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Identifikacija molekularno-geneti¢kih markera patogeneze akutne mijeloidne leukemije

Rezime

Akutna mijeloidna leukemija (AML) predstavlja grupu hematoloskih malignih oboljenja koju
karakteriSe heterogeni geneticki i epigeneticki profil. AML sa normalnim kariotipom (AML-NK)
predstavlja najvecu podgrupu u okviru AML, koju odlikuje intermedijarni rizik. Medutim, samo
40% obolelih od AML-NK prezivljava duze od 5 godina, pa je neophodno otkriti molekularno-
geneticke markere znacajne za prognozu i pracenje toka bolesti, rano otkrivanje minimalne
rezidualne bolesti (MRB) i izbor odgovarajuce terapije, kako bi bila omogucena bolja stratifikacija

pacijenata sa AML-NK.

Prvi cilj ove studije je analiza mutacionog profila decje (lAML) i adultne (aAML) koja ¢e
doprineti rasvetljenju patogeneze mijeloidnih leukemija. Drugi cilj predstavlja odredivanje nivoa
ekspresije WT1, EVI1, BAALC i MN1 gena, kao potencijalnih molekularno-geneti¢kih markera
znacajnih za AML-NK.

Analizirani su neselektovani DNK uzorci 20 dAML i 20 aAML pacijenata, primenom metode
targetovanog sekvenciranja nove generacije (eng. ,.targeted next generation sequencing — NGS),
TruSeq Amplicon - Cancer Panel (TSACP) esejem, koji omogucava detekciju somatskih mutacija
u 48 gena ukljucenih u kancerogenezu. U drugom delu ove studije nivo ekspresije gena WT1 (104
pacijenta), EVI1 (104 pacijenta)) BAALC (111 pacijenata) i MN1 (111 pacijenata) u
mononuklearnim ¢elijama kostane srzi AML-NK pacijenata i zdravih pojedinaca analiziran je real-

time PCR metodom.

Rezultati su pokazali da AML sadrZi relativno mali broj genetickih promena, u proseku samo 3
mutacije po pacijentu kod aAML i dAML grupe pacijenata. Zastupljenost najces¢ih mutacija u
pojedina¢nim genima, koji su povezani sa patogenezom AML, razlikovala se kod dAML i aAML:
IDH1 (0% kod dAML, 5% kod aAML), IDH2 (0% kod dAML, 10% kod aAML), NPM1 (10%
kod dAML, 35% kod aAML). Takode, prisustvo mutacija u 4 gena (JAK3, ABL1, GNAQ i EGFR)
koji kodiraju tirozin kinaze ili proteine koji su udruZeni sa tirozin kinazama detektovano je
isklju¢ivo kod dAML pacijenata, dok je kod 5 gena (IDH1, APC, HNF1A, GNAS i SMARCB1)

koji su ukljuceni u metilaciju 1 modifikaciju histona prisustvo mutacija utvrdeno isklju¢ivo kod



aAML pacijenata. Grupe pacijenata sa visokim nivoom ekspresije WT1 ili BAALC ili MN1 gena
imale su krace trajanje kompletne remisije (KR) i kra¢e ukupno prezivljavanje (UP). Stoga se
zakljuCuje da visok nivo WT1, visok nivo BAALC i visok nivo MN1 ekspresije, svaki za sebe,
predstavlja nepovoljan prognosticki faktor. Pokazano je da pacijenti sa poviSenim nivoom
ekspresije EVI1 imaju povecan rizik od pojave relapsa bolesti, ali bez uticaja na duzinu trajanja

KR i UP.

Razlika u mutacionom profilu izmedu dAML i aAML pacijenata isti¢e postojanje razlike u
patogenezi AML kod ove dve grupe bolesnika, a nalaz da AML kod obe grupe pacijenata sadrzi
relativno mali broj mutacija u odnosu na druge malignitete ¢ini ovu bolest pogodnom za primenu
molekularne ciljane terapije. Nasi rezultati govore u prilog da ekspresija WT1 predstavlja dobar
molekularni marker za pra¢enje MRB, odgovora na terapiju i predikciju relapsa bolesti, a da
ekspresija BAALC predstavlja stabilan molekularni marker pogodan za pra¢enje MRB i odgovora
na terapiju kod AML-NK. Ekspresija MN1 gena predstavlja molekularni marker pogodan za

praéenje odgovora na inicijalnu terapiju, ali nije stabilan marker za pra¢enje MRB kod AML-NK.

Ova studija je ukazala na razli¢itu molekularnu osnovu dAML 1 aAML, kao i na potencijalne
targete za ciljanu terapiju. Ekspresije WT1, BAALC i MN1 predstavljaju nove molekularne markere

znacajne za prognozu AML-NK.

Kljuéne reci: akutna mijeloidna leukemija sa normalnim kariotipom (AML-NK); Next Generation

Sequencing (NGS); WT1 ekspresija; EVI1 ekspresija; BAALC ekspresija; MN1 ekspresija
Naucna oblast: molekularna biologija

Uza naucna oblast: molekularna biologija eukariota

UDK broj: 616.155.392:616-092(043.3)



Identification of molecular genetic markers of acute myeloid leukemia pathogenesis

Abstract

Acute myeloid leukemia (AML) is a group of haematological malignancies characterized by a
heterogeneous genetic and epigenetic profile. AML with normal karyotype (AML-NK) represents
the largest subgroup within the AML, characterized by an intermediate risk. However, only 40%
of patients with AML-NK survive for more than 5 years, so it is necessary to detect molecular
genetic markers significant for prognosis and disease monitoring, early detection of minimum
residual disease (MRD), and the selection of appropriate therapy in order to enable better
stratification of patients with AML-NK.

The first aim of this study is the analysis of the mutation profile of childhood (cAML) and adult
(aAML) AML which will contribute to the clarification of the pathogenesis of myeloid leukemia.
The second aim is to determine the level of expression of WT1, EVI1, BAALC and MNL1 gene, as
potential molecular genetic markers relevant to AML-NK.

Unselected DNA samples of 20 cAMLs and 20 aAML patients were analyzed using the targeted
next generation sequencing (NGS) method, on the TruSeq Amplicon-Cancer Panel (TSACP),
which enables the detection of somatic mutations in 48 genes involved in carcinogenesis. In the
second part of this research, the level of expression of the genes WT1 (104 patients), EVI1 (104
patients), BAALC (111 patients) and MN1 (111 patients) was analyzed in mononuclear bone
marrow cells of AML-NK patients and healthy individuals by the real-time PCR method.

The results showed that the AML contains a relatively small number of genetic changes, on
average only 3 mutations per patient in the aAML and cAML group. The incidence of the most
common mutations in individual genes, which are associated with AML pathogenesis, differed in
CAML and aAML: IDH1 (0% in cAML, 5% in aAML), IDH2 (0% in cAML, 10% in aAML),
NPM1 (10% in cAML, 35% in aAML). Also, the presence of mutations in 4 genes (JAK3, ABL1,
GNAQ, and EGFR) that encode tyrosine kinases or proteins that are associated with tyrosine
kinases were detected exclusively in CAML patients, while in 5 genes (IDH1, APC, HNF1A, GNAS
and SMARCBL1) involved in methylation and histone modification, the presence of mutations was



found exclusively in aAML patients. Groups of patients with high level of expression of WT1 or
BAALC or MN1 gene had a short duration of complete remission (CR) and shorter overall survival
(OS). It is therefore concluded that a high level of WT1, a high level of BAALC and a high level of
MN1 expression, each for itself, is an unfavorable prognostic factor. Patients with elevated levels
of EVI1 expression have been shown to have an increased risk of relapse of the disease, but without
affecting the duration of CR and OS.

The difference in the mutational profile between cAML and aAML patients highlights the
existence of a difference in AML pathogenesis in these two groups, and the finding that AML in
both groups of patients contains a relatively small number of mutations compared to other
malignancies makes this disease suitable for the application of molecular targeted therapy. Our
results suggest that expression of WT1 represents a good molecular marker for MRD monitoring,
response to therapy and prediction of relapse, and that expression of BAALC is a stable molecular
marker suitable for monitoring MRB and response to therapy in AML-NK. MN1 expression is a
molecular marker suitable for monitoring response to initial therapy, but it is not a stable marker
for monitoring MRD in AML-NK.

This study pointed to an existence of a different molecular basis of CAML and aAML, and to
potential targets for targeted therapy. Expressions of WT1, BAALC and MNL1 represent new
molecular markers significant for the prognosis of AML-NK.

Keywords: acute myleoid leukemia with normal karyotype (AML-NK); Next Generation
Sequencing (NGS); WT1 expression; EVI1 expression; BAALC expression; MN1 expression

Research area: molecular biology
Area of special interest: molecular biology of eukaryotes

UDC number: 616.155.392:616-092(043.3)
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Skracenice;

AML — akutna mijeloidna leukemija

AML-NK — Akutna mijeloidna leukemija sa normalnim kariotipom
dAML - dec¢ja AML

aAML — adultna AML

BAALC — Brain and Acute Leukemia, Cytoplasmic

EVI1 — Ecotopic viral integration site-1

FAB — , French — American — British* klasifikacija leukemija
FLT3 — FMS-Like Tyrosine Kinase 3

HLL — Hroni¢na limfoblastna leukemija

HML — Hroni¢na mijeloidna leukemija

HMC — Hematopoetske mati¢ne Celije

IDH — Izocitratdehidrogenaza

KR — kompletna remisija

LCB — Leukemisjke ¢elije blasta

LMC- Leukemijske mati¢ne éelije

MDS — Mijelo-displasti¢ni sindrom

MN1 — Meningioma 1

MRB (MRD) — minimalna rezidualna bolest (,,Minimal Residual Disease*)
NGS — Next generation sequencing

TSACP — TruSeq Amplicon Cancer Panel

UP — ukupno prezivljavanje

WT1 — Wilms tumor
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I - 1. Leukemije

Leukemije predstavljaju klinicki i geneticki heterogenu grupu klonalnih malignih bolesti
hematopoetskog tkiva. Nastaju kao posledica akumulacije steCenih genetiCkih alteracija u
hematopoetskim progenitorskim ¢elijama, koje dovode do neoplasti¢ne proliferacije, zastoja

u diferencijaciji i/ili programiranoj ¢elijskoj smrti (apoptozi) (Froéhling S, 2005).

Leukemije se u odnosu na poreklo ¢elije u kojoj dolazi do maligne transformacije dele u dve
glavne kategorije - limfoidnu i mijeloidnu, koje se odnose na limfocithu (limfoidne
leukemije), odnosno granulocitnu, eritrocitnu, monocitnu i megakariocitnu lozu (mijeloidne

leukemije).

I limfoidna i mijeloidna leukemija se prema brzini klinicke progresije bolesti i na osnovu
stepena diferencijacije ¢elija u kojima se dogada maligna promena, mogu podeliti na akutne
1 hroni¢ne. Kod akutnih, broj malignih ¢elija odgovara niZim stupnjevima diferencijacije,
brzo se povecava, akumulira 1 blokira proizvodnju normalnih krvnih elemenata, a kod
hroni¢nih, takode dolazi do akumulacije leukemijskih ¢elija, ali su one na viSem stupnju

diferencijacije, hematopoeza je u manjoj meri poremecena i bolest sporije napreduje.

Akutna Mijeloidna Leukemija (AML) predstavlja heterogenu grupu agresivnih hematoloskih
neoplazmi mijeloidne cCelijske linije, sa Sirokim spektrom strukturnih hromozomskih
aberacija, genskih mutacija, epigenetickih alteracija 1 promenama u genskoj ekspresiji
(Mrézek K, 2006). Prisustvo, odsustvo i kombinacija ovih promena kod AML pacijenata
dovode do razli¢itih klini¢kih odgovora na terapiju. Ove geneticke promene se samostalno
ili kombinovano koriste prilikom definisanja prognostickih grupa, odnosno prilikom

predvidanja klini¢kog ishoda i odgovora na terapiju.
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AML se karakteriSse klonalnom proliferacijom mijeloidnih prekursora i redukovanim
kapacitetom za diferencijaciju u zrele ¢elijske komponente (Lowenberg B, 1999). Drugim
re¢ima, ove abnormalne prekursorske celije imaju sposobnost za proliferaciju, ali im
nedostaje sposobnost diferencijacije. Kao posledica toga, dolazi do gubitka hematopoetske
funkcije zbog nedostatka zrelih granulocita i monocita, kao i zbog smanjene produkcije

eritrocita i trombocita.

AML je najces¢i oblik akutne leukemije kod odraslih i ¢ini oko 80% slucajeva u ovoj grupi
pacijenata (Yamamoto JF, 2008). Dok u tretmanu nekih hematoloskih maligniteta postoje
znacajni napreci, prognoza kod AML medutim ostaje loSa. Iako primenom savremenih
dijagnostickih metoda i protokola lecenja, nakon konvencionalne indukcione hemoterapije,
preko 70% AML pacijenata dostize stanje kompletne klinicke remisije, petogodisnje
prezivljavanje iznosi ispod 40%, vedina pacijenata dozivljava relaps u periodu od 5 godina
I, bez obzira na kontinuiranu terapiju, umire od primarne bolesti (Appelbaum FR, 2001).
Pacijenti stariji od 60 godina imaju narocito losu prognozu, sa verovatnocom dvogodisnjeg
prezivljavanja nizom od 10% (Lowenberg B, 1998). Smatra se da do relapsa, odnosno
ponovne pojave bolesti, dolazi jer i nakon indukcione terapije mali broj malignih ¢elija ostaje
prisutan. 1z ovog razloga neophodno je bolje razumevanje molekularne osnove ovog

oboljenja, u cilju razvoja efektivnijih terapeutika.

Pojava da mali broj leukemijskih Celija ostaje u kosStanoj srzi i nakon indukcije klinicke
remisije, naziva se minimalna rezidualna bolest (MRB; eng. ,,MRD —minimal residual
disease*). Minimalna rezidualna bolest predstavlja veoma mocan prognosticki faktor koji
moze da ukaze na ponovnu pojavu bolesti (relaps) 1 pre pojave klinickih simptoma

(Szczepanski T, 1997).
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| - 1.1. Proces hematopoeze i leukemogeneza

Leukemijske ¢elije blasta (LCB), koje se akumuliraju u ko$tanoj srzi i perifernoj krvi
pacijenata, su posledica poremecaja normalnog procesa hematopoeze. Hematopoeza
predstavlja proces nastanka zrelih ¢elija krvi razli¢itih éelijskih linija od hematopoetskih
matiénih éelija (HMC) (Slika 1.). Hematopoetske éelije su retke, u kostanoj srzi nalazimo
jednu na 20x10°® drugih ¢elija. One su pluripotentne i imaju kapacitet samoobnavljanja,
obezbedujuéi odrzavanje homeostaze hematopoetskog sistema (Kondo M, 2003). HMC
stvaraju zajednicke mulitpotentne mijeloidne i limfoidne ¢elije prognenitore, koje se
diferenciraju u ¢elije mijeloidne odnosno limfoidne ¢elijske linije (Orkin SH, 2008). Kako
¢elije postepeno postaju sve vise diferencirane, one gube kapacitet samoobnavljanja i

pluripotentnosti, koje su karakteristike HMC.
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Slika 1. Sematski prikaz hematopoeze. Prikazano je razviée hematopoetskih mati¢nih ¢elija (HMC). HMC se
mogu podeliti na dugoZiveée samoobnavljajuée HMC, kratkoZiveée samoobnavljajuée HMC i multipotente
progenitore. Od njih nastaju zajednicki mijeloidni ili limfoidni progenitori ( ZMP i ZLP), granulocitni
mijeloidni progenitor (GMP), megakariocitni eritrocitni prekursor (MEP), eritroidni prekursor (ErP),
megakariocitni prekursor (MkP), ,,natural killer (NK). Modifikovano iz rada Reya T. iz 2001. godine. (Reya
T, 2001).
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Leukemogeneza kod AML predstavlja heterogen visestepeni proces, u kome jedna geneticka
promena nije dovoljna da izazove nastanak AML, vec¢ je neophodno prisustvo najmanje dve
razli¢ite mutacije (aberacije) u hematopoetskim progentorskim ¢elijama, koje ¢e dovesti do
njene transformacije u malignu ¢eliju, od koje ¢e se dalje razviti klonalna populacija AML
¢elija (Mrozek K, 2007). Rezultuju¢e molekularne alteracije doves¢e do prekida skoro
svakog aspekta normalne celijske homeostaze. Prisutni su brojni poremeceni procesi
ukljucujuéi neadekvatnu proliferaciju u odsustvu normalnih signala rasta, neograni¢enu
samoobnovu na nacin analogan stem celijama, izbegavanje programirane celijske smrti,
inhibicija diferencijacije, aberantna kontrola klju¢nih tac¢aka ¢elijskog ciklusa, genomska
nestabilnost i1 rasejavanje leukemijskih ¢elija u razlicite delove organizma (Lichtman JD i
Sternberg DW, 2005).

Proces u kome leukemijske mati¢ne éelije (LMC) stvaraju leukemijske éelije blasta u AML
je proces analogan hijerarhijskom uredenju HMC, opredeljenim progenitorima i terminalno
diferenciranim éelijama krvi u normalnoj hematopoezi (Bonnet i Dick, 1997). LMC su éelije
kancera koje imaju osobine mati¢nih ¢elija, sa izrazito velikim kapacitetom za samoobnavu
i repopulaciju (Dick JE, 2008). LMC mogu takode biti u stanju mirovanja, i pretpostavlja se
da upravo njihova latencija pruza mogucnost rezistencje na konvencionalnu hemoterapiju,
omogucavajuci njihovo prezivljavanje , koje zatim dovodi do relapsa bolesti kod pacijenata
koji su postigli kompletnu remisiju (Dick JE, 2008). Precizno poreklo LMC je i dalje predmet
diskusije (Dick JE, 2008). Pa tako, LMC mozZe voditi poreklo of multipotente HMC koja je
pretrpela malignu transformaciju ili, moZe poticati od HMC koja je ve¢ u odredenoj meri
opredeljena. U ovom slucaju stadijum zrelosti leukemijske celije predstavljao bi odraz
stadijuma zrelosti normalne ¢elije od koje ona vodi poreklo. Isto tako proces moze biti obrnut,
odnosno LMC moze nastati od ¢elija mijeloidnog progenitora koja tokom leukemogeneze
ponovo sti¢e osobine koje poseduje stem celija, kao npr. veliki kapacitet samoobnove

(Krivtsov AV, 2006; Goardon N, 2011).
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Transformacija normalne hematopoetske c¢elije u leukemijsku celiju obuhvata sticanje
viSestrukih genetiCkih alteracija, kao Sto su hromozomske aberacije ili genske mutacije,
tokom duzeg perioda vremena, u visestepenom procesu (Kelly LM, 2002). Sve prisutne
alteracije mozemo klasifikovati u one Klase I i Klase II. Klasa I, odnosno induktorske
mutacije, obuhvataju promene koje aktiviraju puteve signalne transdukcije i stoga
povecavaju prezivljavanje i proliferaciju Celija nosilaca ovih promena. Ovim c¢elijama,
induktorske mutacije obezbeduju selektivnu prednost i generalno se dogadaju u genima
asociranim sa kancerom. Nasuprot tome, mutacije klase Il, odnosno propratne mutacije,
remete funkciju transkripcionih faktora, koji su vazni za diferencijaciju ¢elija. Ove promene
ne obezbeduju selektivnu prednost, i mogu nastati u ¢eliji i pre sticanja induktorske mutacije.

U Tabeli 1. sumirane su najcesc¢e citogeneticke i geneticke aberacije podeljene po klasama.

Tabela 1. Promene u genima klase | i klase 11 u AML (Arber DA, 2016)

Mutacije klase | Mutacije klase I1
FLT3/ITD PML-RARA/(15;17)
FLT3/TKD AML-ETO/t(8;21)

KIT CBFB-MYH11/inv(16)-t(16;16)
JAK NPM1
NRAS CEBPA
KRAS MLL
RUNX1/AML
DNMT3A

Hipoteza kojom se objasnjava proces leukemogeneze, tzv. "2 hit" hipoteza, je zasnovana na
navedenoj klasifikaciji genetickih promena i postulira da je udruzeno delovanje mutacija obe
klase neophodno za malignu transformaciju celija 1 razvoj kompletnog leukemijskog
fenotipa. [ako se ovom teorijom ne mogu objasniti svi AML slu¢ajevi, ona moze da objasni
zaSto mutacije klase I Cesto koegzistiraju sa mutacijama klase Il. Na primer, FLT3/ITD
mutacije (eng. ,,FMS-Like Tyrosine Kinase 3 internal tandem duplication®) su kod obolelih

od AML cesto udruzene sa mutacijama u NPM1 genu (eng. ,,Nucleophosmin 1) (Schlenk
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RF, 2008). Pregled najées¢ih molekularno genetic¢kih alteracijau AML prikazan je u Tabeli
2.

