

kojih je sprovedena TMCH.
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Dijagram 17. Kriva prezivljavanja transplantiranih i netransplantiranin AML-NK
bolesnika
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Dijagram 18. Uticaj transplantacije na prezivljavanje kod AML-NK sa IDH mutacijom

4.12.3. Analiza prezivljvanja u odnosu na molekularne podgrupe rizika

Prisustvo IDH mutacija je pokazalo negativan uticaj na OS u intermedijarnoj
podgrupi rizika (5 vs 12 meseci; p=0.050) (Dijagram 19). Medutim, IDH mutacije nisu imale
uticija na OS u povoljnoj i nepovoljnoj podgrupi (1 vs 3 meseci, p=0.668; 1 vs 7 meseci,
p=0.114).
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Dijagram 19. Poredenje ukupnog prezivljavanja u intermedijarnoj podgrupi rizika ( NPM1

/ FIt3-ITD™ ) izmedu IDH™ i IDH" bolesnika
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4.13. Praéenje AML-NK bolesnika sa IDH mutacijom

Rezultati prac¢enja bolesnika sa IDH mutacijom su prikazani u tabeli 35. Stanje IDH
mutacije je serijski ispitivano na uzorcima 85 (77.27%) IDH" bolesnika koji su recidivirali i
na uzorcima 25 (22.72%) IDH* bolesnika koji su praceni i/ili su recidivirali. Nijedan od
dostupnih uzoraka 28 (77.8%) IDH" bolesnika koji su recidivirali nije pokazao stecenu IDH
mutaciju. Medu 19 IDH™ slu¢ajeva koji su bili Zivi posle indukcione terapije, 11 (58%) je
postiglo KR. Devet bolesnika je izgubilo IDH mutaciju posle indukcione terapije, dok ju je
dvoje bolesnika zadrzalo. Jedan bolesnik je postigao KR nakon prve indukcione terapije,
izgubio pozitivnost FLT3-D835 i NPM1 mutacija, ali je ostao IDH1* pozitivan i umro je u
recidivu bolesti (broj-469). Drugi je bolesnik (broj-349) postigao KR posle indukcione
terapije, ali je zadrzao IDH2 mutaciju. Mutacija je izgubljena tokom sekvencijanog pracenja
uzoraka, ali je bolesnik umro u toku konsolidacione terapije sa cito-morfoloskom remisijom
bolesti u aplaziji kostane srzi od septi¢nog soka. Bolesnik sa refraktarnom boles¢u (broj 487)
je dva meseca nakon otpocinjanja terapije ostao IDH2 pozitivan. Dva bolesnika, koji su
izgubili IDH mutaciju u KR, stekli su je ponovo u recidivu bolesti. Dva od devet bolesnika
koji su postigli molekularnu remisiju leeni su alogenenom TMCH i jo§ uvek su Zivi.
Preostalih 7 bolesnika je umrlo za vreme terapije i posle recidiva bolesti. Ovi rezultati

ukazuju na znacajnu stabilnost IDH mutacija za vreme le¢enja AML.
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Table 35. Rezultati pracenja bolesnika sa IDH1 i IDH2 mutacijom

IDH/FLT3/ stanje |\DH/FLTS/ | Stanje | \p ey 14
- |NPM stanje| bolesti IDH/FLT3/
. .| Starost/ NPM status bolesti - NPM status -
Bolesnici - . : posle ind. | posle Recidiv| NPM status
. pol pri dijagnozi posle ind. . posle kons. o
Broj . terapije kons. s posle recidiva
terapije - terapije
terapije
245 53/F IDH2RM4Qpwt/wt KR / KR / da /
IDH2RY72K/
R172K
275 S0/F IDHZT = wt/wt KR / KR / da | FLT3-D835/wt
IDH1RI32H/ FLT3-
280 61/F ITD/Type A RB / RB / /
IDH2R1Q /FLT3-
291 38/F ITD/Type A RB / RB / /
305 47/M IDH2R40Qwt/wt KR wt /wt/wt KR / da /
320 40/M IDH2RM4OWyyt/wit KR / KR / /
|DH2R14OL
349 39/M IDH2RMOL fwt/wt KR wt /wtiwt /
/wt/wt KR
R132H
378 | 66/M IDHL™ fwt/ RS / / /
Type A
380 44/F IDH1R132C/wifwt KR wt /wt/wt KR / da IDH1R132C/wtfwt
IDH2R132C FLT3-
393 54/M D835/wt KR / KR / da /
R140Q
399 | 23F IDH2™ RS / / /
Type A
IDH2R1409/ FLT3-
401 69/M ITD/wt RB / / /
403 73/F IDH1R132C/wi/wt RB / / /
R140Q
412 | 46 IDH2™2 It/ RB / / /
Type A
IDHIRBZG/FLT3-
418 62/F ITD/Type A KR / KR / /
423 43/M IDH2R40Qwt/wt RS / / /
426 56/M IDH2R2Kjwt/wt RS / / /
IDH1RBC FLT3- IDH1RE2Cyt
469 63/M D835/ Type A KR fat KR / /
R140Q
487 73IM IDH2RM0wt/wt RB 'DHzlwt Wt RB / /
R140Q
556 | 50/M IDH2™ It/ RS / / /
Type A
612 30/M IDH2RM40Qpwt/wt KR wt /wt/wt KR / /
R140Q
615 40/F IDH2*2 it/ KR | wtiwtwt | KR | wt/wtiwt /
Type A
IDH2R140G] FLT3-
645 43/F ITD/Type A RB / / /
672 33/F | IDHIRBZSwi/Type A RB / / /
IDH2RQ FLT3-
680 67/M D835/wt RS / / /

Legenda: /: n.r.-nije radeno; wt-wild type;RS-rana smt; KR-kompletna remisija; RB-refraktarna bolest;
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5. DISKUSIJA

Bolesnici sa akutnom mijeloidnom leukemijom i normalnim kariotipom (AML-
NK) ¢ine 40-50% svih AML bolesnika. Odlikuje ih velika heterogenost u pogledu klini¢kih,
bioloskih karakteristika i odgovora na terapiju. Ipak, svi AML-NK bolesnici su svrstani u
grupu intermedijarnog stepena rizika. Potreba za preciznijom procenom rizika takvih
slucajeva je dovela do otkri¢a brojnih novih molekularnih markera. Neke od njih, kao §to su
mutacije FLT3, NPM, CEBPA su uticale na prognozu AML-NK bolesnika. Ove mutacije su
ve¢ ukljuceni u klasifikaciji ELN u kojoj AML-NK bolesnici sa mutacijom NPM1 bez FLT3-
ITD i bialelna CEBPA imaju povoljan genotip (2, 76). Mardis i kol, sekvencirali su ceo
genom bolesnika sa AML-NK posle ¢ega je identifikovano ukupno 64 somatskih mutacija,
medu njima i mutacije u genu za izocitrat dehidrogenazu 1 (IDHL1) i izocitrat dehidrogenazu
2 (IDH2) (188).

Mutacije enzimski aktivnih mesta izocitrat dehidrogenaza izoformi 112 (IDH1 i
IDH2) dovode do nove enzimske aktivnosti koja katalizuje konverziju a-ketoglutarat u 2-
hidrokiglutarat (2-HG). Povecéan intracelularni nivo 2-HG dovodi do defekata histona

demetilacijom $to dovodi dalje do blokade ¢elijske diferencijacije.

U hematolo$kim malignitetima, mutacije IDH nalaze se najces¢e kod akutne
mijeloidne leukemije (AML) i angioimunoblastnog T-¢elijskog limfoma, ali se mogu javiti

I kod javlja mijelodisplastickih sindroma i mijeloproliferativnih neoplazmi (194).

Analize velikog broja bolesnika sa AML lecenih sa viSe klinickih protokola
potvrdile su prisustvo IDH1R'2 mutacije i identifikovane su IDH2R j IDH2R'7? mutacije u
oko 20% pacijenata sa AML-NK (166-171). Prognosticki znacaj IDH mutacija se i dalje
ispituje. Vecina studija je pokazala da prisustvo IDH mutacija ima nepovoljan prognosticki
znacaj (139, 167-178). Nasa studija je prvo ispitivanje prognostickog znacaja IDH1 i IDH2
mutacija u bolesnika sa AML-NK u Srhiji.
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Nasa grupa je obuhvatala 110 AML-NK bolesnika prosecne starosti 54 (opseg:
19-78). Najveci broj 71 (64.5%) bolesnika je bio starosti > 50 godina, skoro podjednako kod
oba pola. Najzastupljeniji su bili bolesnici 57 (51.8%) uzrasta 50-64 godina. MoZemo uociti
da su nasi bolesnici bili znatno mladeg uzrasta u odnosu na literaturne podatke da je AML je
bolest starijih ljudi i da je procentualno najvise zastupljena u 80% kod bolesnika uzrasta 65-
70 godina (1, 3, 4, 6).

Imajuci u vidu klinicke karakteristike naSih bolesnika pri dijagnozi mozemo
zakljuc¢iti da AML-NK nije bila u ve¢em procentu rasprostranjena u drugim organima.
Nadena je hepatosplenomegalija u 29 (26.4%), limfadenopatija u 17 (15.5%), hipertrofija
gingiva u 6 (5.5%) i CNS infiltracija u 3 (2.7%) bolesnika. Nasi bolesnici su pri dijagnozi
imali u ve¢em procentu dobar ECOG performans status: ECOG skor 0 i 1 u 64 (58.18%),
ECOG >2 u 46 (41.81%) bolesnika. Isto tako, 101 (91.8%) bolesnika je imalo komorbiditetni
indeks HCT-CI skor < 2, dok je svega 9 (8.2%) imalo visok HCT-CI skor > 3.

Laboratorijski podaci ukazuju da je povisen broj leukocita > 30x10%L imala
tre¢ina bolesnika, dok je ekstremnu leukocitozu > 100x10°%L imalo svega 16 (14.5%)
bolesnika, kao i tesku trombocitopeniju <20x10%L, koja je bila prisutna kod 11 (10.1%)
bolesnika sa AML-NK.