Tabela 2. Pregled naj¢esc¢ih molekularno genetickih abnormalnosti u AML (Arber DA, 2016)

Gen Promena Procenat zastupljenosti | Prognosticki efekat
ASXL1 Mutacija 5-10% Nepovoljan

BAALC Prekomerna ekspresija Nepovoljan

CEBPA Homozigotna mutacija | 10% Povoljan

DNMT3A Mutacija 20% Nepovoljan

EVILl Prekomerna ekspresija Nepovoljan

FLT3 ITD-mutacija 25-30% Nepovoljan

FLT3 TKD-mutacija 5% Nepovoljan

IDH1/2 Mutacija 10% Nepovoljan

JAK2 Mutacija 5% Intermedijeran

KIT Mutacija 10% Nepovoljan u CBF-AML
KRAS Mutacija 5% Intermedijeran

MLL Mutacija 5% Nepovoljan

MN1 Prekomerna ekspresija Nepovoljan

NPM1 Mutacija 30-35% Povoljan bez FLT3-ITD
NRAS Mutacija 10-15% Intermedijeran
RUNX1/AML1 Mutacija 5-10% Intermedijeran

TET2 Mutacija 10% Intermedijeran

TP53 Mutacija 5% Nepovoljan

WT1 Prekomerna ekspresija Nepovoljan

Ovi geneticki “dogadaji” narusavaju normalne Celijske procese i njihova akumulacija u

klonu rezultuje kancerogenim fenotipom, koji se odlikuje “karakteristikama kancera”. Ove

“karakteristike” mogu ukljucivati sposobnost da se odrzi proliferativna signalizacija,
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izbegavanje uticaja supresora rasta, rezistencija na apoptozu i indukcija nekontrolisane
replikacije (Hanahan D, 2011). Selektivna prednost, koju ¢elije leukemijskih blasta sticu nad
normalnim ¢elijama, omogucavaju dominaciju leukemijskog klona i akumulaciju
leukemijskih blasta u perifernoj krvi i koStanoj srzi pacijenta. Iz svih navedenih razloga
identifikacija novih terapeutika koji bi ciljano delovali na ukidanje vijabilnosti leukemijskih

mati¢nih ¢elija, znatno bi doprinela efikasnijem le¢enju ove bolesti.

| - 1.2. Klonska evolucija u leukemijama

Zarazliku od normalne hematopoeze, koja predstavlja proces poliklonske ekspanzije u kome
nekoliko mati¢nih ¢Eelija proliferiSe i diferencira se da bi produkovalo meSavinu terminalno
diferenciarnih ¢elija, vec¢ina hematoloskih neoplazmi nastaje kao rezultat monoklonske
ekspanzije. Geneticka promena koja jednoj ¢eliji omogucuje selektivnu prednost nad drugim
¢elijama, moze dovesti do razvoja klona, a viSestepena priroda procesa nastanka AML lezi u
0snovi stvaranja Citavog spektra sub-klonova koji se medusobno razlikuju u svojim ste¢enim
sekundarnim alteracijama. Jedan klon ¢e obi¢no biti dominantan 1 usmeravati tok bolesti, ali
¢e primena selektivnog pritiska (npr. u obliku primenjene hemoterapije), u odredenom
trenutku dovesti do smene izmedu klonova, i omoguciti hijerarhijski nizem klonu da
preuzme dominaciju nad tokom bolesti. Cinjenica da se kod AML pacijenata koji doZive
relaps rezistencija na hemoterapiju javlja tek u kasnijim stadijumima lec¢enja, govori u prilog
tome da klon koji izaziva relaps nije uvek onaj klon koji je prisutan na samom pocetku
bolesti. Klon koji uzrokuje relaps bolesti se javlja kao posledica selektivnog pritiska
primenjene terapije i pojave klonske evolucije (Nakano Y, 1999). Prisutvo evolucije klona
se dokazuje pracenjem odredenih genetiCkih promena u toku trajanja leCenja obolelih.
Prac¢enje promena u FLT3 genu kod AML pacijenata pokazalo je nestabilnost aberacija u
ovom genu, na osnovu ¢ega je zakljuceno da su one tzv. sekundarne ,,prate¢e* mutacije koje

se gube u toku procesa klonske evolucije (Nakano Y, 1999; Shih LY, 2004; Chen W, 2005).
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I - 2. Akutna mijeloidna leukemija

| —2.1. Klasifikacija na osnovu citogenetickog nalaza

Citogeneticke abnormalnosti detektuju se kod otprilike 55% adultnih AML pacijenata
(Dohner H, 2010). Kariotip predstavlja jedan od najsnaznijih nezavisnih prognositickih
faktora kod obolelih od AML (Mrozek K. et al 2004). Tacnije, na osnovu kariotipa
detektovanog na pocetku bolesti, pacijenti se svrstavaju u grupe rizika, a od procenjenog
rizika zavisi 1 koji €e terapijski protokol biti primenjen. Stoga je detekcija ovih citogeneti¢kih
alteracija neophodan korak za zapocinjanje leCenja (Bloomfield CD, 1998). Medutim, kod
oko 45% obolelih od AML nije moguc¢e detektovati citogeneticku abnormalnost, pa se ovi

pacijenti klasifikuju kao AML sa normalnim kariotipom (AML-NK).

Na osnovu citogenetike, AML pacijenti se mogu podeliti u tri rizi¢ne kategorije. Pacijenti sa
translokacijom t(15;17)(q22;q12-21), t(8;21)(922;922) ili inv(16)(p13g22) odnosno
t(16;16)(p13;922) imaju povoljnu prognozu (Mrozek K, 2004). Pacijenti sa kompleksnim
kariotipom i inv(3)(q21g26), odnosno t(3;3)(g21;q26), spadaju u grupu sa nepovoljnom
prognozom. Grupa sa intermedijernim rizikom sastoji se od pacijenata sa normalnim
kariotipom i pacijenata koji se odlikuju prisustvom t(9;11)(p22;923), del6q, del9q, delllq,
ili del20q. Ovakva kategorizacija pruza moguc¢nost predvidanja ishoda i toka bolesti, kao 1
odabir najadekvatnije terapije i predvidanje odgovora na istu. Medutim, grupa sa
intermedijernim rizikom koja je veéim delom sastavljena od pacijenata sa normalnim
kariotipom (AML-NK) je grupa sa veoma heterogenim ishodom bolesti. U praksi ova grupa
predstavlja skup pacijenata koji mogu imati povoljan, intermedijeran ili lo§ klini¢ki ishod
(Grimwade D, 1998). Poslednjih decenija je velika paznja posvecena izucavanju
molekularnih mehanizmima koji leze u osnovi klinicke heterogenosti AML-NK grupe
pacijenata. DoSlo se do zakljucka da je heterogenost u klinickom smislu samo odraz velike
heterogenosti koja je prisutna na molekularno-genetickom nivou kod ovih pacijenata.
Identifikovani su brojni novi molekularni markeri koji doprinose boljem razumevanju

etiologije AML-NK, ali omogucéavaju i dodatnu stratifikaciju rizika ovih bolesnika
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prevazilaze¢i ograni¢enja procene rizika na osnovu kariotipa pacijenta. Dodatna stratifikacija
mogla bi da spreCi previSe intenzivnu ili nedovoljno intenzivnu terapiju, putem
diskriminacije pacijenata koji bi imali koristi od agresivnijeg protokola, ukljucujuéi alogenu
transplantaciju mati¢nih ¢elija. Takode, molekularni markeri mogu da otkriju mehanizme
koji leze u osnovi leukemogenze 1 mogu takode posluziti kao potencijalni targeti za nove

terapije.

| — 2.2. Molekularno-geneticke promene u AML-NK

Kao $to je ve¢ navedeno AML-NK ¢ini viSe od 50% svih detektovanih adultnih AML
slu€ajeva. Svi su svrstani u intermedijarnu grupu rizika, a njihovo petogodiSnje
prezivljavanje se kreé¢e od samo 20 - 42% (Byrd, 2002). Ova grupa pacijenata se karakterise
izuzetno heterogenim mutacionim profilom i heterogenim profilom genske ekspresije (eng.
»gene expression profile“-GEP), koji se moze znatno razlikovati izmedu pojedinac¢nih
pacijenata, a razlike se mogu detektovati ¢ak i u okviru istog pacijenta u zavisnosti od
posmatrane faze bolesti, odnosno lecenja. Ovo ne ¢udi, s obzirom na prisustvo visestrukih
leukemijskih klonova koji se uporedo razvijaju, nestaju i evoluiraju u toku nastanka bolesti i
njenog lecenja. Sve ovo veoma oteZava izu¢avanje molekularno-geneticke osnove AML-NK,

ali i komplikuje odabir efikasne terpije.

Proteklih decenija mnogo napora je uloZeno u pronalazak novih molekularno-geneti¢kih
markera koje ¢e omoguciti dodatnu subklasifikaciju AML-NK pacijenata. Neki od ovih
markera kao §to su mutacije u FLT3, NPM1 i CEBPA (eng. “CCAAT/Enhancer Binding
Protein Alpha”) genu, ve¢ su ukljuceni u novu klasifikaciju Svetske zdravstvene organizacije
(eng. ,,World Health Organisation — WHO®) i uvrsceni su u klinicku praksu (Arber DA,
2016). Geni kao sto su IDH1 (eng. ,.Isocitrate Dehydrogenase (NADP(+)) 1, Cytosolic*) i
IDH2 (eng. ,,Isocitrate Dehydrogenase (NADP(+)) 2, Mitochondrial) i detekcija mutacija u
njima, se nalaze na ,,spisku“ onih ¢ija se analiza preporucuje, ali se jo§ uvek nije doslo do
konacnih zaklju¢aka o njihovoj ulozi kao markera znacajnih za prognozu. Ovakve preporuke

definiSu veliki istracivacki konzorcijumi kao Sto je ,,European LeukemiaNet — ELN®, 1
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njihovom Sirokom primenom dobijaju se kompletniji podaci o validaciji potencijalnih
prognosti¢kih markera (Dohner H, 2016). Grupa eksperata okupljenih oko ELN organizacije,
takode je preporucila izucavanje ekspresionog profila pojedinih gena kod obolelih od AML-
NK. Geni kao $to su WT1 (,,Wilms Tumor 1¢), BAALC (,,Brain and Acute Leukemia,
Cytoplasmic*), MN1 (,,Meningioma (disrupted in balanced translocation) 1) i EVI1
(,,Ecotopic viral integration site-1°) su prepoznati kao vazni za procese proliferacije,
prezivljavanja i diferencijacije, a takode za njih je u mnogim istrazivanjima pokazano da
imaju prediktivni znacaj za ishod AML-NK pacijenata (Cilloni D, 2009; Rockova V, 2011).
Pracenje ekspresije ovih gena jo§ uvek nije usvojeno kao deo rutinske molekularne

dijagnostike u klinickim protokolima.

Dalja analiza brojnih molekularno-genetickih faktora prisutih kod AML-NK pacijenata,
njihova detaljnija karakterizacija, kao i pronalazak novih kandidata, pomo¢i ¢e u daljem
razumevanju leukemijskog procesa, u substratifikaciji pacijenata u preciznije grupe rizika

kao i u uspostavljanju ciljane, personalizovane terapijske strategije.

| - 3. Mutacioni profil adultne i de¢je AML

Akutna mijeloidna leukemija je maligno oboljenje ¢ija se pojava vezuje prvenstveno za
srednje i starije starosno doba (Pollyea DA, 2011). Kod dece, AML je zastupljena sa 15 -
20%, a ucestalost se povecava sa staroSc¢u i dostize 80% svih detektovanih sluc¢ajeva akutnih
leukemija kod odraslih (Weinstein HJ, 1999). Razlike izmedu ove dve starosne grupe postoje

i u zastupljenosti citogenetickih aberacija i molekularnih karakteristika.

Ucestalost abnormalnog kariotipa je generalno niza kod adulta nego kod pedijatrijskih de
novo AML (55% nasuprot 76%), a incidenca pojave specificnih rekurentnih aberacija takode
se znacajno razlikuje. Dok je zastupljenost t(15;17) 1 inv(16) sli¢na kod adulta i kod dece,
t(8;21) je dva puta ¢es¢a kod pedijatrijskih AML. S druge strane, neke retke rekurentne
aberacije detektuju se samo u dec¢joj AML, dok su kod adulta potpuno odsutne [Mrozek K,
2004].

10
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Jo§ vece razlike izmedu de¢je (AAML) i adultne (RAML) AML su zapaZene na molekularnom
nivou. Mutacije u egzonu 12 NPM1 gena su najée$¢e mutacije koje se detektuju kod AML,
sa ucestalos¢u od 30% kod adultnih AML i sa vise od 50% kod AML-NK pacijenata (Falini
B, 2009). Kod dec¢jih AML, NPM1 mutacije se znacajno rede srecu, sa ucestalo$¢u izmedu
0% i 6.5%. Internalna tandemska duplikacija FLT3 gena (FLT3/ITD) prisutna je kod oko
25% adultnih AML, dok je ucestalost kod dece znatno niza, sa oko 5-15% (Krstovski N,
2010; Rubnitz JE, 2012). Ovi podaci ukazuju da postoje znacajne razlike u molekularnim

mehanizmima leukemogeneze kod dece u poredenju sa adultima.

Pojava nove tehnologije sekvenciranja nove generacije (eng. ,,next generation sequencing® -
NGS) omogucila je sekvenciranje pojedinac¢nih genoma tumorskih ¢elija, otkrivajuci veliki
broj (1,000 do 100,000) somatski steCenih genetickih alteracija. Razvoj mnogobrojnih NGS
pristupa obezbedio je znantno bolji uvid u poreklo i evoluciju leukemogeneze, ukljucujuéi i

patogenezu AML.

NGS tehnologija primenjena je u nekoliko istrazivanja omoguéujuéi bolje razumevanje
mutacionog profila koji leze u osnovi AML patologije. Prvo sekvenciranje AML genoma
prijaviji su Ley TJ 1 saradnici 2008. godine, koriste¢i metodu sekvenciranja celog genoma
(eng. ,,whole genome sequencing®). Nakon toga, objavljene su i druge studije, medu kojima
je 1 istrazivanje Mardis i saradnika, u kojem su kod AML-NK pacijenata prvi put prijavljene
mutacije u IDH1 genu (Ley TJ, 2010; Mardis ER, 2009; Welch JS, 2011). Dalje analize
velikog broja AML-NK pacijenata, koji su podvrgnuti razli¢itim klinickim protokolima,
potvrdili su da se IDH mutacije (IDH1 i IDH2) dogadaju kod otprilike 20% pacijenata, $to
ih ¢ini jednom od najée$¢ih molekularnih aberacija kod AML-NK (Marcucci G, 2010).
Interesantno je da ucestalost ovih mutacija takode zavisi od starosne dobi pacijenta, pri cemu
je najveca zastupljenost kod adultnih AML-NK pacijenata, a najniza kod pedijatrijskih
pacijenata, sa ucestaloscu koja se kre¢e od 0% do 9.8% (Oki K, 2011 ; Andersson AK, 2011).

Novi podaci o mutacionom profilu obolelih od AML dobijeni primenom moderne NGS
tehnologije, samo su doprineli ve¢ zapazenim razlikama koje postoje izmedu adultne i deCje

AML. Istovremeno, tek je nova NGS metodologija postala , kadra“ da sveobuhvatno sagleda

11
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mutacioni profil ovog veoma kompleksnog i heterogenog oboljenja i da paralelno analizira

obe starosne kategorije.

1-4. WT1

WT1 (Wilms tumor 1) gen je prvi put identifikovan kao tumor-supresorski gen ukljucen u
patogenezu Wilmsovog tumora - kancera bubrega (Haber DA, 1990). U humanom genomu
je lociran na hromozomu 11p13 i prostire se na 50 Kb genomske DNK (Coppes MJ, 1993).
U humanim adultnim tkivima ovaj gen se eksprimira u urogenitalnom sistemu, centralnom
nervnom sistemu i tkivima uklju¢enim u hematopoezu, ukljucujuéi kostanu srz i limfne

¢vorove.

WT1 gen se sastoji od 10 egzona koji se prepisuju u 3 Kb dugacak primarni tanskript
informacione RNK (Slika 2). Najce$ce, alternativna obrada primarnog transkripta (eng.
,RNA splicing®) ukljucuje: 1) iskrajanje egzona 5 (koji kodira 17 amino kiselina); 2)
iskrajanje devet nukleotida na 3’ kraju egzona 9 (tri amino kiseline — lizin, treonin i serin
(KTS)). Alternativna obrada ova dva mesta dovodi do nastanka cetiri razliCite proteinske

izoforme, sa prisutnim, odnosno odsutnim egzonom 5 i KTS regionom (Haber DA, 1991).

WTL1 protein se sastoji od N-terminalog domena, koga ¢ine sekvence bogate prolinom i
glutaminom (Slika 2.), 1 koji je od krucijalne vaznosti za funkciju transkripcione regulacije
WTI1 proteina, s obzirom da sadrzi domene za represiju i aktivaciju transkripcije. C-
terminalni domen WT1 proteina sastoji se od Cetiri Cys2-Hisz cink prstic¢a, koji omogucavaju
vezivanje za ciljne DNK sekvence, ali su takode ukljuceni i u interakcije sa RNK i proteinima
(Menke AL, 1998). Dodatni domeni WT1 proteina esencijalni su za nuklearnu lokalizaciju
proteina i za prepoznavanje RNK. Kombinacijom alternativne obrade primarnog transkripta,
inicijacijom translacije sa razli€itih start kodona, 1 RNK editovanjem nastaje vise od 20

razli¢itih WT1 genskih produkata, koji kodiraju razli¢ite proteine sa molekulskom masom od
52 do 65 kDa (Haber DA, 1991).
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a) Organizacija WT1 gena L )
KTS 50 kb
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b) Struktura WT1 proteina
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Slika 2. Sematski prikaz organizacije WT1 gena i strukture WT1 proteina. a) §ematski prikaz WT1 gena.
Brojevima od 1-10 obeleZeni su egzoni. b) Sematski prikaz WT1 proteina. Modifikovano iz rada Scholz H. iz
2005.godine. (Scholz H, 2005)

Postojanje ovako velikog broja izoformi govori u prilog tome da potencijalno svaka izoforma
moze imati svoju specificnu funkciju. Ipak, najviSe ispitivana je funkcija WTI1 kao

transkripcionog faktora.

Kao $to se moze zakljuCiti na osnovu prisustva motiva cink prstica na C-terminalnom
domenu proteina, WT1 je mocan transkripcioni regulator. Medu njegovim ciljnim genima
nalaze se geni vazni za ¢elijski rast i metabolizam, kao Sto su komponente celijskog matriksa,
faktori rasta i drugi transkripcioni faktori. WT1 moze aktivirati ili izvrSiti represiju
transkripcije specifi¢nih ciljnih gena. Da li ¢e se WT1 ponasati kao aktivator ili kao represor
moze zavisiti od nivoa ekspresije WT1 gena, tipa WT1 izoforme ili od toga da li se WT1

protein vezuje uzvodno ili nizvodno od mesta pocetka transkripcije ciljnog gena. Takode,
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interakcija izmedu WTI1 1 p53 proteina tumor supresora, koji je veoma vazan za proces
samoobnove 1 prezivljavanja, moze da odredi da li ¢e se WT1 ponasSati kao represor ili kao

aktivator transkripcije (Reddy JC, 1995).

Razlike u transkripcionoj aktivnosti WT1 proteina mogu se objasniti post-translacionim
modifikacijama i protein-protein interakcijama. Jedan od proteina za koji je pronadeno da je
povezan sa WT1 1 da reguliSe njegovu aktivnost je tumor supresor p5S3, koji moze da
interaguje se prva dva domena cink prstica WT1 proteina. Jedno istrazivanje je pokazalo da
interakcija p53 1 WT1 remeti proapoptotsku aktivnost oba proteina, $to nam omogucava da
razumemo vaznost perzistentne ekspresije wt (eng. ,,wild type®) p53 1 WT1 u AML ¢elijama
(Boyapati A, 2004). Ovo takode moZe objasniti brzu indukciju celijske smrti, nakon

inhibicije ili p53 ili WT1 u ovim ¢elijama.

Takode, istrazivanja su pokazala da je i Par-4 protein (eng. ,,Prostate apoptosis response
factor), represor WT1 transaktivacione aktivnosti. On interaguje sa WT1 i indukuje ¢elijsku
smrt. U kontekstu AML, istrazivanje Valk PJ i saradnika je pokazalo da je Par-4 visoko
eksprimiran u normalnim CD34" ¢elijama, ali nisko eksprimiran ili potpuno odsutan kod
ve¢ine AML uzoraka koji imaju visoke nivoe ekspresije WT1 gena (Valk PJ, 2004). Ovo
otkri¢e moze objasniti na koji nac¢in AML ¢elije odrzavaju visoke nivoe ekspresije WT1 gena,

a ostaje nepoznato kako Par-4 gen postaje utiSan u tim slu¢ajevima.