Distribucija prema FAB klasifikaciji je pokazala da su najzastupljenije bile
podgrupe M2- 32 (29.1%), potom M4-24 (21.8%), M1-23 (20.9%) i M5-22 (20%) bolesnika.

Imunofenotipske karakteristike nase grupe AML-NK su bile takve da su
dominirali mijeloidni (CD13, CD33, HLA-DR, CD117 i MPO) antigeni, dok je eskpresija
limfoidnih antigena bila zastupljena u manjem procentu. Ispitivana ucestalost drugih
molekularnih markera: FLT3-ITD u 26 (23.6%), FLT3-D835 u 9 (8.2%) i NPM1"u 42
(38.2%) bolesnika je odgovarala literaturnim podacima (17). Najzastupljenija je bila NPM1
mutacija koja je bila prisutna kod 42 (38.2%) bolesnika, $to takode odgovara literaturnim
podacima (39-41).
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Prema molekularnim grupama rizika koje su definisane u odnosu na FLT3 i
NPML1 status (povoljan rizik- NPM1*/FLT3-ITD"; intermedijarni rizik-NPM1/FLT3-ITD;
nepovoljan rizik-FLT3-1TD™), u skladu sa ELN preporukama (76), najvise bolesnika-61/110
(55.5%) je pripadalo intermedijarnoj podgrupi rizika (NPM1/FLT3-1TD").

Imajuéi u vidu klinicke karakteristike pri dijagnozi koje se odnose na starost,
ECOG performans status i HCT-CI skor, kod vecine nasih bolesnika je primenjena intenzivna

hemioterapija 105 (95.5%), dok je svega 5 (4.5%) bolesnika leCeno palijativnom terapijom.

Medu opisanim klinicko-laboratorijskim parametrima pri dijagnozi, kao i
imunofenotipskim i molekularnim karakteristikama mozemo uociti da nisu bili znacajno
zastupljeni parametri koji se mogu uvrstiti u grupu losih prognoznih markera poput:
poveéanog broja leukocita > 30x10%L, ekstramedularne bolesti, imunofenotipskih markera
(CD2, CD4, CD7, CD56+) ili FLT3-ITD pozitivnosti (Tabela 16, 17; Dijagram 2, 6).

U naSoj studiji IDH mutacije su detektovane kod 25/110 (23%) bolesnika
(Dijagram 7.). U literaturi je takode objavljena sli¢na ucestalost od 25-30% kod AML-NK
bolesnika (166-171). Osam (7%) bolesnika je imalo IDH1 mutaciju i svi su imali IDHR!32
mutaciju. Sedamnaest (16%) bolesnika je imalo IDH2 mutaciju: petnaest IDHR0 i dva
IDHRY2 §to takode odgovara drugim objavljenim rezultatima (107, 165, 167, 175), te
podacima da se IDH2 ¢esce javlja od IDH1 mutacije (194).

IDH mutacije su jednako bile zastupljene kod oba pola, prose¢ne starosti 50
godina (Tabela 20). U vise studija je pokazano da se IDH mutacija ¢e$¢e javljala kod starijih
bolesnika (107, 108, 166, 167, 170). Takode, opisana je povezanost IDH1 mutacije sa

zenskim polom (139, 175). Nasa grupa je bila mlada §to delimi¢no objasnjava ove razlike.

Nasi bolesnici sa IDH mutacijom imali su ve¢i broj trombocita i ve¢i procenat
blasta u perifernoj krvi u odnosu na bolesnike bez mutacije (Tabela 20.), $to je u skladu sa
prethodnim istrazivanjima u literaturi (107, 165, 167, 170). Nije bilo razlike izmedu IDH™ i
IDH" bolesnika u odnosu na starost, pol, broj leukocita, procenat blasta u kostanoj srzi,

hemoglobin i nivo LDH (Tabela 20.). Inace, neke objavljene studije su pokazale povezanost
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IDH mutacija sa niskim brojem leukocita (108, 140, 166, 195). U nasSoj studiji nije bilo
statisticki znacajne razlike medu bolesnicima sa i bez IDH1 i IDH2 u odnosu na ve¢ navedene
karakteristike, izuzev u broju trombocita koji je u bolesnika sa IDH1 mutacijom bio veéi pri
dijagnozi u odnosu na IDH1" bolesnike (p=0.045). Marcucci i sar. su u svojoj studiji opisali
povezanost IDH2 mutacije sa niskim brojem leukocita i procentom blasta u perifernoj krvi
(167).

Bolesnici sa IDH mutacijom najc¢esce su pripadali M2 grupi-9 (29%) bolesnika,
zatim M1 podgrupi- 6 (27.3%) i 5 (21%) M4 podgrupi po FAB klasifikaciji (Dijagram 5.),
§to je u saglasnosti sa drugim rezultatima (171, 174, 175,178). Isto tako, IDH1 mutacija je
bila zastupljenija u M1 pogrupi-3 (13%), dok je IDH2 mutacija ¢e$ce bila povezana sa M2
pogrupom-7 (21.9%) po FAB klasifikaciji, Ssto odgovara literaturnim podacima (174).

Poredenjem IDH mutacije sa brojnim imunofenotipskim markerima (Tabela 22.)
nije nadena statisticki znacajna povezanost, §to odgovara literaturnim podacima (171).
Pokazano je da su najzastupljeniji bili mijeloidni antigeni (CD33, CD13 i MPOQ), sto se
takode podudara sa literaturnim podacima (174). U nasoj grupi bolesnici sa IDH mutacijom
su jedino statisticki znacajno rede eksprimirali CD56 i CD14 antigene (p=0.040; p=0.007).
Chou i sar. su pokazali da AML sa monocitnom diferencijacijom (FAB M4) i ekspresijom
HLA-DR, CD13 i CD14 su neubicajeni za AML sa IDH mutacijom (174). U naSoj grupi
AML-M4 su eksprimirali HLA-DR i CD13.

Ispitivanjem povezanosti izmedu IDH mutacija i drugih genetskih markera kod
AML-NK, kao §to su NPM1 i FLT3, nismo uodili statisti¢ki znacajnu zastupljenost NPM1*
mutacije kod IDH™ bolesnika (NPM17- 26.2% vs NPM1- 20.6%, p=0.496), $to nije u
saglasnosti sa literaturnim izvestajima, koji su opisali povezanost IDH mutacija sa NPM1
mutacijom (65, 107, 167, 168, 170). FLT3 mutacije su jednako bile zastupljene izmedu IDH*
I IDH" bolesnika, sto je u skladu sa drugim studijama (65, 107, 166). U objavljenim studijama
je pokazano da nema statisti¢ki znaCajne povezanosti izmedu IDH mutacija i FLT3-ITD
mutacije (107, 174, 139, 188). U naSoj grupi bolesnika, takode nije uoCena statisticki
znacajna povezanost IDH1 i IDH2 sa FLT3-ITD, FLT3-D835 i NPM1 mutacijom, dok je u

98



radovima opisana povezanost i sa IDH1 i IDH2 mutacijom posebno (139, 173, 174).
Ispitivana je i povezanost IDH mutacija sa molekularnim grupama rizika i nije uo¢eno da su

IDH mutacije statisticki znac¢ajno bile zastupljene ni u jednoj od tri grupe rizika.

Intenzivno le¢enje hemioterapijom “3+7” je sprovedeno kod 77/110 (70%)
bolesnika < 60 godina, dok je kod 28 (25.5%) bolesnika starijih od 60 godina primenjena
redukovana indukciona hemioterapija. Kod 5 (4.5%) bolesnika je primenjena palijativna
terapija. Kompletnu remisiju je postiglo 62/75 (83%) AML-NK bolesnika, sto odgovara
literaturim podacima da se stopa postizanja remisije za bolesnike < 60 godina kre¢e od 60%
-80% (2, 78, 94). U nasoj studiji univarijatna analiza je izvojila broj Le > 30x10%1 (p=0.016)
koji su uticali na stopu postizanja KR, §to je ujedno bio i najznacajni faktor za manju stopu
postizanja KR (p=0.015) kod AML-NK bolesnika. Dobijeni rezultati odgovaraju literaturnim
podacima (196).

Ukupno je u toku indukcionog le¢enja umrlo 30 (28.57%) bolesnika, $to se
indukcione smrti bila je sepsa kod 11 (36.6%) bolesnika, potom sindrom lize tumora kod 7
(23.35%), hemoragijski sindrom uzrokovan DIKom kod 7 (23.35%) i intrakranijalnim
krvarenjem (IKH) kod 5 (16.6%) bolesnika (Dijagram 10.). Medutim, poslednje objavljene
studije ukazuju da je smrtnost unutar prvih meseca dana znacajno smanjena (stopa TRM u
period izmedu 1991. i 2009. smanjena je od 18 na 3% SWOG studija i sa 16% na 4% u
MDA)(156). Nasi rezultati (Tabela 26.) su pokazali da su bolesnici koji su rano umrli imali
lo$iji inicijalni ECOG status (p =0.047), prosec¢no veci procenat blasta u perifernoj krvi (p=
< 0.001), veci procenat blasta u kostanoj srzi (73.5% vs. 20%, p = 0.05), prisutnu u veéem
procentu IDH2 (58.8% vs. 41.2%, p = 0.019), kao i obe mutacije IDH1/IDH2 zajedno (60%
vs. 40%, P = 0.007). Bolesnici koji su bili NPM1 pozitivni duze su Ziveli u odnosi na NPM1
negativne bolesnike (64.3% vs. 35,7%; p=0.001). Ovi rezultati su u skladu brojnim studijama
(40-44).

Kod 36/62 (58.06%) bolesnika koji su inicijalno postigli remisiju bolesti nakon

indukcione terapije, nastupio je recidiv bolesti u periodu od 2 do 47 meseci nakon
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postavljanja dijagnoze, prosecno 13.87 meseci. Prema literaturnim podacima vec¢ina AML-
NK bolesnika koji postignu KR ¢e recidivirati u toku tri godine nakon postizanja KR (> 5%
blasta u koStanoj srzi ili pojava blasta u periferiji; pojava ekstramedularne bolesti) (78). Nase
ispitivanje je pokazalo da su bolesnici sa recidivom imali u ve¢em procentu IDH1™ u odnosu
na one sa KR, koji nisu imali ovu mutaciju.