WT1 gen kodira transkripcioni fakror koji je uklju€en u regulaciju ¢eliskog metabolizma 1
rasta. Takode, on utiCe na proliferaciju i1 diferencijaciju Celije, kao 1 na njeno prezivljavanje
(Ariyaratana S, 2007). Iako jo§ uvek nema dovoljno informacija o funkciji WT1 proteina,
ono S$to jeste poznato je da on ima sposobnost da se ponaSa i kao tumor supresor i kao

onkogen (Yang L, 2007).
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| - 4.1. WT1 u normalnoj hematopoezi i leukemijama

U normalnoj koStanoj srzi uvecana WT1 ekspresija ograni¢ena je na primitivnu CD34"
progenitorsku populaciju ¢elija. Njegova ekspresija je odsutna kod zrelih, diferenciranih
¢elija, $to ukazuje na to da ovaj gen ima krucijalnu ulogu u hematopoezi (Hosen N, 2002). U
humanim hematopoetskim ¢elijama WT1 najverovatnije ima ulogu tumor supresora, S
obzirom da prekomerna ekspresija WT1 gena dovodi do inhibicije proliferacije CD34"
progenitorskih ¢elija (Svedberg H, 2001). Medutim, u protekloj deceniji izu¢avanje uloge
koju WTI1 ima u malignim ¢elijama je otkrilo njegovu potencijalnu onkogenu ulogu.
Najvazniji dokaz koji ide u prilog ovome je prekomerna ekspresija WT1 gena u mnogim
humanim kancerima, hematoloskog 1 nekog drugog porekla. Konkretno kod leukemija,
postoji sve viSe dokaza koji pokazuju bioloski i klini¢ki znacaj aberantne ekspresije WT1

gena.

WT1 je visoko eksprimiran kod razlicitih tipova leukemija, pa tako, u hroni¢noj mijeloidnoj
leukemiji, nivo WT1 ekspresije je obi¢no nizak u hroni¢noj fazi, ali se ¢esto detektuje rast
njegove ekspresije kod pacijenata koji ulaze u fazu blastne krize. U akutnim leukemijama,
povecan nivo WT1 moze se detektovati kako kod akutnih limfoblastnih, tako i kod
mijeloidnih leukemija (Miwa H, 1992). Visok nivo WT1 ekspresije se takode moze
detektovati 1 u nekim formama mijelodisplasti¢nih sindroma (MDS), gde se dovodi u vezu

sa povecanim procentom blasta i predstavlja prediktor rane progresije u AML (Tamaki H ,
1999).

U istrazivanjima na ¢elijskim linijama poreklom od AML, ukidanje ekspresije WT1 gena je
dovodilo do smanjenja proliferacije i do induklcije apoptoze ovih ¢elija (Yamagami T, 1996).
Kod AML pacijenata, uvecana ekspresija WT1 gena je ¢esto udruzena sa loSom prognozom,
a prisustvo povisene WT1 ekspresije i nakon tretmana standardne hemoterapije ukazuje na

nepotpuni odgovor na primenjenu terapiju (Barragan E, 2004).

Pokazano je da uloga WT1 gena u kontroli normalnog procesa hematopoeze moze biti

narusena i prisustvom mutacija u ovom genu. Za WT1 mutacije je ustanovljeno da
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predstavljaju deo procesa leukemogeneze, i da se mogu detektovati kod oko 10% AML-NK

pacijenata. Ove mutacije pretezno se dogadaju u egzonima 7 1 9, i nezavisno predvidaju lo$

ishod kod AML-NK pacijenata (Virappane P, 2008).

Prekomerna ekspresija WT1 se moze detektovati kod 85% adultnih AML pacijenata, te se
stoga smatra da ovaj gen ima veoma vaznu ulogu u razoju AML (Inoue K, 1997; Ostergaard
M, 2004). Takode, postoje dokazi koji ukazuju na to da nivo ekspresije WT1 moze imati
prognosticke implikacije kod obolelih od AML. Brojne studije su pokazale da je prekomerna
ekspresija WT1 udruzena sa kra¢im ukupnim prezivljavanjem obolelih i sa ranom pojavom
relapsa bolesti (Bergmann L, 1997; Trka J, 2002; Garg M, 2003; Barragan E, 2004; Cilloni
D, 2009). Zapazanja da se nivo ekspresije WT1 gena kod pacijenata u kompletnoj klini¢koj
remisiji smanjuje, ponekad i do nivoa koji je niZi od onog detektovanog u zdravoj populaciji,
uticale su na pojavu studija koje su posvecéene ispitivanju WT1 ekspresije kao potencijalnog
markera za odredivanje minimalne rezidualne bolesti (MRB). Odredivanjem nivoa espresije
WT1 na kraju inicijalnog tretmana, moze se predvideti postojanje rizika od pojave recidiva,
ta¢nije moze ukazati na pojavu ranog relapsa (Weisser M, 2005; Lapillonne H, 2006; Cilloni
D, 2008; Gray JX, 2012; Ommen HB, 2008). Medutim, jo§ uvek postoje kontroverze po
pitanju znacaja koji WT1 ekspresija moze imati kao marker za MRB, i to zbog rezultata
studija koji govore o tome da WT1 ekspresija nema prediktivnu vrednost (Rodrigues PC,
2007; Hamalainen MM, 2008).

-5 EVI1

Ecotopic viral integration site-1 (EVI1) gen prvi put je opisan od strane Morishita K i
saradnika u mi§jem model sistemu, kao uobicajeno mesto retrovirusne insercije, Sto uzrokuje
prekomernu ekspresiju EVI1 i razvoj leukemije (Morishita K, 1988). Ova prva zapazanja
ukazuju na ulogu EVI1 kao onkogena. Nakon toga, humani EVI1 gen je lokalizovan na
hromozomu 3g26.2 region, koji je sklon hromozomskim rearanzmana u razli¢itim

mijeoidnim malignitetima (Morishita K, 1992). Ovaj gen se prostire na oko 100 kb i sadrzi
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16 egzona, a njegov primarni transkript je podloZan alternativnoj obradi. Pored prethodno
navedenog mehanizma do varijabilnosti u nastalim iRNK EVI1 gena moze do¢i i prilikom
upotrebe alternativnih mesta pocetka transkripcije. Veéina varijanti iRNK  nastalih
transkripcijom sa 5’ kraja EVI1 gena, translacijom se prevode u isti protein, osim transkript
varijante koja se naziva MDS1/EVI1 (Wimmer K, 1998). Ova iRNK, osim EVI1 sekvenci
koje pocinju od egzona 2, sadrzi i sekvence koje su poreklom sa MDS1 gena, koji se nalazi
uzvodno od EVI1 gena. Protein koji nastaje translacijom MDS1/EVI1 transkripta sadrzi
dodatak od 188 amino kiselina, koje kodiraju takozvani PR domen. U svemu ostalom,
MDSI1/EVII protein je identican EVI1 proteinu (Fears S, 1996).

EVI1 gen kodira relativno veliki nuklearni protein sa molekulskom masom oko 145 kDa.
Sadrzi dva domena sa cink prsti¢ima: 1) proksimalni domen sa sedam cink prsti¢a i 2) distalni
domen sa tri cink prsti¢a. Izmedu ova dva domena nalazi se domen za represiju, a na C

terminusu proteina nalazi se acidi¢ni region. (Wieser R, 2007).

EVI1 protein ima ulogu regulatora transkripcije, kod koga su interakcije sa DNK molekulom
regulisane preko dva domena sa cink prsti¢ima (Nucifora G, 2006). Interakcijom sa drugim

proteinima EVI1 obavlja visestruke uloge:

(1) interakcija sa CtBP (C-terminal binding protein) proteinom za posledicu ima dejstvo
EVI1 kao represora transkripcije (Nucifora G, 2006);

(2) interakcija sa transkripcionim faktorima GATA-2, GATA-11 PU.1 koji su od klju¢ne
vaznosti za hematopoezu 1 mijelodnu homeostazu. Preko interakcije sa GATAL,
EVII uzrokuje inhibiciju eritroidne diferencijacije, vrsi pozitivnu regulaciju GATA2
ekspresije i stimulise ekspanziju HSC. (Yuasa H, 2005; Laricchia-Robbio L, 2006;
Laricchia-Robbio L, 2009);

(3) interakcija sa TGF-B ,JNK i AP-1 i PI3K signalnim putem. EVI1 inhibira aktivnost
JNK kinaze i time spreava apoptozu. Takode, indirektno interakcijom sa Smad3 1
CtBP proteinom, blokira efekat inhibicije rasta koji ostvaruje TGF-B i stimulise
aktivnost AP-1 proteina, Sto rezultuje pove¢anom ¢elijskom proliferacijom (Liu Y,

2006; Tanaka T, 1994);
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(4) interakcija sa molekulima koji su uklju¢eni u odrZavanje genomske stabilnosti. Tako
npr. preko interakcije sa SOX4 dovodi do stabilizacije tumor supresorskog gena TP53
(Boyd KE, 2006).

Proteini koji interaguju sa EVII 1 njihov efekat na ¢elijsku funkciju prikazani su na Slici 3.
Skorija istrazivanja su pokazala da EVII interaguje i sa histon metiltransferazama, kao i sa
nekoliko proteina koji vrSe remodelovanje hromatina, naglasavaju¢i ulogu EVIl1 u
epigenetickoj regulaciji genske ekspresije (Lugthart S, 2011; Senyuk V, 2005).

U svim navedenim molekularnim mehanizmima, EVI1 igra ulogu kako regulatora HSC, tako

i ulogu onkogenog proteina.

Ekspanzija HSC-a
= ( GATA2 )
~—
"\

(GA"’Ai\(Hmc> HMT \

5o [
men z2a Distalni
EVI1l | l mmm 1 renresxju domen
o) & / \
| Inhibicija JNK aktivnosti | RepresijaTGF-B signalizacije | St|muI|san1eAP 1 sktivnosti |

Apoptoza [ Inhibicija celijskog rasta | [ Ceh;ska proliferacija ]

Slika 3. Biohemijske osobine EVI11 proteina. Modifikovano iz rada Goyama S. iz 2009. godine (Goyama S,
2009)

| - 5.1. EVI1 u normalnoj hematopoezi
Uloga EVI1 u normalnoj hematopoezi do danas nije u potpunosti razjasnjena. Ustanovljeno

je da se EVI1 pretezno eksprimira i u embrionskim i u adultnim HSC, da je negativno

regulisan tokom diferencijacije, kao i da ima vazne uloge u ranoj ekspanziji HSC tokom
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embriogeneze misa, kao i u regulaciji proliferacije i odrzavanju HSC pula kod adulta (Yuasa
H, 2005). Goyama S i saradnici su pokazali da EVII ostvaruje svoju ulogu u regulaciji HSC

tako Sto reguliSe njihov proliferativni kapacitet na dozno-zavistan nacin (Goyama S, 2008).

Steinleitner K i saradnici su pokazali da se EVI1 transkript, kao i njegova alternativno
obradena varijanta MDS1/EVI1, eksprimiraju u CD34" ¢elijama, ali ona veoma brzo opada
prilikom diferencijacije u granulocitnu, monocitnu, dendritsku, eritroidnu i mega-kariocitnu
lozu (Steinleitner K, 2012) . Sli¢no se desava i sa nivoom EVII1 proteina koji se drasticno
smanjuje tokom procesa mijeloidne diferencijacije. Izazivanje povecane ekspresije EVI1 u
CD34" ¢elijama u in vitro uslovima, dovodila je do zastoja u rastu, apoptoze i/ili starenja

humanih hematopoetskih ¢elija.

Veliki broj gena koji su ukljudeni u samoobnovu HSC, su identifikovani kao direktni
nizvodni targeti za EVI1, a medu njima su GATA2, PBX1i PTEN (Yoshimi A, 2011; Shimabe
M, 2009; Yuasa H, 2005). GATAZ2 je od krucijalne vaznosti za odrZzavanje 1 proliferaciju
HSC, a EVII se direktno vezuje za GATA2 promotor gde vrsi ulogu enhensera (Tsai FY,
1994; Yuasa H, 2005). PBX1 je transkripcioni faktor koji regulie samoobnavu HSC,
odrZavaju¢i njihovu latentnost, a EVI1 direktno pozitivno reguliSe njegovu transkripciju, §to
je vazno za leukemijsku transformaciju indukovanu poremecajem ekspresije EVI1 gena
(Ficara F, 2008; Shimabe M, 2009). PTEN tumor supresor je obi¢no deletiran ili inaktiviran
u raznim kancerima, ukljucujuéi 1 mijeloidne malignitete, a EVII direktno vrSi represiju
PTEN transkripcije. Naime, postoje podaci da je u humanim leukemijama PTEN ekspresija
obrnuto povezana sa EVI1 ekspresijom (Yoshimi A, 2011). Rezultati ovih istrazivanja
ukazali su da je EVI1 glavni transkripcioni faktor u HSC, i da moze funkcionisati kao

aktivator, ili kao represor transkripcije njemu podredenih gena.

Ujedno sa njegovom DNK-vezuju¢om aktivnos¢u, EVI1 moze da regrutuje razliCite proteine,
kao $to su klju¢ni hematopoetski transkripcioni faktori i hromatin remodelujuéi proteini,
stvarajuci na taj nacin komplekse za transkripcionu regulaciju. EVII fizi¢ki interaguje sa
RUNXI, svestranim regulatorom ukljudenim u nastanak HSC i u proces leukemijske

transformacije. U sluc¢aju prekomerne ekspresije EVII1 ova interakcija dovodi do represije
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RUNX1-zavisne transaktivacije, a time i do blokade diferencijacije granulocita (Senyuk V,
2007). Takode, EVI1 se direktno vezuje za PU.1, transkripcioni faktor krucijalan za
limfoidni i mijeloidni razvoj, a deregulisana espresija EVIl remeti mijelopoezu vrseci
supresiju PU.1-zavisne aktivacije mijeloidnih gena (Laricchia-Robbio L, 2009). U slucaju
prekomerne ekspresije, EVI1 efikasno blokira vezivanje GATAL (glavnim regulatorom
eritropoeze) za DNK, i inhibira pravilnu eritroidnu diferencijaciju (Laricchia-Robbio L,
2006). Ova otkri¢a ukazuju na kljuénu ulogu EVI1 u procesu samoobnove HSC, u kome
dolazi do kompeticije izmedu razli¢itih kompleksa transkripcionih faktora, ¢ime se i odrzava

balans izmedu procesa samoobnove i diferencijacije.

| -5.2. EVI1 u leukemijama

Pokazano je da je evoluciono konzerviran EVI1 gen uklju¢en u veliki broj mijeloidnih
poremecaja, a danas se sa sigurnos¢u moze reci da je njegova deregulisana ekspresija jedan
od dominantnih uzroka pojave agresivnog tipa leukemije (Wieser R, 2007). Prekomerna
ekspresija EVI1 desava se kod oko 5-10% pacijenata sa de novo akutnom mijeloidnom
leukemjom (Barjesteh van Waalwijk i van Doorn-Khosrovani S, 2003). Kod AML obolelih
koji nose inv(3)(g21926.2) ili t(3;3)(q21g26.2) abnormalnosti, aberantna EVI1 ekspresija
uzrokovana je tackom prekida u okviru, ili blizu EVI1 lokusa, tj. u regionu 3q26.2. Medutim,
mnogo vefu grupu AML pacijenata Cine oni koji nemaju navedene hromozomske
abnormalnosti, a kod kojih se takode mogu detektovati visoki nivoi EVI1 ekspresije. Kod obe

grupe obolelih, EVI1 je prediktor loseg ishoda bolesti i rezistencije na terapiju.

S obzirom da je prekomerna ekspresija EVI1 u AML povezana sa losim ishodom kod tih
pacijenata, pretpostavlja se da je osnovna uloga EVI1 u leukemogenezi tipi¢na kao i za druge
onkoproteine, a to je povecanje prezivljavanja i kapaciteta samoobnove leukemijske stem
éelije (LSC), $to dovodi do progresije leukemije i do rezistencije na terapiju. Brojne su studije
koje pokazuju da aberantna ekspresija EVI1 rezultuje u gubitku kontrole ¢elijskog ciklusa i
povecanom kapacitetu samoobnave (Laricchia-Robbio L, 2008; Kilbey A, 1999). Kao i u
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slucaju drugih onkogena, za kompletnu ekspresiju leukemijskog fenotipa, pored uvecane
ekspresije EVI1 neophodno je prisustvo i dodatnih aberacija. U prilog neophodnosti
postojanja nekog sekundarnog ,,dogadaja“za postojanje leukemije, govore i zapazanja da je
prekomerna ekspresija EVI1 Cesta kako kod pacijenata sa mijelodisplastiénim sindromom
(MDS), kao oboljenjem koje predstavlja ,,preteu AML, tako i kod pacijenata sa
sekundarnom AML (Langabeer SE, 2001). Smatra se da kod navedenih oboljenja uvecana
ekspresija EVI1 primarno izaziva mijeloidnu displaziju, a do pojave dodatnih sekundarnih
,,dogadaja“ dolazi naknadno u toku evolucije bolesti u potpuno razvijenu AML. Glass C i
saradnici su pokazali da se EVIl direktno vezuje i negativno reguliSe CEBPE gen
(CCAAT/Enhancer Binding Protein Eta) koji predstavlja glavni gen regulacije mijeloidne
diferencijacije. EVI1 se vezuje i za neke od CEBPE nizvodnih targeta, koji su takode
krucijalni za terminalnu mijeloidnu diferencijaciju (Glass C, 2013). Ova grupa autora takode
je pokazala da EVI1 ucestvuje u regulaciji brojnih gena ukljuc¢enih u Jak-Stat signalni put i
u regulaciji procesa apoptoze. Postoje 1 dokazi koji ukazuju na pozitivnu asocijaciju izmedu
uvecane ekspresije EVII i povecanja potencijala za klonsku ekspanziju leukemijskih ¢éelija

(Ott MG, 2006).

Epigeneticka modifikacija je jo§ jedan od mehanizama pomocu kojeg EVI1 moZe doprineti
malignoj transformaciji Celije. Postoje brojni dokazi o EVIl-indukovanim epigeneti¢kim
promenama u akutnim leukemijama (Pradhan AK, 2011; Vazquez I, 2011). Ove epigeneticke
promene se deSavaju kao rezultat hromatin-modifikuju¢ih sposobnosti EVI1 proteina. EVI1
se moze direktno vezivati za hromatin-modifikuju¢e enzime kao §to su histon deacetilaze
(HDAC), 1 izazvati represiju genske transkripcije (Vinatzer U, 2001). EVI1 se takode
direktno vezuje za histon acetil-transferaze (HAT) enzime, kao i za histon metil-transferazne
(HMT) enzime. Pretpostavlja se da preko HAT proteina EVI1 ima ulogu u aktivaciji
transkripcije, dok interakcijom sa HMT proteinima EVI1 uzrokuje pojavu inaktivne
heterohromatinske strukture (Cattaneo F i Nucifora G, 2008). U jednoj studiji na ¢elijama
poreklom od AML pacijenata pokazana je direktna fizicka interakcija izmedu EVI1 i DNK
metiltransferaza DNMT3A i DNMT3B, koje posreduju u de novo DNK metilaciji (Lugthart

S, 2011). Ista studija je pokazala i potpuno razli¢itu Semu hipermetilacije koja je postojala
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izmedu AML blastnih ¢elija koje su eksprimirale EVII sa jedne strane, i normalnih CD34" i

AML c¢elija koje nisu eksprimirale EVI1, sa druge strane.

| -6. BAALC

Humani Brain And Acute Leukemia, Cytoplasmic (BAALC) gen identifikovan je od strane
Tanner SM i saradnika 2001. godine, prilikom potrage za novim molekularnim markerima u
AML sa trizomijom 8. BAALC gen je lokalizovan na hromozomu 8¢22.3. Ovaj gen se sastoji
od osam egzona, a u humanom genomu alternativnom obradom nastaje najmanje osam
transkripata, koje rezultuju u 5 proteinskih formi (Tanner et al 2001). Svim alternativno
obradenim transkriptima zajednicko je da sadrze prvi egzon. Izoforma koja se sastoji od
egzona 1, 6 i 8, i izoforma koja se sastoji od egzona 1 i 8 (BAALC 1-6-8 i BAALC 1-8)
eksprimirane su u mozgu, dok su izoforme BAALC 1-2-6-8, BAALC 1-5-6-8 i BAALC 1-6-8,

eksprimirane u leukemijskim ¢elijama (Wang X, 2005).

DNK sekvenca i obrazac ekspresije ovog gena pokazuje da je on visoko konzerviran kod
sisara, dok njegovi ortolozi nisu nadeni kod nizih ki¢menjaka. Proteinska sekvenca BAALC
proteina ne pokazuje homologiju ni sa jednim do sada poznatim proteinom ili funkcionalnim
domenom (Tanner SM, 2001).

BAALC gen se u normalnim fizioloSkim uslovima eksprimira pretezno u tkivima neuro-
ektodermalnog porekla, kao 1 u hematopoetskom tkivu u nezrelim prekursorskim ¢elijama.
O ulozi BAALC proteina u metabolickim, strukturnim, i drugim funkcijama celije, kao i o
ucesS¢u u signalim putevima, ima veoma malo podataka. U primarnoj studiji Tanner SM i
saradnika, BAALC protein je u in vitro transfekovanim ¢elijama detektovan u citoplazmi, na
periferiji ¢elije, sugeriSuci da ovaj protein ima ulogu u adheziji (Tanner SM, 2001). Sa druge
strane, pokazana je i njegova uloga u deregulaciji TP53 signalnog puta, preko koga se
reguliSe proces apoptoze (Eisfild AK, 2014). U najnovijoj studiji detektovana je interakcija
BAALC proteina sa MEKK1 (MEK kinaza-1) i KLF4 (Krupel-like faktor 4) proteinima
(Morita K, 2015). Oba proteina imaju veoma vaznu ulogu u Ras/Rat/MEK/ERK signalnom
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putu, za koji je pokazano da predstavlja glavni kaskadni put u etiologiji AML (Karandikar
M, 2000; Kim MO, 2012).

Kako je prekomerna ekspresija BAALC Kkarakteristicna za obolele od razli¢itih vrsta
leukemija, ali se takode moze detektovati i kod melanoma, karcinoma mozga, i de¢jih gastro-
intestinalnih stromalnih tumora, mozemo zakljuciti da ovaj protein ima vaznu ulogu u
procesu kancerogeneze. (Schrama D, 2008; Tanner SM, 2001; Agaram NP, 2008)

| — 6.1. BAALC u normalnoj hematopoezi i leukemijama

U zdravim hematopoetskim c¢elijama, BAALC ekspresija je ograni¢ena na progenitorske
¢elije i ne detektuje se u zrelim Celijama koS$tane srzi, niti u kompletno diferenciranim
cirkuliu¢im ¢elijama periferne krvi. BAALC ekspresija je ograni¢ena na CD34" hemato-
poetske progenitorske celije 1 predstavlja njihov pouzdani marker (Baldus CD, 2003a).
Tacnije, pokazano je da se BAALC eksprimira ne samo kod neopredeljenih pluripotentnih
¢elija (CD347/CD38"), veé i kod onih progenitora koji su ve¢ opredeljeni za pojedine krvne
loze: BAALC se detektuje u B (CD34*/CD19*/CD10* pro-B ¢elija) i T (CD34*/CD7")
progenitorima, u mijeloidnim (CD34*/CD33") i eritroidnim (CD34*/ CD71%/CD45")
progenitorima (Xiao M, 2000; Ryan DH, 1997; Lessard J, 1998). Nasuprot tome, ni u jednom
podsetu CD34™ c(elija koStane srzi nije detektovana BAALC ekspresija. Takode,
imunohistohemisjke analize su potvrdile da je BAALC protein prisutan u morfoloski
nezrelim CD34" ¢elijama, sa granularnom, citoplazmatskom lokalizacijom proteina, dok je
u CD34 celijama odsutan. U odgovoru na primenu citokina specificnih za odredene krvne

loze, dolazi do stimulacije diferencijacije, i BAALC biva negativno regulisan.

Kod leukemija, visok nivo BAALC ekspresije detektuje se u blastnim ¢elijama pacijenata
obolelih od AML i ALL, kod CML pacijenata koji se nalaze u blastnoj krizi, dok se ekspresija
ovog gena ne detektuje kod CML pacijenata u hroni¢noj fazi bolesti, niti kod pacijenata sa
CLL-om (Tanner SM, 2001). To S§to visoka BAALC ekspresija preovladuje u akutnim

leukemijama, a odsustvuje u hroni¢nim leukemijama, kao i ograni¢enost BAALC ekspresije
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na CD34" hematopoetske progenitorske éelije, tj. njen gubitak tokom procesa diferencijacije,
ukazuje na to da je BAALC ekspresija predstavlja marker hematopoetskih progenitorskih
¢elija (Baldus CD, 2003a).

U studijama posvecenim izucavanju AML, prekomerna ekspresija BAALC gena je prvo
zapazena i prepoznata kao negativan prognosticki faktor ove bolesti, a tek kasnije su sledile
studije posvecene izu¢avanju uloge ovog gena, tj. proteina u procesu leukemogeneze (Langer

C, 2008b; Baldus CD, 2003b; Damiani D, 2013).

Do danas je izmedu ostalog pokazano da je BAALC neophodan za odrzavanje proliferativnog
kapaciteta 1 inhibiciju procesa diferencijacije luekemijskih ¢elija (Tanner SM, 2001; Xo B,
2012). Medutim, BAALC ne obavlja ove uloge sam, ve¢ u kooperaciji sa drugim prisutnim
aberacijama. Pa je tako pokazano da konstitutivna aktivacija BAALC nije imala uticaja na
proliferaciju 1 prezivljavanje mati¢ne, odnosno progenitorske hematopoetske celije, vec je
pokazano da uti¢e na blokiranje mijeloidne diferencijacije, ali kroz udruzeno delovanje sa
HOXAO9 onkogenom ,,zaduzenim* za procese samoobnove (Heuser M, 2012). To zna¢i da
je BAALC krucijalan za leukemijsku transformaciju, ali da su dodatne mutacije neophodne
za nastanak kompletno razvijenog leukemijskog fenotipa. Ovome u prilog govori i nalaz
Eisfeld AK i saradnika o postojanju polimorfizma rs62527607, koji utice na uvecanu
ekspresiju BAALC, ali ne predstavlja predispoziciju za pojavu leukemije kod osoba koji su
njegovi nosioci (Eisfeld AK, 2012). Mehanizam kojim dolazi do nastajanja prekomerne
BAALC ekspresije povezan je sa prisustvom rs62527607[T] alela umesto rs62527607[G]
alela u regionu promotora ovog gena, §to dovodi do stvaranja vezivnog mesta za aktivirajuci
RUNX1 transkripcioni faktor. Ovo zatim dovodi do konstitutitvne ekspresije BAALC gena.
Autori smatraju da ovaj mehanizam nije jedini uzrok povecane ekspresije BAALC gena u
leukemiji, ve¢ predstavlja faktor koji doprinosi aktivaciji ovog onkogena. Isti autori su u
narednoj studiji pokazali da uvecana ekspresija BAALC gena mozZe biti pracena uvecanom
ekspresijom miR-3151 mikro RNK, koja je kodirana sekvencom koja se nalazi u prvom
intronu BAALC gena (Eisfeld AK, 2014). 1 u ovoj studiji uve¢ana ekspresija BAALC gena
sama po sebi nije imala sposobnost leukemijske transformacije, ali je zato udruzena sa

uvecanom ekspresijom miR-3151 dovodila do ubrzane ¢elijske proliferacije AML ¢elijskih
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linija in vitro i leukemogeneze in vivo kod miSa, ukazuju¢i da je miR-3151 Kkrucijalan
onkogeni produkt. U osnovi leukemijskog efekta koji ostvaruje miR-3151 nalazi se regulacija
TP53 gena. TP53 je identifikovan kao direktan nizvodni target za miR-3151, $to dovodi do
deregulacije TP53 apoptotske kaskade i do inhibicije apoptoze (Eisfeld AK, 2014).

Najnovija istrazivanja ukazuju na direktnu povezanost BAALC sa klju¢nim signalnim
putevima cCelije. Pokazano je da BAALC uvecava proliferativni kapacitet, propagira ¢elijski
ciklus i inhibira diferencijaciju u leukemijskim ¢elijama, i to tako $to prolongira stimulaciju
ERK (eng. “extracellular signal-regulated kinase“) kaskade (Morita K, 2015). BAALC
dovodi do uvecéane proliferacije AML ¢elija tako $to izaziva kontinuiranu akrivaciju ERK
signalnog puta. Ovaj efekat BAALC ostvaruje tako Sto ometa interakciju MEKK1 (ERK-
specificne fosfataze) sa ERK-om. Sa druge strane, BAALC inhibira monocitnu
diferencijaciju (proces pod kontrolom ERK signalnog puta). BAALC ovaj efekat ostvaruje
interakcijom sa KLF4 izazivaju¢i njegovo izmestanje iz nukleusa u citoplazmu. Na osnovu
svih navedenih nalaza autori predlazu da se kod pacijenata sa visokom ekspresijom BAALC

primenjuje specificna terapija usmerena ka inhibiciji ERK signalnog puta, uz istovremenu

indukciju KLF4 (Morita K, 2015).
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I-7. MN1

Meningioma 1 (MN1) gen je lociran na hromozomu 22q11.2. Prvi put je izolovan i kloniran
1995. godine kod pacijenta obolelog od meningioma, kod koga je detektovana translokacija
t(4;22)(p16;q11), koja dovodi do prekida u prvom egzonu MN1 gena (Lekanne Deprez RH,
1995). U isto vreme je pokazano prisustvo translokacije t(12;22)(p13;q11) kod pacijenata sa
mijeloidnom leukemijom, odnosno mijelodisplastiénim sindromom, kod kojih je TEL

(transkripcioni faktor ETS gena) fuzionisan sa MN1 genom (Buijs A, 1995).
MN1 gen se sastoji od dva velika egzona od 4.7 kb (5” kraj) 1 2.8 kb (3’ kraj).

Analizom razli¢itih tkiva detektovane su dve varijante transkripta. DuZi transkript (8 kb) je
detektovan u nekoliko tkiva, uklju¢ujué¢i mozak, srce, skeletne misice i jetru, a kraéi
transkript, koji nastaje alternativnom obradom, detektuje se u skeletnom misi¢u. (Lekanne
Deprez RH, 1995). Ekspresija MN1 takode je detektovana u hematopoetskom sistemu
(Carella S, 2007).

MN1 gen kodira protein od 1319 amino Kkiselina. Protein je visoko konzerviran kod
ki¢menjaka, ali pokazuje veoma malo homologije sa drugim poznaim proteinima. Jasno se
mogu prepoznati dva niza prolin-glutamin amino kiselina, kao i jedan niz od 28 glutamina,
Sto ukazuje na ulogu MNI1 u regulaciji transkripcije (Grosveld GC, 2007; Lai CK, 2014).
Analize su pokazale da je ta njegova aktivnost locirana u N-terminlnom regionu MN1
proteina (van Wely KH, 2003).

MNI1 funkcioniSe kao transkripcioni koaktivator i ne vezuje se direktno za DNK, ve¢ svoju
ulogu regulatora transkripcije obavlja preko drugih transkripcionih faktora, delujuci na njih

direktno ili indirektno.

MNI funkcioniSe kao kofaktor nuklearnog dimer receptora retinoicne kiseline, RAR/RXR
(eng. ,.retinoic acid receptor / retinoic X receptor®). Retinoi¢na kiselina je regulator

diferencijacije tokom nekoliko faza embriogeneze i hematopoeze i smatra se da MN1, kao
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kofaktor, moduliSe puteve retinoi¢ne kiseline. Interakcija sa RAR/RXR se odvija preko
p300/CBP i RAC3 koaktivatora nuklearnih receptora. Krajnji rezultat ove interakcije je

inhibicija diferencijacije ¢elija mijeloidne loze (van Wely KH, 2003).

MNI takode fukcioniSe kao kofaktor receptora za vitamin D (VDR) za koji je ve¢ poznato
da ima ulogu u monocitno/makrofagnoj diferencijacji (Sutton AL, 2005). VDR nuklearni
receptor, isto kao i RAR protein, formira dimer sa RXR receptorom i ostvaruje dualnu
funkciju. MN1, interakcijom sa VDR, moze vr$iti aktivaciju iili represiju transkripcije. MN1
svoj uticaj na proces proliferacije ¢elije ostvaruje uglavnom preko p300/CBP koaktivatora,
kao Sto je to slucaj i sa drugim transkripcionim faktorima koji reguliSu ¢elijski ciklus i
proliferaciju u mijeloidnim ¢elijama (npr. AML1, GATA1, GATA2, CEBPA i PU.1) (Blobel
GA, 2000).

MNI ostvaruje svoju ulogu u ¢eliji, ne samo interakcijom sa transkripcionim faktorima koji
predstavljaju nuklearne receptore, ve¢ on interaguje i sa transkripcionim faktorima koji
prepoznaju CACCC-bogate DNK sekvence koji nije ograni¢en na nuklearne receptore, pri

¢emu dolazi do uvecanja transkripcije ciljanih gena (Meester-Smoor MA, 2008).

| - 7.1. MN1 u normalnoj hematopoezi i leukemijama

Analize su pokazale da se MN1 eksprimira u HMC, s tim $to je ta ekspresija na visem nivou
u celijama koje se sporije dele i u primitivnim ¢elijskim populacijama koje se karakteriSu
asimetriénom deobom i samoobnavljanjem (Wagner W, 2004). U prilog ovome doprinose i
nalazi da je najvisi nivo MN1 ekspresije detektovan u CD347/CD38" ¢elijama, koje
predstavljaju pul éelija sa dugoziveéim HMC. In vitro diferencijacija ranih hematopoetskih
¢elija, pokazuje da je MN1 negativno regulisan u toku napredovanja diferencijacionog
procesa, pa se na osnovu toga smatra da svoju najvazniju funkciju MN1 obavlja u najranijim,

jos$ neopredeljenim progenitorima (Heuser M, 2006).

Carella C i saradnici su ispitivali nivo ekspresije MN1 gena u progenitorskim ¢elijama

sortiranih iz kostane srz mi$a. Analizirali su pet razli¢itih éelijskih frakcija: HMC, zajednigki
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mijeloidni progenitor (ZMP), zajednicki limfoidni progenitor (ZLP), granulocitno/monocitni
progenitor (GMP) i megakariocitno/eritrodni progenitor (MEP). Zajednicki mijeloidni
progenitor ima potencijal diferencijacije u pravcu mijeloidne i eritroidne Celijske linije,
granulocitno/monocitni ~ progenitor u pravcu mijeloidne  celijske linije, a
megakariocitno/eritroidni progenitor u pravcu eritroidne celijske linije. MN1 ekspresija je
detektovana u frakciji hematopoetskih maticnih ¢elija, 1 u frakciji granulocitno/monocitnog
progenitora (GMP), gde je detektovan najvisi nivo. Ekspresija MN1 nije detektovana u
frakcijama zajednickog limfoidnog progenitora (ZLP), zajednickog mijeloidnog progenitora
(ZMP) i megakariocitno/eritroidnog progenitora (MEP)(Carella C, 2007). Dakle, MN1
ekspresija prisutna je u progenitorima mijeloidnog porekla i u mati¢nim ¢elijama, ukazujuci

na znac¢aj MN1 za odrzavanje nediferenciranog stanja i samoobnavu ¢elija.

U leukemijama ispitivanje uloge MNI1 je zapocelo kod AML i MDS pacijenata koji nose
t(12;22) translokaciju (Heuser M, 2006). Kao posledica ove translokcije dolazi do fuzije
MN1 sa TEL genom, a za rezultuju¢i MN1/TEL fuzioni protein je pokazano da svoj onkogeni
potencijal ostvaruje u kooperaciji sa HOXAS9, i brzo indukuje mijeloidnu leukemiju
(Kawagoe H, 2005). Na koji nacin ovaj fuzioni protein doprinosi procesu leukemogeneze
rasvetljen je u studiji Meester-Smoor MA i saradnika, u kojoj je pokazano da MN1, kao i
MNI/TEL, direktno ili indirektno reguliSu ekspresiju mnogih gena koji su uljuceni u
leukemogenezu (Meester-Smoor MA, 2008). Nalaz da oba navedena proteina (MN1 wt i
onko-protein) imaju sposobnost da stimuli$u/inhibiraju efekte na gensku ekspresiju koje
ostvaruje primena all-trans retionoi¢na kiseline (ATRA), moze biti iskori§¢ena u terapiji
obolelih od AML. U odredenim slucajevima, AML pacijentima se uz standardnu
konvencionalnu hemoterapiju dodaje ATRA, iz razloga Sto je pokazano da ATRA stimuliSe
diferencijaciju hematopoetskih celija, te veliki broj pacijenata ima beneficije od ovog
tretmana. Molekularne analize su otkrile da je MN1 gen kofaktor diferencijacije koje
indukuje ATRA, te stoga nivo MN1 ekspresije moZe biti povezaan sa ishodom ATRA
tretmana. Kod AML pacijenata rezistencija na ATRA tretman je udruzena sa visokom MN1
ekspresijom detektovanom na pocetku bolesti. Zbog toga su samo pacijenti sa niskom MN1

ekspresijom imali koristi od dodatne ATRA terapije (Heuser M, 2007).
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MNL1 doprinosi leukemijskoj transformaciji ne samo preko aberantnih funkcija njegovih
fuzionih onkogena, kao npr. navedeni MN1/TEL, ve¢ i putem sopstvene prekomerne
ekspresije. Uvecana ekspresija MN1 je detektovana kod obolelih od AML, MDS, ali takode
i kod B-ALL (Liu T, 2010; Numata M, 2015). Pitanje, da li je prekomerna ekspresija MN1 u
leukemijskim ¢elijama osobina ,,preuzeta“ od ranih progenitora hematopoeze, ili se javlja de
novo u kasnijim stadijumima leukemijske transformacije, jo§ uvek nije u potpunosti

razjasnjeno.

Analize humanih CD34" hematopoetskih ¢elija, koje vode poreklo iz krvi pupéane vrpce,
pokazale su visu MN1 ekspresiju u CD347/CD38" frakciji, nego u opredeljenim CD34"/
CD38" ¢elijama. U poredenju sa CD34" ¢elijama, MN1 ekspresija je negativno regulisana
prilikom monocitne/granulocinte diferencijacije, odnosno prekomerna ekspresija MN1 gena
inhibira diferencijaciju u pravcu monocita, a sa druge strane uvecava njihov proliferativni
kapacitet (Kandilci A i Grosveld GC, 2009). Takode, analiza ekspresije MN1 u odredenim
podsetovima transfekovanih humanih AML celija pokazala je visoku ekspresiju u
zajednickim mijeloidnim progenitorima (ZMP), dok je smanjena ekspresija MN1 bila
obelezje granulocitno-makrofagnim progenitorima (GMP). Retrovirusna transfekcija
zajednickog mijeloidnog progenitora samo jednom c¢elijom sa visokim nivoom ekspresije
MN1, zaustavila je ¢elije na ovom stadijumu (Heuser M, 2011). Ovi podaci ukazuju da je
MN1 negativno regulisan prilikom prelaska ¢elija iz stadijuma zajednickog mijeloidnog
progenitora u stadijum granulocitno/makrofagnog progenitora u normalnoj hematopoezi.
Efekat zaustavljanja procesa diferencijacije, MN1 ostvaruje preko CEBPA transkripcionog
faktora. Povecana ekspresija MN1 gena u humanim CD34" ¢elijama negativno uti¢e na
ekspresiju CEBPA gena, §to povec¢ava samoobnavu, proliferaciju i prezivljavanje ovih ¢elija.
Takode, ubrzava se prelazak iz jedne faze celijskog ciklusa u drugu u odgovoru na
hematopoetske faktore rasta in vitro (Rosenbauer F, 2007). Ponovnim uvodenjem
konstitutivne ekspresije CEBPA u ovim ¢elijama, ponisteni su efekti MN1 gena, $to ukazuje
na to da represija CEBPA gena doprinosi MN1-indukovanom hematopeotskom fenotipu
(Kandilci A and Grosveld GC, 2009).
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Kod obolelih od AML, visok nivo ekspresije MN1 je veoma ¢esto udruzen sa drugim
onkogenima , sa kojima udruzeno deluje na indukciju leukemije, dovode¢i do ekspanzije
populacije leukemija-inicirajuéih ¢elija. Pokazana je funkcionalna kolaboracija izmedu MN1
i NUP98/HOXD13, AML1, CBFB/MYH11, HOXA9 i MLL/ENL (Slape C, 2007; Watanabe-
Okochi N, 2008; Carella C, 2007; Heuser M, 2009; Liu T, 2010). Takode je pokazano da
visok nivo ekspresije MN1 moze biti povezan sa smanjenom ekspresijom specificne miRNK,
Sto je uocCeno kod obolelih od AML-NK (Langer C, 2008a). Target za delovanje ove miRNK
predstavlja BCL2 gen. U slucaju visokog nivoa MN1 ekspresije, o¢ekuje se indirektna
pozitivna regulacija BCL2. Za BCL2 je pokazano da ima anti-apoptotske funkcije i da je
Cesto prekomerno eksprimiran u leukemijama (Zinkel S, 2006). Indirektna pozitivna
regulacija BCL2, u vidu negativne regulacije pomo¢u miR-16, mogla bi biti jedan od puteva
leukemogeneze ukljucenih u leukemije koje prekomerno eksprimiraju MN1. Ovom ide u
prilog zapazanje da je miR-16 ekspresija pozitivho regulisana u odgovoru na ATRA

indukovanu diferencijaciju u humanoj aktunoj promijelocitnoj leukemiji (Grazon R, 2007).