Refraktarnost na indukcionu terapiju je pokazalo 13 (17%) bolesnika. Izmedu
10% i 40% bolesnika ne postigne KR nakon indukcione hemioterapije $to pakazuju
literaturni podaci (78). NasSe ispitiavnaje je pokazalo da su faktori rizika koji su uticali na
pojavu refraktarnosti bolesti bili: prisustvo FLT3-1TD mutacije (p=0.049) i broj Le > 30x10%1
(p=0.041), za koji je multivarijantnom analizom pokazano da je najznacajni prediktorni
faktor. Analiza karakteristika nasih bolesnika je pokazala da su imali: statisticki zna¢ajno
nizu prose¢nu vrednost hemoglobina (p=0.02), povisen nivo LDH (p=0.42) i leukocitozu (Le
> 30x10%1)(p=0.033) u odnosu na bolesnike sa KR.

U nasSoj studiji, stopa postizanja KR je bila 60% kod IDH" bolesnika, dok je IDH*
bila nesto niza (44%), ali bez statisticki znacajne razlike (p=0.152). Sli¢ni rezultati su
obajavljeni od strane Nomdedeu i sar. (178), kod kojih je stopa KR kod IDH" bolesnika bila
80% i 63% kod IDH™ (p=0.086). Niska stopa postizanja KR kod AML-NK bolesnika sa IDH

mutacijom pokazana je u vise radova (166, 167, 170).

Medu ispitivanim molekularnim podgrupama rizika nije postojala statisticki
znacajna u postizanju KR kod AML-NK bolesnika (Tabela 31). Takode, nije postojala
statistiCki znaCajna razlika izmedu posmatranih podgrupa rizika ukoliko bi se uporedili
bolesnici sa i bez IDH mutacije, ali uo¢avala se procetulna razlika u postizanju KR tj KR su

u ve¢em procentu postizali IDH™ bolesnici.

U naSoj studiji je pokazano da prisustvo IDH mutacija nije bilo statisticki
znadajno povezano za ulestalo$¢u recidiva (IDH*-24% vs IDH 35.3%; p=0.250),
refraktarnosti AML-NK (IDH*-16% vs IDH10.5%; p=0.474) i pojavom rane smrti (IDH"-
36% vs IDH24.7%; p=0.310), medu ispitivani grupama sa i bez IDH mutacije. Povezanost
IDH i stope pojave recidiva AML-NK pokazana je u studijama u literaturi (166,167).
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Medijana prezivljavanja AML-NK bolesnika je bila 7. 5 meseci (1 - 48 meseci),
petogodisnji OS je bio 16.4%, dok je medijana prezivljavanja bez znakova bolesti bila 12
meseci (Dijagram 12.). Na ukupno prezivljavanje kod AML-NK bolesnika znacajno je uticao
povisen broj leukocita > 30x 10%L (3m vs 10m; p=0.001) (Dijagram 13.), o tome govori i
literaturni podaci (196). Bolesnici koji su imali FLT3-ITD mutaciju znacajno krace su ziveli
u odnosu na bolesnika bez FLT3-1TD (3m vs 7m; p=0.045) (Dijagram 14.), $to je opisano u
literaturi (24-26). Ostali ispitivani klini¢ki parametri nisu pokazali uticaj na OS kod AML-

NK bolesnika u nasoj studiji.

Univarijantna analiza je pokazala da su sledece ispitivane karakteristike bile
znadajni prediktori za kraéi OS: godine > 55 (p=0.013), broj Le > 30x10%I (p=0.001) i IDH
pozitivnost (p=0.033), Multivarijantnom COX-ovom regresionom analizom izdvojen je broj
Le >30x10%1 (p=0.001, RR=1.768, 95% CI 1.084—2.883) kao najznacajni prediktorni faktor
za kra¢i OS (Tabela 33.). Univarijantna analiza je pokazala da su znacajni faktori za kraci
DFS bili: FLT3-ITD pozitivnost (p = 0.03) i NPM1 pozitivnost (p = 0.032). Najznacajni
faktor rizika za DFS je bila FLT3-ITD pozitivnost (p= 0.030, RR= 2.465, 95% CI 1.089-
5.579) (Tabela 34.).

Nase ispitivanje je pokazalo da IDH mutacije deluju kao 108 prognosticki marker
ukupnog prezivljavanja kod AML-NK bolesnika (Dijagram 15, 16). Sto znaci da su bolesnici
sa IDH mutacijama imali znacajno kra¢i OS, sa tendencijom kra¢e DFS. Prisustvo IDH
mutacija zajedno znacajno je uticalo na ukupno prezivljavanje (OS) (IDH*-2 meseci vs IDH"
-7 meseci; p=0.039). IDH mutacije nisu znacajno uticale na duzinu trajanja remisije bez
znakova bolesti (DFS) (IDH"- 12 meseci vs IDH™- 17 meseci; p=0.090). Sa druge strane,
prisustvo IDH1" je uticalo na DFS tj bolesnici IDH" su imali duZe trajanje remisije bez bolesti
u odnosu na IDH" bolesnike (IDH"- 8m vs IDH™- 17m; p=0.049). Ovo su potvrdila ranija
istrazivanja (165-167, 170, 176, 177).