Kod obolelih od AML posebna paznja je posvecena izuCavanju znacaja visine MN1
ekspresije kao prediktivnog i prognostickog faktora. Najizrazenija prekomerna ekspresija
MNL1 detektuje se kod AML pacijenata koji imaju inv(16), a studije su pokazale da je
CBFB/MYHL11 fuzioni protein koji nastaje kao posledica ove inverzuje, veoma vazan, ali ne
i dovoljan za malignu transformaciju. Zato se smatra da je kod ovih leukemija uvecéanje
ekspresije MN1 tzv. ,;second hit* u procesu leukemogeneze (Carella C, 2007). Ukoliko
posmatramo sve tipove AML, visoka ekspresija MN1 znac¢ajno je ¢eS¢au M2, M4, 1 M5 FAB
podtipovima AML, a mnogo manje zastupljena u M0, M1, i M6 podtipovima (Heuser M,
2006).

Prognosticki znac¢aj MN1 ekspresije je najvise izu¢avan kod AML-NK podgupe pacijenata,
koja ¢ini oko 50% svih adultnih pacijenata (Heuser M, 2006; Langer C, 2008a; Aref'S, 2013).
Kod ove grupe pacijenata je pokazana jasna asocijacija uvecane MN1 ekspresije sa uve¢anom
ekspresijom EVI1 i BAALC gena za koje je pokazano da predstavljaju 10§ prognosti¢ki marker
bolesti (Carella C, 2007; Langer C, 2008b). Stoga ne ¢udi nalaz brojnih studija da uvecana

ekspresija MN1 povezana sa rezistencijom na terapiju, kra¢im trajanjem kompletne remisije
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i kra¢im ukupnim prezivljavanjem. Ovome u prilog govore i nalazi da su NPM1 mutacije
(povoljan prognosti¢ki marker) povezane sa nizim nivoom ekspresije MN1, a da je sa druge
strane FLT3/ITD™ mutacioni status (izdrazito nepovoljan prognosti¢ki marker) asociran sa
visokim nivoom MN1 ekspresije. Ova zapaZanja ukazuju na veliki prognosti¢ki znacaj
prekomerne ekspresije MN1 gena (Rosenbauer F, 2007; Verhaak RG, 2005)
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Il - CILJ ISTRAZIVANJA

Akutna mieloidna leukemija (AML) je klonalni hematopoetski poremecaj koji se karakterise
prisustvom blokade diferencijacije i akumulacije leukemijskih celija u perifernoj krvi i
kostanoj srzi. Ovo je naj¢esci tip akutne leukemije kod odraslih, a drugi naj¢esc¢i kod dece.

Glavna karakteristika AML je njena ogromna klinic¢ka i geneticka heterogenost.

U leCenju AML dana$nja medicina se uglavnom oslanja na primenu pravilne stratifikacije
pacijenata u rizi¢ne grupe, pri ¢emu se za svaku grupu rizika uspostavljaju protokoli le¢enja.
Svi pacijenti koji pripadaju jednoj rizi¢noj grupi tretiraju se na jedinstven nacin koristeci isti
protokol. Kao rezultat ovakvog terapijskog pristupa ukupno petogodiSnje prezivljavanje kod

adultnih pacijenata iznosi samo 30%, dok je ono kod dece nesto vece 1 iznosi 60%.

Ve¢ nekoliko decenija unazad, analiza kariotipa netretiranih pacijenata predstavlja glavnu
karakteristiku leukemijske ¢elije koja se koristi za stratifikaciju rizika obolelih od AML.
Ipak, bez obzira na citogeneticki nalaz, pocetni, tretman je u velikoj meri nepromenjen, dok
je samo post-remisioni tretman podlozan modifikaciji. Klonalne hromozomske aberacije
mogu se na¢i u oko 55% AML pacijenata i, na osnovu toga, pacijenti su podeljeni u povoljnu,
intermedijarnu i nepovoljnu rizi¢nu grupu. Nedostatak ovog pristupa klasifikaciji rizika je u
tome da skoro polovina pacijenata nema nikakvih detektabilnih citogenetickih promena. Ova
grupa pacijenata se naziva AML sa normalnim kariotipom (AML-NK) i kategorizuje se u
intermedijarnu riziénu grupu. Nedavno su u ovoj specifiénoj grupi otkrivene brojne nove

geneticke aberacije 1 promene u ekspresiji pojedinih gena.

Danas$nja istraZivanja patogeneze AML su usmerena ka otkrivanju novih molekularno-
geneti¢kih markera ovog oboljenja, kao 1 ka njihovoj implementaciji u procesu uspostavljanja

dijagnoze, izbora terapije 1 pracenja toka le€enja (minimalna rezidualna bolest).

Uzimaju¢i u obzir gore navedene aspekte savremenih istraZzivanja AML, formulisani su

sledeci ciljevi ove studije:
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1. Analiza mutacionog profila de¢je i adultne AML primenom savremene tehnologije
ciljanog sekvenciranja nove generacije (eng. ,,targeted next generation sequencing* -
NGS). Analizom ¢e biti obuhvaceno 20 adultnih i 20 decjih neselektovanih AML
uzoraka. Koristi¢e se platforma koja omogucava detekciju somatskih mutacija u ,,hot
spot* regionima 48 gena koji su ukljuceni u kancerogenezu (TruSeq Amplicon
Cancer Panel, Illumina). Na ovaj nacin ¢e biti odreden detaljni mutacioni profil obe
starosne grupe AML , uz potencijalno otkrice novih molekularnih markera koji
ucestvuju u patogenezi akutnih mijeloidnih leukemija.

2. Odredivanje nivoa ekspresije WT1, EVI1, BAALC i MN1 gena kod de novo AML-NK
pacijenata, ito u razli¢itim vremenskim tackama tokom lecenja.

3. Uspostavljanje veze izmedu detektovanog nivoa ekspresije navedenih gena i drugih
klini¢kih i molekularno-genetickih karakteristika obolelih, u cilju utvrdivanja znacaja
koji ovi markeri imaju za prognozu i prac¢enja odgovora na terapiju (odredivanje

minimalne rezidualne bolesti).

Rezultati predloZenih istraZivanja omoguci¢e jasnije sagledavanje medusobnih interakcija
koje geneticke promene ostvaruju u kompleksnom procesu leukemogeneze. Takode, ova
istrazivanja ¢e doprineti saznanjima o novim molekularnim markerima znacajnim za

dijagnostiku, prognozu i predvidanje toka bolesti, odnosno za adekvatan odabir terapije.
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1 - MATERIJAL | METODE

111 - 1. Ispitanici

U ovu studiju uklju¢eni su pacijenti oboleli od AML, dijagnostikovani na Institutu za
hematologiju, Klinickog Centra Srbije, odnosno u Univerzitetskoj decjoj klinici u Beogradu.
Dijagnoza je postavljena na osnovu standardnih citomorfoloskih, citohemijskih,
citogenetickih i imunofenotipskih kriterijuma. Svezi uzorci periferne krvi odnosno aspirata

kostane srzi su uzeti na 3,8% Na-citratu kao antikoagulansu u odnosu 9:1.

U trenutku postavljanja dijagnoze evidentirane su brojne klinicke i1 hematoloske
karakteristike od kojih mnoge imaju nepovoljan uticaj na prognozu bolesti kao npr; starost
(pacijenti starosti preko 60 godina su u veéem riziku), prisustvo organomegalije, narocito
hepatomegalije i splenomegalije, poviSeni serumski LDH (laktat dehidrogenaza), povecan

pocetni broj leukocita, veci procenat blasta u krvi i kostanoj srzi.

Pacijenti su klasifikovani u podgrupe prema FAB (eng. ,French-American-British®)
klasifikaciji. FAB grupa je 1976. godine objavila FAB klasifikaciju leukemija koja je
napravljena na osnovu morfoloskih i citohemijskih osobina leukemijskih ¢elija (Bennet JM,
1976; Bennet JM, 1985). Na osnovu FAB klasifikacije AML je podeljena na 7 podgrupa
(Tabela 3).

U slucaju obolelih od AML najjaci nezavisni faktor prognoze jeste citogeneticki nalaz. Na

osnovu njega pacijenti su podeljeni u 3 prognosticke grupe (Grimwade D, 1998);

1. Povoljnu —t(15;17), t(8;21), inv(16)
2. Nepovoljnu — (-5), (-7), del(5q), kompleksan kariotip

3. Intermedijernu — normalan kariotip, +8, +21, del(7q) itd.
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Tabela 3. FAB Klasifikacija AML

klasifikacija | podtip AML

MO Akutna mujeloblastna, minimalno diferencirana
M1 Akutna mijeloblastna bez sazrevanja

M2 Akutna mijeloblastna sa sazrevanjem

M3 Akutna promijelocitna, hipergranulirana
M3v Akutna promijelocitna, mikrogranulirana
M4 Akutna mijelomonocitna leukemija
M4eo Akutna mijelomonocitna sa eozinofilijom
Mb5a Akutna monoblastna, slabo diferencirana
M5b Akutna monocitna, diferencirana

M6 Akutna eritroleukemija

M7 Akutna megakarioblastna leukemija

11 - 2. 1zolacija DNK iz periferne krvi/kosStane srzi mononuklearnih celija

Za izolaciju DNK iz krvi/koStane srzi ili mononuklearnih ¢elija koriSéen je QIAamp DNA

Blood Mini Kit (Qiagen, Germany).
Protokol:

¢ na dno tube sipati 20 pl proteinaze K (20 mg/ml), dodati 200 pl uzorka, 200 pul pufera AL 1
promesati vorteksovanjem

e inkubirati u vodenom kupatilu 10 min/56°C

e dodati 200 pl 96-100% etanola 1 promesati vorteksovanjem

e ovako pripremljen uzorak naneti na Ql1Aamp Mini spin kolonicu i centrifugirati na
8 000 rpm/1 min

e kolonicu isprati sa 500 ul pufera AW, centrifugirati na 8 000 rpm/1 min

e kolonicu isprati sa 500 pl pufera AW2, centrifugirati na 13 000 rpm/3 min

e na kraju prebaciti kolonicu u ¢istu tubu, dodati 200 pl pufera AE i centrifugiratina 8 000

rpm/1 min
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11 - 3. Izolacija mononuklearnih cCelija iz aspirata koStane srzi ili periferne krvi

Protokol:

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)
centrifugirati na 1 500 g/25 min na sobnoj temperaturi, u klini¢koj centrifugi, bez ko¢enja
nakon centrifugiranja, pipetom prebaciti ,,buffy coat” interfazu koja je sastavljena od
mononuklearnih ¢elija u novu sterilnu epruvetu

isprati dva puta u PBS-u. Nakon svakog ispiranja sledi centrifugiranje na 1 500 g/15 min

talog resuspendovati u TRIzol®-u (Invitrogen) ili u PBS-u

11 - 4. Izolacija RNK iz mononuklearnih ¢elija

Za izolaciju RNK iz mononuklearnih ¢elija je koriséen TRIzol® (Invitrogen). TRIzol®
pretstavlja monofazni rastvor fenola i guanidin-izotiocijanata, a sam proces izolacije

pretstavlja unapreden klasi¢ni metod izolacije RNK definisan od strane Chomczynski P &

Sacchi N (Chomczynski P & Sacchi N, 1987).
Protokol:

u 1 ml TRIzol®-a resuspendovano je maksimalno 1x107¢elija i lizirano provlaéenjem kroz
iglu promera 0,7 mm

liziran uzorak se ostavi da stoji na sobnoj temperaturi 5-10 min

dodaje se 200 pl hloroforma, snazno promucka, a zatim uzorak ostavi da stoji 5-15 min na
sobnoj temperaturi

nakon centrifugiranja na 12 000 rcf/15 min/+4°C pojavljuju se jasno odvojene faze; gornja
vodena faza u kojoj se nalazi RNK, interfaza i donja, crvena, organska faza u kojoj se nalaze
DNK i proteini
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gornja vodena faza se prebacije u novu tubu i dodaje se 0,5 ml izopropanola. Promesati
invertovanjem tube i ostaviti da stoji 10-15 min na sobnoj temperaturi (precipitacija RNK)
centrifugirati na 12 000rcf/15 min/+4°C, a zatim ukloniti supernatant dekantovanjem i oprati
talog sa 1 ml hladnog 70% etanola

centrifugirati na 12 000rct/10 min/+4°C, ukloniti pazljivo etanol i talog osusiti na sobnoj
temperaturi

talog RNK rastvoriti u ,,RNAse-free* vodi, a koncentraciju i ¢istocu RNK odrediti merenjem

Aze0/A2g0 Na spektrofotometru

I11 - 5. Reverzna transkripcija (RT)

Sinteza cDNK je izvrSena reakcijom reverzne transkripcije.
Protokol:

smesu finalnog volumena 11 pl koja sadrzi 1 pg RNK 1 100 pmol

,random-hexamer* prajmera inkubirati 5 min na 70°C, a zatim ohladiti na ledu

dodati smeSu finalnog volumena 9 pl koja sadrzi 4 pl 5x RT-pufera, 2 pl ANTP (10 mM) 1 40
U M-MuLYV reverzne transkriptaze (Fermentas)

inkubirati 15 min na 25°C, a zatim 1h na 42°C

reakcija se zaustavlja inkubacijom od 10 min na 70°C

11 - 6. Reakcija lanéanog umnoZavanja DNK (PCR)

PCR (eng. ,,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
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termostabilnom DNK polimerazom. Ponavljanje ciklusa, od kojih se svaki sastoji od
denaturacije DNK, hibridizacije prajmera (eng. ,aniling“) i ekstenzije hibridizovanih
prajmera od strane 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
vitro sintezu DNK: matrica (DNK koja se kopira), prajmeri (oligonukleotidi komplementarni
krajevima sekvence koja se kopira), nukleotidi (gradivni elementi DNK), Taq polimeraza
(termostabilna  DNK polimeraza koja katalizuje ugradnju nukleotida po principu
komplementarnosti sa matricom), joni magnezijuma i pufer (neophodni za optimalni rad Tagq

polimeraze).

Il - 6.1. Detekcija FLT3/ITD mutacije

Reakciona smesa zapremine 30 pl, sastojala se od sledecih elemenata; 100 — 300 ng DNK,
1x PCR pufer, 1x Q-solution, dNTP (0.5 mM finalno), MgClz (2.75 mM finalno), prajmeri

14F i 15R (Tabela 4.) (600 nM finalno) i 2U HotStarTag®DNA Polimerase (Qiagen,

Nemacka).
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Tabela 4. Sekvence prajmera za detekciju i sekvenciranje FLT3/ITD, FLT3/D835,NPM1, IDH1 i IDH2

mutacija.
Prajmer sekvenca (5°-3”)
14F GCA ATT TAG GTATGA AAG CCAGC
15R CTTTCAGCATTT TGA CGG CAACC
21F CCGCCAGGAACGTGCTTG
21R GCA GCC TCACATTGC CCC
NPM1-F TTA ACT CTC TGG TGG TAG AAT GAA
NPM1-R CAAGACTATTTGCCATTCCTAAC
NPM1 1112R | CCT GGA CAACAT TTATCA AAC ACG GTA
IDH1-F AAA CAAATG TGG AAATCACC
IDH1-R TGC CAACAT GACTTACTT GA
IDH2-F CAA GCT GAA GAA GAT GTG GAA
IDH2-R CAG AGA CAAGAG GATGGC TA

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

3. 10 min/72°C — finalna elongacija
Analiza dobijenih PCR produkata je vrSena elektroforezom na 4% agaroznom gelu.
Ocekivana duzina wt PCR produkta je 325 bp. Postojanje FLT3/ITD mutacije je prac¢eno

prisustvom dodatnog PCR produkta vece duzine.
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I11 - 6.2. Detekcija mutacija u NPM1 genu

Reakciona smesa zapremine 50 pl, sastojala se od slede¢ih 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 4.) (500 nM finalno) i 2U HotStarTag®DNA Polimerase
(Qiagen, Nemacka).

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

e 2 min/72°C — elongacija

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 4.)

I11 - 6.3. Detekcija mutacija u IDH1 genu

Reakciona smesa zapremine 25 pl, sastojala se od sledecih elemenata; 100 — 300 ng DNK,
1x PCR pufer, 1x Q-solution, dNTP (0,4 mM finalno), MgCI2 (1,5 mM finalno), prajmeri
IDH1-F i IDH1-R (Tabela4.) (400 nM 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. 35ciklusa;

e 30 sek/94°C — denaturacija

e 1 min/55°C —aniling

¢ 1 min/72°C — elongacija

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 IDH1F prajmera (Tabela 4.)

I11 - 6.4. Detekcija mutacija u IDH2 genu

Reakciona smes$a zapremine 25 pl, sastojala se od sledecih elemenata; 100 — 300 ng DNK,
1x PCR pufer, 1x Q-solution, dNTP (0,4 mM finalno), MgCI2 (1,5 mM finalno), prajmeri
IDH2-F i IDH2-R (Tabela4.) (400 nM finalno) i 2U HotStarTag® DNA Polimerase (Qiagen,

Nemacka).

Temperaturni profil PCR reakcije

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

¢ 30 sek/94°C — denaturacija

e 1 min/61°C — aniling

e 1min/72°C- elongacija
3. 10 min/72°C — finalna elongacija
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Nakon PCR amplifikacije izvr$eno je precis¢avanje na koloni (QIAquick PCR Purification
kit, Qiagen) prema uputstvu proizvodaca. Nakon toga je izvrSena reakcija sekvenciranja

upotrebom IDH2R prajmera (Tabela 4.)

11 - 7. Analiza DNK na agaroznom gelu

Analiza DNK je vrSena na horizontalnom agaroznom gelu odgovarajuc¢e koncentracije (2 —
4%), u zavisnosti od veli¢ine molekula DNK koje treba razdvojiti. U gelove je pre
polimerizacije dodavan etidijum bromid (5ug/ml). Elektroforeza je tekla u 1XTAE puferu
(40mM Tris, 20 mM Na-acetat, ImM Na;EDTA), pri voltazi od 4-7 V/cm. DNK je
vizuelizovana 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).

111 - 8. Sanger 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 1 2°,3’-dideoksinukleotidi (Sanger F, 1977). DNK
polimeraza kopira jedan lanac DNK matrice ugradujuc¢i nukleotide na 3’ kraj prajmera sve
dok u rastu¢i lanac ne ugradi neki od dideoksinukleotida. Dideoksinukleotidi nemaju OH-
grupu na 3’ poziciji, zbog ¢ega nemaju sposobnost vezivanja sledeceg nukleotida, pa

njihovom ugradnjom dolazi do terminacije polimerizacije. Reakcije se rade sa samo jednim
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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 su dideoksinukleotidi obelezeni jednom istom fluorescentnom bojom, ovaj
kit omogucava da se sekvenciranje jednog uzorka radi u jednoj PCR reakciji umesto u Cetiri

odvojene.

Smesa za sekvenciranje finalne zapremine 8 ul sadrzi slede¢e komponente:
e 3-20 ng precis¢enog PCR produkta (za duzine 200-1000 bp)
¢ 3,2 pmol prajmera za sekvenciranje

¢ 3 ul Ready Reaction Mix (Applied Biosystems)

Temperaturni profili PCR reakcije za sekvenciranje:

1. 1 min/ 96°C
2. 25 ciklusa;
+ 10 sec/96°C
+ 5sec/50°C
* 4 min/60°C
3. 4°C/ w0
Posle zavrSene reakcije sekvenciranja uzorci su pre¢is¢avani Na-acetatnom precipitacijom.
U uzorke se doda 40 pl Na-acetata, promucka se i centrifugira 20 min na 13000 rpm, posle
¢ega 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 ul HiDi 1 celokupna kolic¢ina se nanosi na plejt za sekvenciranje.
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11 - 9. Pracenje ekspresije gena pomo¢cu ,,real-time*“ PCR (q-PCR) metode

,Real-time“-PCR ili kvantitativni PCR (g-PCR) jeste metod koji omogucava tacnu
kvantifikaciju koli¢ine PCR produkta u toku svakog PCR ciklusa, tj. u realnom vremenu
(,,real-time*). U qPCR meri se fluorescentni signal koji se emituje u toku PCR reakcije koji
je direktno proporcionalan koli¢ini PCR produkta u datom ciklusu. Za razliku od ,,klasi¢nog*
PCR gde se koli¢ina produkta moze meriti samo na kraju PCR reakcije, ovde se kvantifikacija
odvija u toku eksponencijalne faze reakcije, u toku koje dolazi do udvostruc¢avanja PCR

produkta prilikom svakog PCR ciklusa (Slika 4.).
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Slika 4. Faze PCR amplifikacije. Rn predstavlja vrednost fluorescencije reporterske boje, a ARn predstavlja
razliku Rn vrednosti izmedu uzorka i kontrole (,,no template control*). Modifikovano iz knjige Huggett J. i
O’Grady J. iz 2014.godine. (Huggett J. i O’Grady J, 2014)

U pocetnim ciklusima intenzitet fluorescencije ne prelazi bazalni nivo (eng. ,,baseline®).
Ciklus u kome je fluorescentni signal uzorka znacajno visi od bazalnog signala, naziva se

»treshold cycle® — Ct. Vrednost Ct je direktno proporcionalna koli¢ini target sekvence u
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uzorku. Sto je veéi podetni broj kopija target sekvence, Ct je nizi, i obratno, Ct je visi u

uzorcima sa manjom pocetnom koli¢inom target sekvence (Slika 5.).
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Slika 5. Amplifikacioni plotovi sa razli¢itom pocetnom koli¢inom target molekula. Niska Ct vrednost znaci da
je broj pocetnih molekula bio veliki, a visoka Ct vrednost da je broj po¢etnih molekula bio mali.
Modifikovano iz rada Bustin SA. iz 2005. godine (Bustin SA, 2005)

Trenutno se koriste 2 osnovne ,,real-time* PCR tehnike;

1. SYBR Green

2. TagMan
SYBR Green je najjednostavnija tehnika, zasnovana na primeni DNK-interkaliraju¢e SYBR
Green I boje. Ova boja se vezuje za manji Zleb dvolancane DNK i sa povecanjem broja PCR
reakcije dolazi do povecanja koli¢ine dvolan¢ane DNK, pa samim tim dolazi i do povecanja

fluorescentnog signala koga emituje SYBR Green | boja (na 520nm).

SYBR Green tehnika nije specificna 1 za posledicu moze imati detekciju nespecifi¢no
amplifikovanih PCR produkata, kao i detekciju dimera prajmera. Za procenu specifi¢nosti
primenjuje se analiza krive topljenja (,,melting curve analysis*). U ovoj analizi, temperatura

polako raste od 40 do 95°C, pri ¢emi se konstantno prati nivo fluorescencije. Fluorescentni
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signal ¢e biti visok pri niskim temperaturama u slucaju postojanja dvolancane DNK, ali ce
fluorescencija drasti¢no pasti pri temperaturama oko tacke topljenja PCR produkata. PCR
produkti razli¢ite duZzine i sastava ¢e imati razlicite tacke topljenja pa ¢e davati razlicite pik-

ove fluorescencije. Specificni PCR produkt ima samo jedan pik (Slika 6.).

Kriva disocijacije

-d(RFUNAT

:l L L) Ll LI Ll L Ll LU L L Ll L Ll Ll L1l LAl LA Ll L1
45 50 55 60 65 70 75 80 85 S0 5
Temperatura (Celzijus)

Slika 6. Kriva topljenja (disocijacije) specificnog PCR produkta.

Modifikovano iz rada Nahid N. iz 2011. godine (Nahid N, 2011)
TagMan tehnika koristi 5’—3’egzonukleaznu aktivnost Taq polimeraze za specificnu
detekciju PCR produkata. TagMan proba je dvostuko obeleZena oligo-nukleotidna proba; na
5’kraju je fluorescentna, reporter boja-R (najces¢e FAM, VIC ili JOE), a na 3’kraju se nalazi
kvencer-Q. Sve dok se reporter i kvencer boja nalaze ,,blizu* jedna drugoj, tj. dok je TagMan
proba intaktna, nema emitovanja fluorescencije jer fluorescencija koju emituje repoter biva
»apsorbovana“ od strane kvencera. Medutim, u toku PCR amplifikacije
5’—3’egzonukleazna aktivnost Taq polimeraze izmesta probu i1 uklanja je sa DNK lanca, $to
rezultira u emitovanju detektabilne fluorescencije od strane reporter boje. U toku svakog
novog ciklusa PCR reakcije, fluorescencija ¢e rasti kao posledica akumulacije ,,slobodnih*

reportera.
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Kvantifikacija qPCR podataka moze biti:

1. Apsolutna kvantifikacija, gde je rezultat izrazen kao apsolutni broj kopija target
sekvence. Tacna kvantifikacija target sekvence se dobija poredenjem sa standardnom
krivom izradenom od uzoraka poznate koncentracije.

2. Relativna kvantifikacija, gde je rezultat predstavljen kao relativni odnos reference
(kalibrator) i merenog uzorka.

U oba pristupa kvantifikaciji, veoma je vazno izvrsiti normalizaciju dobijenih podataka.
Kako je koli¢ina dobijenih PCR produkata direktno zavisna od pocetne koli¢ine matrice da
bi se izbegle greske nastale prilikom postavke eksperimenta, uporedo sa umnozavanjem
target sekvence vrsi se 1 umnoZzavanje takozvane endogene kontrole. Endogena kontrola je
obi¢no ,.housekeeping® gen Cija je ekspresija stabilna u svim uzorcima koji se kvantifikuju,

odnosno ¢ija se ekspresija ne menja prilikom esperimentalnih tretmana.

111 - 10. Relativna kvantifikacija

11 - 10.1. Komparativni ddCt metod

Komparativni ddCt metod je najceSce koriS¢en metod kvantifikacije ekspresije target gena
primenom gPCR tehnologije, definisan od strane Livak KJ & Schmittgen TD (Livak KJ &
Schmittgen TD, 2001). Koli¢ina target gena, normalizovanog u odnosu na endogenu kontrolu

i relativno u odnosu na kalibrator je;

Q = 299Ct gde je

ddCt = dCtuzorak - dCtkALIBRATOR =

(Cttarget — Ctendogena kont.) — (Cttarget kALIBRATOR — Ctlendogena kont., KALIBRATOR)

Da bi kalkulacija primenom ove metode bila tacna, efikasnost amplifikacije target gena i

endogene kontrole mora biti priblizno ista 1 mora biti iznad 96%.
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Il - 10.1.1. Odredivanje ekspresije WT'1, EVII i BAALC gena komparativnim ddCt metodom

Ekspresija WT1, EVI1 i BAALC gena je prac¢ena primenom ,,real-time* PCR metode na 7900

HT Real-time PCR aparatu (Applied Biosystems), upotrebom TagMan hemije. Kao

endogena kontrola koris¢en je ABL gen. Svi prajmeri i probe kao i njihove sekvence su

navedeni u tabeli 5.

Tabela 5. Sekvence prajmera i PROBA za ,,real-time“ PCR kvantifikaciju gena za EVI1, BAALC i ABL.

prajmeri sekvenca (5°-3°)

EVI1-F AGT GCC CTG GAG ATG AGT TG

EVI1-R TTT GAG GCT ATC TGT GAAGTG C

BAALC-F |GCCCTCTTG ACC CAG AAA CAG

BAALC-R |CTTTTG CAGGCATTCTCT TAG CA

ABL - F TGG AGATAACACTCT AAGCATAACTAAAGGT

ABL -R GAT GTAGTT GCT TGG GAC CCA

Probe sekvenca (5°-3%)

EVI1-P (FAM) — CCC CAG TGA GGT ATA AAG AGG A — (TAMRA)

BAALC -P | (FAM)- CTC TTT TAG CCT CTG TGG TCT GAA GGC CAT -
(TAMRA)

ABL- P (FAM)-CCATTTTTGGTT TGG GCT TCACAC CAT T - (TAMRA)

Finalni volumen PCR reakcije je bio 10 ul sledeeg sastava;

ABL

EVI1, BAALC

50 ng cDNK

1x KAPA PROBE FAST gPCR Master Mix-
Universal (Kapa Biosystems)

prajmeri finalne koncentracije 300 nM

proba finalne koncentracije 200 nM

1x ROX High finalne koncentracije 500 nM

50 ng cDNK

1x KAPA PROBE FAST gPCR Master Mix-
Universal (Kapa Biosystems)

prajmeri finalne koncentracije 300 nM

proba finalne koncentracije 200 nM

1x ROX High finalne koncentracije 500 nM

Kvantifikacija WT1 ekspresije izvrSena je u PCR reakciji finalnog volumena 10 pl koristeci

50ng cDNK sa TagMan® Universal Master Mix Il (Applied Biosystems), TagMan® Gene
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Expression Assay for WT1 (Hs01103751_m1, Applied Biosystems) i prajmere i probu za
ABL gen kao endogenu kontrolu (Beillard E, 2003).

Termperaturni profil za sve PCR reakcije je bio;

1. 3min/95°C

2. 50 ciklusa
 15sec/95°C
* 1 min/60°C

Obrada rezultata je izvrSena primenom komparativnog ddCt metoda, a kao kalibrator je

koriS¢ena medijana dCt vrednosti nadena kod analiziranih zdravih kontrola;

Q= 2-ddct ; gde je ddCt = dCtuyzorak - dCtkaLiBrATOR = UCtuzorak — dClzdrave kontrole(medijana)

Il - 10.1.2. Odredivanje ekspresije MN1 gena komparativnim ddCt metodom

Ekspresija MN1 gena je pracena primenom ,real-time* PCR metode na 7900 HT Real-time
PCR aparatu (Applied Biosystems), upotrebom SYBR Green hemije. Kao endogena kontrola

koriséen je ABL gen. Prajmeri kao i njihove sekvence su navedeni u tabeli 6.

Tabela 6. Sekvence prajmera za ,,real-time* PCR kvantifikaciju gena za MN1 i ABL.

Prajmer sekvenca (5°-3°)

MNL1-F GAA GGC CAA ACCCCAGAAC

MN1 - R GAT GT GAGGCCTTG TTT GC

ABL - F TGG AGA TAA CAC TCT AAG CAT AAC T AA
ABL -R AGGT

GAR GTA GTT GCT TGG GAC CCA
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Finalni volumen PCR reakcije je bio 10 ul sledeceg sastava;

ABL

MN1

50 ng cDNK

1x KAPA SYBR® FAST gqPCR Master Mix
Universal (Kapa Biosystems)

Prajmeri finalne koncentracije 300 nM

1x ROX High finalne koncentracije 500 nM

50 ng cDNK

1x KAPA SYBR® FAST gPCR Master Mix
Universal (Kapa Biosystems)

Prajmeri finalne koncentracije 300 nM

1x ROX High finalne koncentracije 500 nM

Termperaturni profil za sve PCR reakcije je bio;

1. 3 min/95°C

2. 50 ciklusa
 15sec/95°C
+ 1 min/60°C

Obrada rezultata je izvrSena primenom komparativnog ddCt metoda, a kao kalibrator je

koriS¢ena medijana dCt vrednosti nadena kod analiziranih zdravih kontrola;

Q= 2-ddct ; gde je ddCt = dCtyzorak - dCtkaLiBrATOR = Cluzorak — dCtzdrave kontrole(medijana)

Il - 10.2. Statisticka obrada podataka

Dobijeni podaci su obradeni 1 prikazani u tabelama 1 na slikama uz propratnu diskusiju.

Od opisnih statistiCkih pokazatelja koriS¢eni su: srednja vrednost i standardno odstupanje,

raspon vrednosti promenljivih (mininimum, maksimum) i medijana vrednosti.

Za istraZzivanje jacCine veze izmedu dve neprekidne promenljive upotrebljen je metod

Pirsonove korelacije (r-Pirsonov koeficijent linearne korelacije).

Za ispitivanje veze izmedu kategorijskih promenljivih koriS§¢eni su neparametarski testovi i
to; za poredenje izmedu dve kategorijske promenljive (2x2 ,,crosstabs*) koriséen je Hi-
kvadrat test nezavisnosti, a za ispitivanje veze izmedu 3 i vise kategorijskih promenljivih

koris¢en je FiSerov ,,tatan pokazatelj verovatno¢e* (Fisher’s Exact Probability Test).
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Od statistickih testova za poredenje grupa koriS¢eni su sledec¢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 kori$éena je Kaplan-Majerova metoda, kao i Log Rank test

za poredenje prezivljavanja medu ispitivanim grupama.
Za identifikaciju faktora rizika koris¢en je model logisticke regresije.

Svi statisticki testovi su posmatrani na nivou znac¢ajnosti nulte hipoteze od p<0,05. Statisticka
analiza je uradena na PC racunaru primenom licenciranog statistickog paketa SPSS 21.0
(IBM).

11 - 11. Detekcija somatskih mutacija primenom ciljanog sekvenciranja nove
generacije (eng. ,targeted next generation sequencing (NGS)*)

Pre otkrica nove NGS metodologije sekvenciranja, automatsko Sanger sekvenciranje bila je
metoda izbora za sekvenciranje DNK. Glavni nedostaci Sanger sekvenciranja jesu mali broj
uzoraka koji mogu biti uporedo analizirani i stoga rezultujuci visoki troskovi sekvenciranja

po baznom paru. Ovi nedostaci doveli su do razvoja novih tehnologija sekvenciranja.

NGS tehnologija omogucuje precizno masivno paralelno DNK sekvenciranje velikog broja
DNK sekvenci (celog genoma) u kratkom vremenskom periodu od nekoliko dana.
Generalno, NGS sekvenciranje obuhvata 3 osnovna koraka:

1. Priprema DNK uzoraka i biblioteke
2. Reakcija sekvenciranja

3. Analiza podataka

U ovom eksperimentu kori$¢ena je Illumina MiSeq platforma za sekvenciranje (Illumina,

Sjedinjene Americke Drzave) i ,,TruSeq Amplicon — Cancer Panel“ (TSACP, Illumina,
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Sjedinjene Americke Drzave) kit za pripremu biblioteke za sekvenciranje uzoraka genomske

DNK pacijenata. TSACP omogucava paralelno sekvenciranje 212 umnozenih regiona koji

imaju visoku ucestalost mutacionih dogadaja (mutaciona ,,hot spot* mesta) kod 48 gena

povezanih sa kancerom, odnosno procesima celijske proliferacije, apoptoze, odrzavanja

integriteta genoma, kao i regulacije strukture hromatina (sekvencirani geni su prikazani
Tabeli 7.). Eksperiment je obuhvatio 20 de¢jih AML i 20 adultnih AML neselektovanih

pacijenata.

Tabela 7. Geni asocirani sa kancerom obuhvaceni ,,TruSeq Amplicon — Cancer Panel* kitom za

ABL1

AKT1

ALK

APC

ATM

BRAF

CDH1

CDKNZ2A

CSFI1R

CINNB1

EGFR

ERBB2

ERBB4

FBXWY7

FGFR1

FGFR2

FGFR3

FLT3

GNATIT

GNAQ

sekvenciranje

GNAS MLH1
HNF1A MPI
HRAS NOTCH1
IDH1 NPM1
JAKZ2 NRAS
JAK3 PDGFRA
KDR PIK3CA
KIT PTEN
KRAS PTPN11
MET 31

RET

SMADM

SMARCB1

SMO

SRHC

STK11

TP53

VHI
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Il - 11.1. Ciljano NGS sekvenciranje — priprema DNK uzoraka i biblioteke

Ovaj korak predstavlja pripremu DNK uzoraka za sekvenciranje i sastoji se od nekoliko

koraka:

11.1.1. Hibridizacija oligonukleotidnih proba

Tokom koraka hibridizacije oligonukleotidnih proba, posebno dizajnirani oligonukleotidi,
koji ograniCavaju Zeljene sekvence, hibridizuju sa molekulom genomske DNK.

Pomesano je 250 ng genosmke DNK svakog uzorka sa 5 pL smeSe oligonukleotida
(Amplicon Fixed Panel 1) i 40 pL OHS1 pufera za hibridizaciju (Oligo Hybridization for
Sequencing). Nakon centrifugiranja u trajanju od 1 minut na 1000 x g i 20°C, reakciona
smesa je inkubirana na 95°C u trajanju od 1 minut, nakon ¢ega je temperatura inkubacije
postepeno spustana na 40°C u trajanju od 80 minuta. Korak postepenog spustanja

temperature je kritican za proces ispravne hibridizacije.

11.1.2. Precisc¢avanje produkata reakcije hibridizacije

Korak preciS¢avanja uklanja nehibridizovane oligonukleotidne probe kori§¢enjem procesa
filtriranja na osnovu veli¢ine molekula. Ispiranje puferom obezbeduje potpuno uklanjanje
nevezanih oligonukleotida i pripremu za kasniju reakciju elongacije i ligacije
oligonukleotida.

Nakon inkubacije, 50 pL reakcione smeSe je postavljeno na unapred pripremljeni filter za
preciS¢avanje, a zatim je centrifugirana u trajanju od 2 minuta na 2400 x g i 20°C. Nakon
toga, filter je ispran dva puta koriS¢enjem 45 pL pufera za ispiranje SW1 (Stringent Wash 1)
i centrifugiranjem na 2400 x g u trajanju od 2 minuta. Heterodupleksi molekula gDNK sa
oligonukleotidnim grani¢nicima su eluirani sa filtera koriS¢enjem 45 pL univerzalnog pufera

UBL1 (Universal Buffer 1) i centrifugiranjem na 2400 x g u trajanju od 2 minuta.
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11.1.3. Elongacija vezanih oligonukleotidnih proba

Korak elongacije podrazumeva polimerizaciju 1, samim tim, obogacivanje (eng.
»enrichment®) ciljnih regiona za sekvenciranje, koriS¢enjem enzima DNK polimeraze.
Polimerizacija zapocinje na 3' kraju uzvodno hibridizovanog oligonukleotida, a zavrSava se
ligacijom na 5' kraju nizvodno hibridizovanog oligonukleotida upotrebom enzima DNK
ligaze. Ovaj proces rezultuje dobijanjem ciljnih sekvenci molekula DNK, sa obe strane
kovalentno povezanih sa oligonukleotidnim sekvencama.

Zapremina od 45 pL prethodno precis¢enih molekula DNK sa hibridizovanim
oligonukleotidima je pomeSana sa 45 pL smeSe za polimerizaciju i ligaciju ELM3 (Extension

Ligation Mix 3), a zatim inkubirana na 37°C u trajanju od 45 minuta.

11.1.4. Umnozavanje dobijenih produkata lancanom reakcijom polimeraze

Korak umnozavanja lancanom reakcijom polimeraze dovodi do amplifikacije selektovanih
“hot spot“ regiona dobijenih upotrebom oligonukleotidnih proba. Proces amplifikacije se
odvija dodavanjem prajmera, koji se sastoje iz sekvenci indeksa (i5 i i7), kao i adaptera, koji
¢e se vezati za komplementarne oligonukleotide (eng. ,,0ligos*) na povrsini ,,flowcell®.
Nakon nanoSenja uzorka na “flowcell, dolazi do vezivanja DNK, formiranja klastera (eng.
,»cluster generation®) i do klonalnog umnozavanja klastera. Dodavanjem indeksa 15 1 17,
svakom uzorku se dodeljuje jedinstveni kod (eng. ,,barcode”), na osnovu kojeg se kasnije
identifikuje svaki pojedinacni uzorak prilikom analize podataka.

Nakon reakcije elongacije, u svaki uzorak je dodato 25 uL 50 mM NaOH i smesa je
inkubirana 5 minuta na sobnoj temperaturi. U ovako denaturisane produkte nakon koraka
elongacije dodato je po 5 pL prajmera odgovarajuce orijentacije (i5117), kao 1 22 pL gotove
smeSe za lancanu reakciju polimeraze PMM2/TDP1 (PCR Master Mix 2/TruSeq DNA
Polymerase 1). Nakon toga, reakciona smesa je postavljena na temperaturni program lanc¢ane

reakcije polimeraze (Tabela 8.).
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Tabela 8. Temperaturni program lancane reakcije polimeraze

Temperatura Duzina Broj ciklusa

95°C 3 1
95°C 30”
62°C 30”7 27
72°C 30
72°C 5 1

11.1.5. Precis¢avanje produkata lancane reakcije polimeraze

Korak precis¢avanja koristi ,,Agencourt AMPure XP* magnetne kuglice (Beckman Coulter
International SA, Svajcarska) za pre¢iséavanje u svrhu uklanjanja neZeljenih produkata
lan¢ane reakcije polimeraze koji mogu interferirati sa nishodnim koracima pripreme
biblioteke matri¢nih molekula DNK za sekvenciranje.

Nakon lancane reakcije polimeraze, u uzorke je dodato 45 pL magnetnih AMPure XP kuglica
za preciS¢avanje uzorka i smeSa je inkubirana 10 minuta na sobnoj temperaturi. Uzorci su
postavljeni na magnetno postolje u trajanju od 2 minuta, nakon ¢ega je supernatant odbacen,
a talog, veoma pazljivo, ispran sa 200 uL svezeg 80% etanola u trajanju od 30 sekundi.
Ispiranje etanolom je ponovljeno, talog je osuSen na sobnoj temperaturi u trajanju od 10
minuta 1 pazljivo resuspendovan u 30 pL pufera za eluciju sa Tris EBT (Elution Buffer with
Tris). Nakon inkubacije na sobnoj temperaturi u trajanju od 2 minuta, uzorci su postavljeni
na magnetno postolje u trajanju od 2 minuta, a zatim je 200 pL supernatanta preuzeto za dalji

rad.