Medu, IDH™ bolesnicima, stopa OS kod onih kod kojih je sprovedena alogena
TMCH je bila znagajno visa u odnosu na one koji nisu ledeni transplantacijom (p=0.000).

Ovo su takode uocili i Yamaguchi i sad. (170) koji su utvrdili da alogena TMCH moze
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poboljsati OS kod mladih pacijenata sa IDH mutacijom. Nasa studija je pokazala da je
postojala statisticki znacajna razlika u ukupnom prezivljavanju izmedu transplantiranih i
netransplantiranih bolesnika IDH™ bolesnika (15 vs 2 meseci; p=0.006). Medutim, u okviru
intermedijarne grupe rizika nije bilo statisticki zna¢ajne razlike u prezivljavanju bolesnika sa
povoljnim genotipom (NMP1*/FLT3-ITD"), u odnosu na sprovedenu TMCH. 1z tih razloga
alogena TMCH treba biti odlozena kod AML-NK bolesnika sa povoljnim genotipom u KR1.
Imajuéi u vidu rezultate vecine radova u kojima je pokazano da su IDH1 i IDH2 mutacije
povezane sa loSom prognozom kod bolesnika sa AML-NK (107, 108), kod ovih bolesnika u

KR1 sprovodenje alogene TMCH se moze smatrati standarnom opcijom legenja (106, 170).

Kada smo primenili molekularnu Kklasifikaciju koja je bazirana na
prisustvu/odsustvu NPM1 i FLT3 mutacije u nasoj grupi bolesnika, uocili smo da je prisustvo
IDH mutacija imalo lo$ uticaj na OS intermedijarne subgrupe rizika (NPM1/FLT3-1TD") (5
vs 12 meseci; p=0.050). Ovaj nalaz, je ve¢ obljavljen od drugih autora (170, 139), i govori u
korist testiranja za IDH mutacije u grupi AML-NK bolesnika.

Ovi rezultati ukazuju da pored FLT3 i NPM1 mutacija gena koje vec imaju znacaj
kao prognosticki faktori, detekcija IDH mutacija doprinosi boljoj klasifikaciji rizika kod
AML-NK bolesnika. Ova grupa bolesnika AML-NK je inafe oznacCena kao grupa
intermedijarnog rizika, ali zbog njene heterogenosti u pogledu klini¢kog ishoda,neophodna
je preciznija raspodela. Otuda potreba za definisanjem novih molekularnih markera kod

AML-NK bolesnika koji bi doprineli boljoj i preciznijoj klasifikaciji bolesnika (2,76).

Cesta povezanost IDH mutacija sa NPM1 a manja povezanost sa FLT3
mutacijama, ukazuje da te mutacije imaju ulogu u procesu leukemogeneze. IDH1 i IDH2 su
epigenetski modifikovani geni uklju¢eni u DNA metilaciju i modifikaciju histona i ne
uklapaju se potpuno u aktuelnu definiciju klase I i 11 genskih mutacija, kao $to je predlozeno

teorijom kancerogeneze 2-udarca (189,190).

Pored toga, navedeno je da su IDH mutacije rani dogadaj u razli¢itim
mijeloneoplazmama, kao §to su mijelodisplasti¢ni sindrom i mijeloproliferativne neoplazme
(MPN) (189,190). Kod bolesnika sa MPN, sticanje IDH mutacija predvida povecan rizik od
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progresije u sekundanu AML i potencijalno moze da posluzi kao marker ranog stadijuma
transformacije (191,192). Takode, ¢injenicu da su IDH mutacije veoma stabilne u toku

bolesti podrzava pretpostavka da je njihova pojava rani dogadaj u malignoj transformaciji.

Prac¢enje minimalne rezidulane bolesti je od izuzetnog znacaja i moze se
sprovoditi  molekularnim (RQ-PCR) i multiparametarskim proto¢nocitometrijskim

tehnikama. PCR se smatra najosetljivijom tehnikom MRB.

Prema dosadas$njim istrazivanjima kao najstabilnija mutacija u recidivu bolesti se
pokazala NPM1 mutacija i kao takva ima veoma znac¢ajnu ulogu u proceni MRB (134). Neke
studije su ispitivale IDH mutacije kao pontencijalne markere MRB (138-142). Pokazano je
da su IDH1 i IDH2 mutacije relativno stabilne i da pokazuju direktnu korelaciju sa statusom

bolesti.