11.1.6. Normalizacija koncentracije biblioteke

Kvantifikacija indeksirane, umnozene 1 precis¢ene biblioteke uzoraka DNK je od velike

vaznosti za dalju reakciju sekvenciranja i postupak obrade podataka. Odgovarajuca pocCetna
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kolicina DNK svakog uzorka u reakciji umnozavanja u obliku mosta (eng. ,,bridge
amplification*) dovodi do odgovarajuce gustine dobijenih klastera (eng. ,,cluster density*),
Sto odreduje kvalitet reakcije sekvenciranja, a samim tim i kvalitet analize dobijenih
podataka.

U preciS¢ene produkte lancane reakcije polimeraze dodato je 45 pL smeSe kuglica za
normalizaciju LNA1/LNB1 (Library Normalization Additives 1/Library Normalization
Beads 1), i smeSa je promeSana na 1800 rpm u trajanju od 30 minuta. Korak meSanja u
trajanju od 30 minuta je klju¢an za reakciju normalizacije i moze dovesti do povecane ili
smanjene reprezentacije pojedinacnih uzoraka ako se vreme meSanja poveca ili smanji.
Nakon meSanja, reakciona smesa je postavljena na magnetno postolje u trajanju od 2 minuta,
nakon ¢ega je supernatant odbacen. Talog je ispran dva puta sa 45 yL pufera za ispiranje
LNWI1 (Library Normalization Wash 1) u trajanju od 5 minuta, nakon ¢ega je LNW1
odbacen. U uzorak je dodato 30 pL 0,1 N NaOH, nakon ¢ega je promeSan na 1800rpm u
trajanju od 5 minuta u cilju elucije molekula DNK sa LNB1 kuglica za normalizaciju.
Supernatant sa eluiranim molekulima DNK je preuzet za dalji rad i pomesan sa 30 pL pufera
za ¢uvanje LNS1 (Library Normalization Storage Buffer 1). Ovako dobijena biblioteka za
sekvenciranje se sastoji od jednolan¢anih molekula DNK, spremnih za dalje spajanje i

nanoSenje na MiSeq platformu za sekvenciranje.

11.1.7. Spajanje dobijenih biblioteka i nanoSenje na MiSeq platformu za sekvenciranje

U pripremi za procese umnozavanja u obliku mosta 1 dobijanja klonalnih klastera uzoraka
DNK, kao i za reakciju sekvenciranja, jednake koli¢ine molekula DNK svakog uzorka
moraju biti spojene zajedno. Spajanje i razblaZivanje se vrsi u puferu za razblazivanje, nakon
Cega sledi toplotna denaturacija direktno pre nanoSenja spojenih uzoraka na MiSeq
platformu.

Nakon normalizacije koncentracije uzoraka, 5 pL biblioteke svakog uzorka je spojeno
zajedno. Od ovako dobijene biblioteke svih uzoraka, 6 uL je pomeSano sa 594 pL pufera za

hibridizaciju HT1 (Hybridization Buffer), nakon cega je smeSa denaturisana na 96°C u
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trajanju od 2 minuta. Denaturisana biblioteka je inkubirana 5 minuta na ledu, nakon cega je,

slede¢i uputstva proizvodaca, nanesena na MiSeq platformu za sekvenciranje.

Il - 11.2. Ciljano NGS sekvenciranje — reakcija sekvenciranja

Reakcija sekvenciranja je izvrSena na MiSeq platformi za sekvenciranje (Illumina, Sjedinjene
Americke Drzave), koriS¢enjem verzije 3 (V3) kita za pripremu biblioteke i softvera za
obradu podataka (Illumina, Sjedinjene Americke Drzave). U reakciji sekvenciranja je
koris¢en 151 ciklus sekvenciranja jednog DNK lanca sa oba kraja (eng. ,,pair end read*), dok
je par indeks sekvenci sekvenciran u po 8 ciklusa. Kvalitet sekvenciranja je prikazan u vidu
Q vrednosti, koji predstavlja merilo kvaliteta sekvenciranja, sa granicnom verovatno¢om

greSke manjom od 1 u 1000 baza (Q30 vrednost).

I11 - 11.3. Ciljano NGS sekvenciranje — obrada podataka

11.3.1. Bioinformaticka obrada podataka

Primarna analiza podataka je izvrSena od strane ugradenog softvera MiSeq platforme
(IMlumina, Sjedinjene Americke Drzave). Sekundarna analiza, odnosno dobijanje FASTQ
datoteka potrebnih za detekciju genomskih varijacija, je sprovedena kroz cCetri stupnja:
osnovna provera kvaliteta 1 uklanjanje sekvenci loSeg kvaliteta, preklapanje kratkih dobijenih
sekvenci (eng. ,,reads) sa referentnim genomom, dodatna provera kvaliteta, kao i detekcija
varijanti i dodatno filtriranje. Set algoritama za obradu podataka (eng. ,,pipeline*) je formiran
od strane kompanije ,,Seven Bridges Genomics (SBG, Srbija). Set algoritama se sastojao od
slobodno dostupnih softverskih alata, kao 1 od alata razvijenih od strane SBG koriS¢enjem
sopstvenih bioinformatickih resursa.

Prvi korak osnovne provere kvaliteta je izvrSen koriS¢enjem FastQC softvera
(www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc), dok je uklanjanje baza sa kvalitetom

manjim od Q20 vrednosti (verovatnoca greske 1 u 100) izvrSeno pomocu FastqgMcf softvera
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(code.google.com/p/ea-utils). Preklapanje sekvenci sa referentnim GRCh37 genomom je
izvrSeno pomo¢u BWA-MEM algoritma, u cilju dobijanja BAM datoteke. Dodatna provera
kvaliteta nakon preklapanja izvrSena je pomocu algoritma razvijenog od strane kompanije
SBG. Razvijeni algoritam detektuje umnozene sekvence sa neadekvatnom dubinom
sekvenciranja i iskljucuje ih iz daljeg razmatranja. Detekcija genomskih varijacija i finalno
filtriranje je izvrSeno koris¢enjem GATK “UnifiedGenotyper” i “VariantFiltration” softvera.
Softver “UnifiedGenotyper” proizvodi vcf datoteke koje sadrze informacije o poziciji
jednonukleotidnih varijacija (SNV) i kratkih inserciono-delecionih varijacija (indel) u
odnosu na referentni GRCh37 genom, dok “VariantFiltration” softver filtrira varijacije u
regionima sa nedovoljnom dubinom sekvenciranja. Anotacija pojedinacnih dobijenih
varijjacija  je  izvrSena  koriS¢enjem = “Variant  Effect Predictor”  softvera
(www.ensembl.org/Homo sapiens/Tools/VEP), koji koristi “SIFT” i “PolyPhen” algoritme
za procenu funkcionalnog efekta mutacija. KoriS¢enjem ovih podataka, formiran je izvestaj
sa rezultatima detektovanih varijacija u svakom genu, za svakog pacijenta, ukljucujuéi i
informacije o dubini sekvenciranja detektovane varijacije, kao i o mogué¢em dbSNP
identifikacionom broju. Za vizuelizaciju podataka je koris¢en “Integrated Genomics Viewer*

softver .

11.3.2. Statisticka obrada podataka

Statisticka obrada podataka je izvrSena koriS¢enjem Prism5 softverskog paketa (GraphPad,
Sjedinjene Americke Drzave). Pearsonov koeficijent korelacije (1) i koeficijent determinacije
(r2) su dobijeni poredenjem 19 XY parova. Za svaki rezultat dat je 95% interval poverenja
(eng. ,,confidence interval — CI*), a znacajnost razlika izmedu dve grupe od p<0,05 je

smatrana statisticki zna¢ajnom.
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IV -_REZULTATI

IV - 1. Analiza mutacionog profila adultne i de¢je AML primenom metode
paralelnog ciljanog sekvenciranja nove generacije

U nasoj studiji, primenili smo ciljano sekvenciranje nove generacije u analizi somatskih
mutacija u grupi adultnih (aAML) 1 dec¢jih (dAML) AML pacijenata, u cilju lakSeg

prepoznavanja i boljeg razumevanja genetickog profila ove bolesti.

Da bismo detektovali mutacioni profil uklju¢en u patogenezu decje i adultne AML,
analizirano je priblizno 14x108 bp sekvenci kod 20 dAML i 20 aAML pacijenata, koriste¢i
TruSeq Amplicon - Cancer Panel (TSACP) platformu. Na TSACP platformi umnoZzava se
212 amplikona koji obuhvataju mutaciona ,.hot spot* mesta u 48 gena povezanih sa
kancerom. Prosecna pokrivenost ¢itanja sekvenci iznosila je 2981 x po amplikonu. Devet
gena nije ukljuceno u dalju analizu zbog nedovoljne pokrivenosti Citanja, tako da je ukupno
koris¢eno 188 amplikona, poreklom iz 39 gena za slede¢i korak analize. Kako bismo utvrdili
koja je od detektovanih mutacija bila somatska, odnosno poreklom od leukemijskog tkiva,
za svakog pacijenta nam je bio potreban DNK uzorak iz zdravog, normalnog tkiva. S obzirom
da takav materijal nije bio dostupan, detektovane varijante su idetifikovane u odnosu na
referentni genom, primenjujuc¢i Bajesov pristup aproksimacije i vrSeci poredenje sa javnim

bazama podataka genetickih varijacija.

Broj razlic¢itih varijanti detektovanih u kodiraju¢im i u nekodiraju¢im regionima je bio 114,
od kojih je 75 (55 kod dAML, 42 kod aAML) varijanti bilo u kodiraju¢im regionima, a 39
varjjanti (31 kod dAML, 34 kod aAML) u nekodiraju¢im regionima. U kodirajuéim
regionima idetifikovane su 4 razli¢ite incercije i delecije (indel) (3 kod dAML, 3 kod aAML),
dok je u nekodiraju¢im regionima identifikovano 13 razli¢itih indel (9 kod dAML, 13 kod
aAML). Identifikovano je 71 razli¢itih pojedinacnih nukleotidnih varijanti (eng. “single
nucleotide variants” -SNV) (52 kod dAML, 39 kod aAML) u kodiraju¢im regionima, dok je
njih 26 nadeno u nekodiraju¢im regionima (22 kod dAML, 21 kod aAML) (Slika 7a 1 7b).
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Slika 7a. Ukupan broj varijanti u kodiraju¢im i nekodiraju¢im regionima detektovan targetovanim NGS

sekvenciranjem kod decje AML
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Slika 7b. Ukupan broj varijanti u kodirajué¢im i nekodiraju¢im regionima detektovan targetovanim NGS

sekvenciranjem kod adultnih AML pacijenata
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U na$oj grupi pacijenata identifikovano je ukupno 412 (207 kod dAML, 205 kod aAML)
varijanti u kodiraju¢im regionima (medijana po pacijentu 10, opseg: 5-16; medijana po
dAML pacijentu: 10, opseg: 5-14; medijana po aAML pacijentu: 10, opseg: 7-16). U
nekodiraju¢im regionima nadeno je 527 varijanti (260 kod dAML, 267 kod aAML) (mediana
po pacijentu: 14, opseg: 8-17; medijana po dAML pacijentu: 14, opseg: 8-16; medijana po
aAML pacijentu: 14, opseg: 9-17).

Prilikom dalje analize u obzir su uzimane samo varijante koje potencijalno mogu izazvati
promene u strukturi proteina, tzv. ,,protein-changing™ varijante - mutacije. Ove mutacije
ukljucuju ,,nonsense* (N), ,,frameshift (F) i ,,missense” (M) mutacije (NFM). Ukupan broj
takvih promena bio je 122, 62 kod dAML 1 60 kod aAML pacijenata (prosecno po pacijentu
3, opseg: 0-7; po dAML pacijentu 3, opseg: 0-7; po aAML pacijentu 3, opseg: 1-5). Sest
pacijenata je imalo 5 ili viSe NFM mutacija, ukljucuju¢i 3 dAML pacijenta (#8, #12, #14) i
3 aAML pacijenta (#1, #15, #17) (Slika 8a i 8b).

#1 #2 #3 #4 85 H#HO6 #H7 #8 #H9 #10 #11 #12 #13 #14 #15 #16 #17 #18 #19 #20

mFEM

Slika 8a. Broj mutacija po pacijentu. Distribucija nonsense (N), frameshift (F), i missense (M) mutacija u

kodiraju¢im regionima targetovanih gena kod decje AML.
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()

#1 #2 #3 #4 #S #6 #7 #8 #H9 #10 #11 #12 #13 #14 #15 #16 #17 #18 #19 #20
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Slika 8b. Broj mutacija po pacijentu. Distribucija nonsense (N), frameshift (F), i missense (M) mutacija u

kodiraju¢im regionima targetovanih gena kod adultnih AML pacijenta.

TSACP platforma je dizajnirana tako da“pokriva” mutaciona ,,hot spot” mesta u kancer-
vezanim genima i da detektuje prisustvo somatskih mutacija. Na ovoj platformi su
zastupljeni onkogeni i tumor supresor geni ukljuéeni u ¢elijsku proliferaciju, apoptozu, u
odrzavanje stabilnost genoma i u regulaciju strukture hromatina. U nasoj analizi otkrili smo
da je 26 gena imalo najmanje jednu mutaciju u kodiraju¢im regionima (23 kod dAML, 23
kod aAML), dok je kod 21 razli¢itih gena detektovana bar jedna NFM mutacija (16 u dAML,
17 u aAML), odnosno mutacija sa potencijalnom ,,protein-changing® funkcijom. Stavise,
identifikovali smo 4 gena koji su bili mutirani isklju¢ivo kod dAML pacijenata; JAK3, ABL1,
GNAQ i EGFR gen koji kodiraju tirozin kinase odnosno proteine koji su udruzeni sa tirozin
kinazama. Detektovali smo i 5 gena koji su bili mutirani isklju¢ivo kod aAML grupe
pacijenata: IDH1, APC, HNF1A, GNAS i SMARCBL1 geni, ukljuceni u procese metilacije i
modifikaciju histona. Najvise NFM mutacija je detektovano u KDR i TP53 genima (viSe od
10 NFM mutacija) (Slika 9a i 9b).
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Slika 9a. Broj mutacija po targetovanom genu. Distribucija ,,nonsense® (N), f*rameshift (F) i ,,missense* (M)
mutacija u kodiraju¢im regionima targetovanih gena kod de¢je AML.
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Slika 9b. Broj mutacija po targetovanom genu. Distribucija ,,nonsense* (N), ,,frameshift* (F) i ,,missense* (M)
mutacija u kodiraju¢im regionima targetovanih gena kod adultnih AML.
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Kod 6 dAML pacijenata i kod 4 aAML pacijenta, u 10 gena detektovano je 14 novih
neprijavljenih NFM mutacija (9 kod dAML i 5 kod aAML pacijenata) (Tabela 9 i 10).
Najveéi broj novih mutacija su detektovane u FLT3 genu (3 nove mutacije), a zatim u genima
za RET i EGFR (po 2 nove mutacije). Sve mutacije su bile po tipu zamene/,,missense*, a
mnoge od njih predstavljaju nove substitucije u ve¢ ,prijavljenim“ kodonima koji
predstavljaju mutaciona “hot spot” mesta. Na primer, detektovali smo novu mutacijuu FLT3
genu na poziciji ¢.2522 A>T, p.N841l, ali su substitucije u kodonu 841 ve¢ prijavljene
(N841K, N841H, N841S).
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Tabela 9. Mutacije identifikovane kod de¢je AML metodom NGS sekveniranja, Sanger sekvenciranjem i
metodom PCR. dbSNP (eng. ,,Single Nucleotide Polymophism DataBase*); COSMIC (eng. ,,Catalogue of
Somatic Mutations In Cancer database*)

. Mutacija detektovana Mutacija C e .
ol metodom NGS mutcge  OOSNP COSMIC e cdomili Sanger  Coverages (0
sekvenciranja sekvenciranjem
1 None
2 KDR, ¢.1416A>T, p.Q472H Homozigot rs1870377 COSM149673 10894
GNAQ, c.842A>G, p.E281G  Heterozigot 82
TP53, ¢.215C>G, p.P72R Homozigot rs1042522 COSM250061 62
3 TP53, ¢.215C>G, p.P72R Homozigot 1s1042522 COSM250061 252
JAKS, ¢.2164G>A, p.V722I Heterozigot rs3213409 COSM34213 236
4 TP53, ¢.215C>G, p.P72R Heterozigot rs1042522 COSM250061 66
KIT, c.2447A>T, p.D816V Heterozigot rs121913507 COSM1314 3356
KDR, ¢.1416A>T, p.Q472H Heterozigot rs1870377 COSM149673 2892
FLT3, ¢.2522A>T, p.N841l Heterozigot 705
5 TP53, ¢.215C>G, p.P72R Homozigot rs1042522 COSM250061 60
NRAS, ¢.182A>T, p.Q61L Heterozigot rs11554290 COSM583 979
6 KDR, ¢.1416A>T, p.Q472H Heterozigot rs1870377 COSM149673 11062
ATM, ¢.2572T>C, p.F858L Heterozigot rs1800056 COSM21826 2249
FLT3, ¢.2028C>A, p.N676K  Heterozigot COSM303886 2479
TP53, ¢.215C>G, p.P72R Homozigot rs1042522 COSM250061 184
7 TP53, ¢.215C>G, p.P72R Homozigot rs1042522 COSM250061 198
NRAS, ¢.182A>T, p.Q61L Heterozigot rs11554290 COSM583 1486
KDR, ¢.1416A>T, p.Q472H Heterozigot rs1870377 COSM149673 3806
8 TP53, ¢.215C>G, p.P72R Homozigot rs1042522 COSM250061 413
KDR, ¢.1416A>T, p.Q472H Homozigot rs1870377 COSM149673 3411
NRAS, ¢.35G>A, p.G12D Heterozigot rs121913237 COSM564 3807
NRAS, ¢.34G>A, p.G12S Heterozigot rs121913250 COSM563 3431
KIT, c.1621A>C, p.M541L Heterozigot rs3822214 COSM28026 2871
9 KDR, ¢.1416A>T, p.Q472H Heterozigot rs1870377 COSM149673 4443
10 EGFR, ¢.2368.A>T, p.T790S  Heterozigot 36
RET, ¢.2770T>C, p.F924L Heterozigot 60
TP53, c.442G>A, p.D148N Heterozigot COSM44043 78
TP53, ¢.215C>G, p.P72R Homozigot rs1042522 COSM250061 65
11 E_méé?sgfg—BG"’i”SCGGA Heterozigot COSM28066 2182
NPM1, ¢.871G>T,p.R291IM Heterozigot 2182
NRAS, ¢.34G>A, p.G12S Heterozigot rs121913250 COSM563 557
KDR, ¢.1416A>T, p.Q472H Heterozigot rs1870377 COSM149673 12063
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12

13

14

15

16

17

18

19

20

NRAS, ¢.34G>A, p.G12S
KDR, ¢.1416A>T, p.Q472H
SMO, ¢.984C>T, p.A235V
ABL1, c.806C>T, p.A269V
KRAS, ¢.35G>A, p.G12D
TP53, ¢.215C>G, p.P72R
JAK3, ¢.2164G>A, p.V722]
KDR, ¢.1416A>T, p.Q472H
TP53, ¢.215C>G, p.P72R

EGFR, ¢.2437T>G, p.Y813D
MET, ¢.3029C>T, p.T1010I
SMO, ¢.618G>T, p.W206L
PTPN11, c.206A>T, p.E76V
TP53, ¢.308A>T, p.Y103F
TP53, ¢.215C>G, p.P72R
KRAS, ¢.38G>A, p.G13D
PTPN11, ¢.179G>T, p.G60V
TP53, ¢.215C>G, p.P72R
TP53, ¢.215C>G, p.P72R

KDR, c.1416A>T, p.Q472H
MET, ¢.1124A>G, p.N375S
TP53, ¢.215C>G, p.P72R
FLT3, ¢.2503G>T, p.D835Y
TP53, ¢.215C>G, p.P72R
MET, ¢.1124A>G, p.N375S
KRAS ¢.37G>T, p.G13C
TPS53, ¢.215C>G, p.P72R
KDR, c.1416A>T, p.Q472H
ATM, ¢.7357C>T, p.R2453C
TP53, ¢.215C>G, p.P72R

Heterozigot
Homozigot
Heterozigot
Heterozigot
Heterozigot
Heterozigot
Heterozigot
Heterozigot

Homozigot

Heterozigot
Heterozigot
Heterozigot
Heterozigot
Heterozigot
Homozigot
Heterozigot
Heterozigot
Heterozigot

Heterozigot

Homozigot
Heterozigot
Heterozigot
Heterozigot
Homozigot
Heterozigot
Heterozigot
Homozigot
Heterozigot
Heterozigot