Postoji samo nekoliko izvestaja o njihovom znacaju u pracenju MRB. Tako su,
Gross i sar. (193) i Jeziskova i sar. (142) prikazali po cetiri bolesnika sa IDH1 i IDH2
mutacijama, zatim slede ispitivanja Chou i sar. (174, 141). U sve tri studije, kao i u nasoj
devet IDH" bolesnika koji su bili dostupni za sekvencionalnu analizu, mutacija koja je bila
izgubljena za vreme KR pojavila sa ponovo u relapsu bolesti kao isti tip mutacije. Sta vise,
nijedan od IDH" bolesnika nije stekao novu IDH mutaciju u toku relapsa (172, 174, 193,141).
U naSoj studiji, uo¢ili smo da su dva IDH" bolesnika zadrzala mutaciju u toku KR i za vreme
perioda pracenja. Chou i sad. (141) objasnili su ovo otkri¢e hipotezom da su IDH mutacije
vazne u odrzavanju leukemijskog fenotipa preko povezanosti sa drugim onkogenim

mutacijama, ali da same nisu dovoljne da uéestvuju u leukemogenezi in vivo.

IDH1 i IDH2 mutacije su potencijalno znacajni MRB markeri, pod
pretpostavkom da metod koji se primenjuje ispunjava uslove osetljivosti za detekciju MRB.
Metoda koja se obi¢no koristi za detekciju IDH mutacija je PCR-pracen direktnim
sekvenciranjem, sa osetljivoscu preko 20% (107, 161, 178, 174), koju smo i mi koristili u
ovoj studiji.. Na osnovu ovoga i Cinjenice da su IDH mutacije heterozigotne, primena
senzitivnih metoda, kao $to je specifi¢ni real-time PCR za odredene mutacije, treba uzeti u

obzir za prac¢enje odgovora na terapiju i ranog recidiva.
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Mozemo da zaklju¢imo da su steCene IDH mutacije uobicajene genske
abnormalnosti kod AML-NK bolesnika. One imaju lo§ prognosti¢ki uticaj, posebno kod
bolesnika koji nemaju NPM1 mutaciju. Zajedno sa drugim molekularnim markerima,
prisustvo IDH mutacije moze poboljsati pristup stratifikaciji rizika kod AML-NK bolesnika.
Stavise, IDH mutacije su stabilne u toku pracenja toka bolesti i mogle bi da se potencijalno
koriste kao molekularni markeri detekcije MRB. Ovo bi moglo biti posebno vazno ukoliko

bi se u svakodnevnoj praksi uveo poseban tretman sa inhibitorima IDH.
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10.

6. ZAKLJUCCI

IDH mutacije su detektovane kod 25 (23%) bolesnika sa AML-NK. Osam (7%)
bolesnika je imalo IDH1, dok je sedamnaest (16%) bolesnika imalo IDH2 mutaciju.
IDH mutacije su jednako bile zastupljene i kod muskog i Zenskog pola, prose¢ne starosti
50 godina.

AML-NK bolesnici sa IDH mutacijom su najc¢esce pripadali M2 (29%), M1(27.3%) i
M4 (21%) podgrupi po FAB klasifikaciji.

IDH™ bolesnici su imali znacajno veéi broj trombocita, kao i veéi procenat blasta u
perifernoj krvi na pocetku bolesti, dok nije bilo znacajne povezanosti sa staroscu,
brojem leukocita, procentom blasta u kostanoj srzi, vrednostima hemoglobina i LDH u
serumu.

IDH1 mutacija je pokazala znacajnu povezanost sa ve¢im brojem trombocita, dok IDH2
nije pokazala povezanost ni sa jednim klinickim parametrom bolesnika pri dijagnozi.
IDH mutacije nisu pokazale znacajnu povezanost sa ispitivanim imunofenotipskim i
molekularnim markerima (FLT3-ITD, FLT3-D835 i NPM1 mutacijom) blasta.
Prisustvo IDH mutacija nije statisticki znacajno uticalo na postizanje KR, RS, niti na
nastanak recidiva i pojavu refraktarnosti bolesti.

Multivarijatna analiza je izdvojila poveéan broj Le > 30x10%l (p=0.015) kao
najznacajni faktor za manju stopu postizanja KR kod AML-NK bolesnika.
Univarijathnom analizom izdvojeni su faktori rizika koji su uticali na pojavu
refraktarnosti bolesti i to su bili: prisustvo FLT3-1TD mutacija i broj Le > 30x10%I.
Multivarijatna analiza je pokazala da je najznacajni faktor rizika za refraktarnost bolesti
bio poveéan broj Le > 30x10%I.

Bolesnici koji su rano umrli imali su lo$iji inicijalni ECOG status, prose¢no veci

procenat blasta u perifernoj krvi, IDH2*ili obe (IDH1/IDH2) mutacije zajedno.
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18.

Univarijantnom analizom su izdvojeni slede¢i znacajni prediktori za kra¢i OS AML-
NK bolesnika: godine > 55, broj Le > 30x10%I i IDH™, pri ¢emu je broj Le > 30x10%/I
izdvojen kao najznacajni faktor za OS.

Na ukupno preZivljavanje znagajno je uticao povisen broj leukocita > 30x10%L, dok
su bolesnici koji su imali FLT3-ITD mutaciju znacajno krace ziveli u odnosu na
bolesnika bez FLT3-ITD.

Univarijatna analiza je pokazala da su najznacajniji faktori za kra¢i DFS bile prisutne
mutacije FLT3-1TD i NPM1, dok je najznacajniji faktor rizika FLT3-1TD pozitivnost.
Prisustvo IDH mutacija zajedno je znacajno uticalo na ukupno prezivljavanje (OS) (
p=0.039), a samo IDH1" je uticala na DFS (p=0.049).

Nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u preZivljavanju IDH™ i IDH" bolesnika koji su
transplantirani, dok je statisticki znacajna razlika potvrdena izmedu transplantiranih i
netransplantiranih bolesnika u grupi IDH", AML-NK bolesnika.

Prisustvo IDH mutacija je pokazalo negativan uticaj na OS u intermedijarnoj podgrupi
rizika (FLT3-1TD-/NPM1-) AML-NK bolesnika.

IDH mutacije su pokazale stabilnost tokom le¢enja AML (tokom KR, u recidivu,
refraktarnoj bolesti).

Stecene IDH mutacije imaju lo§ prognosticki znacaj u AML-NK bolesnika. U
kombinaciji sa drugim molekularnim markerima doprinose boljoj stratifikaciji rizika, a

zbog dokazane stabilnosti tokom bolesti mogu se koristiti kao marker MRB.
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u Beogradu.

Dozvoljavam da se objave moji liéni podaci vezani za dobijanje akademskog zvanja
doktora nauka, kao $to su ime i prezime, godina i mesto rodenja i datum odbrane rada.

Ovi liéni podaci mogu se objaviti na mreznim stranicama digitalne biblioteke, u
elektronskom katalogu i u publikacijama Univerziteta u Beogradu.

Potpis doktoranda

U Beogradu, 25.05.2017.
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Prilog 3.

Izjava o koriS¢enju

Ovladéujem Univerzitetsku biblioteku ,Svetozar Markovi¢“ da u Digitalni repozitorijum
Univerziteta u Beogradu unese moju doktorsku disertaciju pod naslovom:

,Prognosti¢ki zna€aj mutacija u genima za izocitrat dehidrogenazu 1 (IDH1) i izocitrat
dehidrogenazu 2 (IDH2) u akutnoj mijeloidnoj leukemiji sa normalnim kariotipom*

koja je moje autorsko delo.

Disertaciju sa svim prilozima predao/la sam u elektronskom formatu pogodnom za
trajno arhiviranje.

Moju doktorsku disertaciju pohranjenu u Digitalni repozitorijum Univerziteta u Beogradu
mogu da koriste svi koji postuju odredbe sadrzane u odabranom tipu licence Kreativne
zajednice (Creative Commons) za koju sam se odlucio/la.

1. Autorstvo
2. Autorstvo - nekomercijalno

3 ) Autorstvo — nekomercijalno — bez prerade

&

4. Autorstvo — nekomercijalno — deliti pod istim uslovima
5. Autorstvo — bez prerade
6. Autorstvo — deliti pod istim uslovima

(Molimo da zaokruzite samo jednu od Sest ponudenih licenci, kratak opis licenci dat je
na poledini lista).

Potpis doktoranda

U Beogradu, 25.05.2017.
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1. Autorstvo - Dozvoljavate umnozZavanje, distribuciju i javno saopstavanje dela, i
prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca
licence, ¢ak i u komercijalne svrhe. Ovo je najslobodnija od svih licenci.

2. Autorstvo — nekomercijalno. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno
saopStavanje dela, i prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden od strane
autora ili davaoca licence. Ova licenca ne dozvoljava komercijalnu upotrebu dela.

3. Autorstvo - nekomercijalno — bez prerade. Dozvoljavate umnoZavanje, distribuciju i
javno saopstavanje dela, bez promena, preoblikovanja ili upotrebe dela u svom delu,
ako se navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca licence. Ova
licenca ne dozvoljava komercijalnu upotrebu dela. U odnosu na sve ostale licence,
ovom licencom se ograni¢ava najveci obim prava kori§¢enja dela.

4. Autorstvo - nekomercijalno — deliti pod istim uslovima. Dozvoljavate umnoZavanije,
distribuciju i javno saopStavanje dela, i prerade, ako se navede ime autora na nacin
odreden od strane autora ili davaoca licence i ako se prerada distribuira pod istom ili
sliénom licencom. Ova licenca ne dozvoljava komercijalnu upotrebu dela i prerada.

5. Autorstvo — bez prerade. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno
saop$tavanje dela, bez promena, preoblikovanja ili upotrebe dela u svom delu, ako se
navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca licence. Ova licenca
dozvoljava komercijalnu upotrebu dela.

6. Autorstvo - deliti pod istim uslovima. Dozvoljavate umnozavanije, distribuciju i javno
saop$tavanje dela, i prerade, ako se navede ime autora na nadin odreden od strane
autora ili davaoca licence i ako se prerada distribuira pod istom ili sli¢hom licencom.
Ova licenca dozvoljava komercijainu upotrebu dela i prerada. Sliéna je softverskim
licencama, odnosno licencama otvorenog koda.