Heterozigot

rs121913250
rs1870377
rs142599757

rs121913529
rs1042522
rs3213409
rs1870377
rs1042522

rs56391007

rs121918465

rs1042522

rs1042522

rs1042522

rs1870377

rs33917957

rs1042522

rs1042522

rs33917957

rs121913535

rs1042522

rs1870377

rs1042522

COSM563
COSM149673
COSM1226876

COSM521
COSM250061
COSM3413
COSM149673
COSM250061

COSM707

COSM13025

COSM250061
COSM532
COSM13028
COSM250061
COSM250061

COSM149673
COSM5020653
COSM250061
COSM783
COSM250061
COSM5020653
COSM527
COSM250061
COSM149673
COSM1351001
COSM250061

387
14782
216
125
3552
386
579
10653
218

FLT3/ITD
30
8695
42
7569
54
75
978
1929
88
343
FLT3/ITD
14429
6643
36
299
42
12193
1175
142
10697
4009
326
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Tabela 10. Mutacije identifikovane kod adultnih AML metodom NGS sekvenciranja, Sanger sekvenciranjem
i metodom PCR

Mutacija detektovana PCR Dubina Zitanja

Sr Mesclsmomaneodn - SEE e coic o mebmiismer Lo 08
sekvenciranjem )
1 NRAS,c.38G>A,p.G13D Heterozigot 1s121434596 COSM573 1159
KDR, c.1416 A>T, p.Q472H Heterozigot rs1870377 COSM149673 22343
PTPN11,c.1508G>A,p.G503E Heterozigot COSM13021 1140
Eggggggea_smmsc Heterozigot COSM1476243 2306
TP53, ¢.215C>G, p.P72R Homozigot rs1042522 COSM250061 166
FLTS3, ¢.2503G>T, p.D835Y Heterozigot COSM783 FLT3, c.2503G>T, p.D835Y 358
IDH2,c.419G>A, p.R140Q
2 SMO, ¢.704C>T, p.A235V Heterozigot rs142599757 COSM1226876 170
TP53, ¢.215C>G, p.P72R Heterozigot rs1042522 COSM250061 184
3 KIT, c.1621A>C, p.M541L Heterozigot s3822214 COSM28026 2585
RET, c.2975A>G, p.T929A Heterozigot 151
TP53, ¢.215C>G, p.P72R Homozigot rs1042522 COSM250061 252
GNAS, ¢.631A>T, p.K211stop Heterozigot 113
4 KDR, ¢.1416A>T, p.Q472H Heterozigot rs1870377 COSM149673 12563
Emééglsg_%oinsmm Heterozigot  rs758959453  COSM158604 NPMl*’f_BV\fzggsiigli’;TCTG 2009
TP53, ¢.215C>G, p.P72R Heterozigot rs1042522 COSM250061 58
FLT3/ITD
5 KDR, c.1416 A>T, p.Q472H Heterozigot rs1870377 COSM149673 11343
FLT3, c.2522A>C, p.N841T Heterozigot 652
TP53, ¢.215C>G, p.P72R Homozigot rs1042522 COSM250061 198
Emééglsg_%oinsmm Heterozigot ~ rs758959453  COSM158604 Emééfsfig59—86°i”STCTG 1836
6 Eméé?églsg_%oinsmm Heterozigot ~ rs758950453  COSM158604 2671
TP53, ¢.215C>G, p.P72R Homozigot rs1042522 COSM250061 247
7 APC, c.3920T>A, p.11307K Heterozigot rs1801155 6274
TP53, ¢.215C>G, p.P72R Heterozigot rs1042522 COSM250061 89
8 IDH1, ¢.394C>A, p.R132S Heterozigot rs121913499 COSM28748 1575
KDR, ¢.1416A>T, p.Q472H Heterozigot rs1870377 COSM149673 15785
E%ég?ﬁfﬁ—%omsmm Heterozigot  rs758959453  COSM158604 1592
TP53, ¢.215C>G, p.P72R Heterozigot rs1042522 COSM250061 109

67




REZULTATI

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

ATM, ¢.3925G>A, p.A1309T
FLT3, c.2027A>G, p.N676S
TP53, ¢.215C>G, p.P72R
KDR, ¢.1416A>T, p.Q472H

TP53, ¢.215C>G, p.P72R

NPM1, ¢.859_860insTCTG
p.W288fs*12

KIT, c.2446G>T, p.D816Y
TP53, ¢.215C>G, p.P72R
SMARCBLI, ¢.622A>T, p.M208L
KRAS, ¢.437C>T, p.Al46V
TP53, ¢.215C>G, p.P72R

KDR, ¢.1416A>T, p.Q472H
TP53, ¢.215C>G, p.P72R

KIT, ¢.1621A>C, p.M541L

KDR, ¢.1416A>T, p.Q472H

HNF1A, c.863_864insC
p.P289fs*28

TP53, ¢.215C>G, p.P72R
RET, c.2372A>T, p.Y791F
KIT, ¢.2446G>T, p.D816Y

KDR, ¢.1416A>T, p.Q472H

NPM1, ¢.859_860insTCTG
p.W288fs*12

TP53, ¢.215C>G, p.P72R
NRAS,c.38G>A,p.G13D
NRAS, ¢.37G>T, p.G13C

KDR, c.1416A>T, p.Q472H

NPM1, ¢.859_860insTCTG
p.W288fs*12

TP53, ¢.215C>G, p.P72R
MET, ¢.1124A>G, p.N375S
TP53, ¢.215C>G, p.P72R

NRAS, ¢.35G>A, p.G12D
KDR, ¢.1416A>T, p.Q472H
MET, ¢.1124A>G, p.N375S

TP53, ¢.215C>G, p.P72R

NPM1, ¢.859_860insTCTG
p.W288fs*12

TP53, ¢.215C>G, p.P72R

Heterozigot
Heterozigot
Heterozigot
Heterozigot

Heterozigot

Heterozigot

Heterozigot
Heterozigot
Heterozigot
Heterozigot
Heterozigot
Heterozigot
Homozigot
Heterozigot
Heterozigot
Heterozigot
Heterozigot
Heterozigot
Heterozigot
Homozigot
Heterozigot
Heterozigot
Heterozigot
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Pojedini geni za koje je pokazano da ucestvuju u etiologiji AML nisu bili sadrzani na,, TruSeq
Amplicon Cancer platformi (kao $to je IDH2 gen), ili promena u datom genu nije mogla
biti detektovana standardnom obradom podataka NGS analize (,,internal tandem* duplikacija
u FLT3 genu). Navedene promene su analizirane kod svakog pacijenta primenom PCR i

meode direktnog Sanger sekvenciranja.

Nasa studija je pokazala razliku izmedu dAML 1 aAML grupe pacijenata u zastupljenosti
najée$¢ih mutacija asociranih sa AML, ukljucuju¢i mutacije u NPM1, IDH1 i IDH2 genima.
Tako je ucestalost mutacija u IDH1 bila 0% kod dAML i 5% kod aAML, ucestalost u IDH2
je iznosila 0% kod dAML i 10% kod aAML), dok je u slu¢aju NPM1 mutacija ova razlika
iznosila 10% kod dAML u odnosu na 35% detektovanih kod aAML. Lista razli¢itih mutacija
detektovanih ,,TruSeq Amplicon Cancer* platformom, PCR 1 Sanger sekvenciranjem
sumirana je u tabeli 9 i 10, a klini¢ke karakteristike dAML i aAML pacijenata u tabelama 11
112
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Sazetak:

Analiza mutacionog profila 20 de¢jih (dJAML) i 20 adultnih AML (aAML) pacijenata
primenom metode ciljanog sekvenciranja nove generacije pokazali smo da AML
sadrzi relativno mali broj genetiCkih promena, u proseku samo 3 mutacije po
pacijentu kod obe grupe pacijenata. Ovaj nalaz ukazuje na to da je za razvice ovog
tipa leukemije potrebno manje genetickih promena nego u drugim malignitetima.
Zastupljenost najceS¢ih mutacija u pojedinaénim genima, koji su povezani sa
patogenezom AML, razlikovala se kod dAML i aAML: IDH1 (0% kod dAML, 5%
kod aAML), IDH2 (0% kod dAML, 10% kod aAML), NPM1 (10% kod dAML, 35%
kodaAML). Ova razlika u mutacionom profilu izmedu de¢jih i adultnih AML
pacijenata istice postojanje razlike u patogenezi AML kod ove dve grupe bolesnika.
Takode, prisustvo mutacija u 4 gena (JAK3, ABL1, GNAQ i EGFR) koji kodiraju
tirozin kinaze ili proteine koji su udruzeni sa tirozin kinazama detektovano je
isklju¢ivo kod dAML pacijenata, dok je kod 5 gena (IDH1, APC, HNF1A, GNAS i
SMARCB1) koji su ukljuc¢eni u metilaciju i modifikaciju histona prisustvo mutacija

utvrdeno iskljuc¢ivo kod aAML pacijenata.

IV - 2. Kvantifikacija ekspresije WT1 gena kod AML-NK pacijenata

Ekspresija WT1 je pracena “real-time” PCR metodom. Relativni nivo ekspresije je odreden

primenom ddCt metode, gde su kao kalibrator koriS¢ene zdrave kontrole. Nivo ekspresije

izraZen je u relativnim jedinicama (RU).

IV - 2.1. Ekspresija WT1 gena kod de novo AML-NK pacijenata

Nivo ekspresije WT1 gena je kvantifikovan u grupi od 104 de novo AML-NK pacijenata, kao

I kod 15 uzoraka zdravih kontrola. Medijana nivoa ekspresije WT1 transkripta kod de novo
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AML-NK pacijenata iznosila je 654.39 (0.19-34949.88), dok kod jednog pacijenta nije
detektovana ekspresija. Ovaj nivo ekspresije je znacajno visi od nivoa ekspresije koji je
detektovan kod zdravih kontrola (srednja vrednost 1.29+0.30, medijana 1.00+1.04 (0.24-
3.74), dok kod 3 zdrave kontrole ekspresija nije detektovana). (p<0.001) (Slika 10).

40000.000+

30000.000-

20000.000-

Relativna ekspresija WT1 (RU)

10000.000

m—imo ** % *

000+ ——————

T T
zdrave kontrole AML-NK

Slika 10. Box-plot graficki prikaz ekspresije WT1 (RU) kod AML-NK pacijenata i kod zdravih kontrola.
Horizontalne linije predstavljaju vrednosti medijane.

Vrednost 4.13 RU, dobijena zbirom medijane vrednosti nivoa ekspresije zdravih kontrola i
trostruke vrednosti standardne greske (1.00+3x1.04), uzeta je kao “cut off** vrednost, iznad
koje se smatra da je uzorak pozitivan na ekspresiju WT1. Nakon toga naSa grupa AML-NK
pacijenata imala je 98 pacijenta pozitivnih na WT1 ekspresiju.

Kako bi ispitali uticaj nivoa ekspresije WT1 na prognozu bolesti, kao i povezanost sa
klini¢ckim 1 drugim prognostickim parametrima, podelili smo pacijente na one sa niskim
(WT1M2) i visokim (WT1") nivoom ekspresije. Kao “cut off* vrednost uzeli smo 75%
vrednosti WT1 ekspresije kod de novo WT1 pozitivhih AML-NK pacijenata, koja iznosi
1876.44 RU. U trenutku postavljanja dijagnoze, 25/98 pacijenata (25,5%) imalo je visok
nivo ekspresije WT1 gena.
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Poredeci nivo WT1 ekspresije sa klini¢kim karakteristikama de novo AML-NK pacijenata,
uoceno je da je visok nivo WT1 ekspresije statisti¢ki zna¢ajno povezan sa visokim procenta
blasta u kostanoj srzi (p=0.003). Nije uoCena znacajna asocijacija sa drugim prognosticki
znacajnim faktorima kao S$to su starost, ukupan broj leukocita, trombocita, procenat blasta u
perifernoj krvi itd. Najvise pacijenata sa WT1"5° statusom detektovano je u M2 i M4 FAB
grupi, ali bez statisticke znacajnosti.

U tabeli 13. su prikazane klinicke karakteristike de novo AML-NK pacijenata,
kategorizovane na osnovu nivoa WT1 ekspresije.
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Tabela 13.
Klini¢ke karakteristike de novo AML-NK pacijenata podeljenih na osnovu nivoa WT1 ekspresije

Parameter Total (n=98) WTI* (n=25) WT1 (n=73) p value
Pol 0.366
Muskarci (%) 51 (52) 11 (22) 40 (78)
Zene (%) 47 (48) 14 (30) 33 (70)
Starost, godine, medijana, 5,19 7g) 54(19-71) 54(21-78) 0.803
(opseg)
: . .
Broj leukocita (x10°/L) 17.4 (0.5-195) 18.0 (1.2-162)  16.8 (0.5-195) 0.322
medijana, (opseg)
Hemoglobin (g/L) 96.0 (6-178) 84.50 (30-131)  99.0 (6-178) 0.002
medijana, (opseg)
: . .
Broj trombocita (x107L) g4 4 (1_420) 83.0(22-168)  63.0 (1-420) 0.320

medijana, (opseg)

LDH (U/L) medijana,
(opseg)

Blasti u perifernoj krvi

849.5 (273-7180) 924 (280-7180)  833.5 (273-5105)  0.418

(%) medijana, (opseq) 36.0 (1-96) 38.0 (9-95) 33.5 (1-96) 0.612
Blasti u koStanoj srZi (%) 75 5 (30.97) 80.0 (40-97)  68.0 (30-97) 0.003
medijana, (opseg)
FAB (%) 0.955
MO 9(9) 2(22) 7(78)
M1 17 (17) 4 (24) 13 (76)
M2 28 (29) 8 (29) 20 (71)
M4 24 (25) 5 (21) 19 (79)
M5 20 (20) 6 (30) 14 (70)
Kompletna remisija 0.004
da (%) 58(60) 9 (16) 49(84)
ne (%) 38(40) 16(42) 22 (58)
Rezistencija 0.007
da (%) 14 (14) 6 (43) 8 (57)
ne (%) 84 (86) 19 (23) 65 (77)
FLT3 0.001
prisutna (%) 33 (34) 15 (45) 18 (55)
odsutna (%) 65 (66) 10 (15) 55 (85)
FLT3-ITD 0.003
prisutna (%) 25 (26) 12 (48) 13 (52)
odsutna (%) 73 (74) 13 (18) 60 (82)
FLT3-D835 0.417
prisutna (%) 8 (8) 3(38) 5 (62)
odsutna (%) 90 (92) 22 (24) 68 (76)
NPM1 0.021
prisutna (%) 36 (37) 14 (39) 24 (61)
odsutna (%) 62 (63) 9 (14.5) 53 (85.5)
FLT3-ITD/NPM1 0.013
FLT3’ITD/NPM1- 54 (55) 8 (15) 46 (85)
FLT3-ITD*/NPM1* 17 (17.5) 9 (53) 8 (47)
FLT3-ITD/NPML1* 19 (19.5) 5 (26) 14 (74)
FLT3-ITD*/NPM1- 8 (8) 3(38) 5 (62)
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IDH 0.441
prisutna (%) 22 (22) 7 (32) 15 (68)
odsutna (%) 76 (78) 18 (24) 58 (76)

IDH1 0.417
prisutna (%) 8 (13.9) 3(38) 5 (62)
odsutna (%) 90 (86.1) 22 (22) 76 (78)

IDH2 0.777
prisutna (%) 14 (13.9) 4 (29) 10 (71)
odsutna (%) 84 (86.1) 21 (25) 63 (75)

Analizom povezanosti WT1 ekspresije sa drugim molekularnim markerima kao $to su FLT3,
NPM1 i IDH1/2 mutacioni status, konstatovana je znacajna asocijacija visokog nivoa
ekspresije WT1 i prisustva mutacija u FLT3 genu (p=0.001), gde se 60% pacijenata sa
WT1"s% statusom odlikovalo prisustvom mutacija u FLT3 genu (FLT3"). Takode, WT1"is%
status pokazao je visok nivo korelacije sa prisustvom NPM1 mutacija (p=0.021), gde je 56%
pacijenata sa WT1"% statusom imalo mutaciju u NPM1 genu (NPM1*). Kako je mutacioni
status ova dva gena, tacnije prisustvo ITD mutacije u genu za FLT3 (FLT3-1TD™) i prisustvo
mutacija u genu za NPM1, veoma znac¢ajan za prognozu bolesti, pacijente smo podelili u 4
grupe: FLT3-ITD/NPM1", FLT3-ITD*/NPM1", FLT3-ITD/NPM1* i FLT3-ITD*/NPML1".
Detektovano je da je FLT3-ITD"/NPM1" dvostruko pozitivni status bio znacajno povezan sa
visokim nivoom WT1 ekspresije (p=0.013).

Kada su u pitanju mutacije u IDH1/2 genu, od 22 IDH™ pacijenta samo 7 pacijenata je imalo
WT1"s% status (3 IDH1* i 4 IDH2" pacijenta) (Tabela 1.). Nije utvrdena znacajna statisticka

veza izmedu IDH1/2 mutacionog statusa i nivoa WT1 ekspresije.

Analizom uticaja nivoa ekspresije WT1 gena na prognozu i ishod obolelih od AML-NK,
detektovano je da pacijenti sa WT1"*°¢ statusom imaju nizu stopu postizanja kompletne
remisije (KR) (p=0.004). Od 98 pacijenata koji su bili pozitivni za WT1 ekspresiju, na dva
pacijenta je primenjeno palijativno leCenje, a od preostalih 96 pacijenata njih 58 je postiglo
kompletnu remisiju (60%). Medu WT15% pacijentima samo 9/25 je postiglo kompletnu
remisiju (36%), u poredenju sa WT1"?% pacijentima gde je njih 49/71 (70%) dostiglo KR
(Tabela 13.). Primenom multivarijantne analize logistic¢ke regresije potvrdeno je da WT1"1s

status predstavlja nezavisni nepovoljni faktor za postizanje KR (Tabela 14.).
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Tabela 14. Analiza logisticke regresije za promenljive koji imaju nepovoljni uticaj za postizanje kompletne
remisije

Parametar OR 95% CI p

WT1 ekspresija, WT1"iso 0.281 0.098-0.810 0.019
Leukociti > 30x10%/L 0.309 0.116-0.823 0.019
FLT3-1TD, mutiran 0.566 0.187-1.714 0.314

OR- eng. ,,0dds ratio*; CI - eng. ,,Confidence interval*. Promenljive koje su ukljucene u analizu logisticke
rgresije su (p vrednost u Hi-kvadrat analizi): WT1¥% status (0.004), WBC > 30x10%L (0.004), FLT3-ITD
mutiran (0.015)

Visok nivo ekspresije WT1 gena je bio povezan i sa prisustvom rezistencije na terapiju i sa
pojavom rane smrti (p=0.007 i p=0.108, respektivno) (Tabela 13.).

Medijana duzine trajanja kompletne remisije (TKR) kod 58 pacijenata koji su je postigli bila
je 12 meseci (2-47 meseci). Nije postojala statisticki zna¢ajna razlika u duzini TKR izmedu
WT1Visk j WT 123 orype pacijenata (medijana 9 meseci odnosno 12 meseci, p=0.794), §to je

potvrdeno i Kaplan-Majer analizom prezivljavanja (p=0.981, LogRank=0.001) (Slika 11).

WT1 ekspresija

—niska

Ivisoka

= niska-censored
+— visoka-censored

i W—L
:

0.6 L

0.4+ 1

Verovatnoé¢a duzZine trajanja kompletne remisije

T T T T
0 10 20 30 40

DuzZina trajanja kompletne remisije (meseci)

Slika 11. Kriva duzine trajanja kompletne remisije de novo AML-NK pacijenata u odnosu na visok ili nizak
nivo WT1 ekspresije. Pacijenti sa visokim nivoom WT1 ekspresije (n=9, 4 cenzurisano) imali su medijanu
duZine trajanja kompletne remisije od 36 meseci; pacijenti sa niskim nivoom WT1 ekspresije (n=49, 20
cenzurisano) su imali medijanu duzine trajanja kompletne remisije od 12 meseci (Log rank=0.981; p=0.001)
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Analizom duzine ukupnog prezivljavanja (UP) kod WT1"5% grupe pacijenata detektovana je
medjana UP od samo 4 meseca, ali poredenjem sa WT1"2% grupom pacijenata (medijana UP
je iznosila 8 meseci), primenom Kaplan-Majer analize nije utvrdena statist¢ki znacajna
razlika (p=0.160, LogRank=1.975) (Slika 12).

1044 WT1 ekspresija
: —Inisko eksprimirani
visoko eksprimirani
|4 nisko eksprimirani-
censored

. visoko eksprimirani-
0.8 censored

0.6 L

0.4+ _1 s 7

Verovatnocéa prezivljavanja

0.2 ' i

0.09

T T T T T T
0 10 20 30 40 50

Ukupno prezivljavanje (meseci)

Slika 12. Kriva prezivljavanja de novo AML-NK pacijenata sa niskim i visokim nivoom ekspresije WT1.
Pacijenti sa visokim nivoom WT1 ekspresije (n=25, 4 cenzurisano) imali su medijanu ukupnog prezivljavanja
od 4 meseci; pacijenti sa niskim nivoom WT1 ekspresije (n=73, 14 cenzurisano) su imali medijanu ukupnog
prezivljavanja od 8 meseci (Log rank=1.975; p=0.160)

IV - 2.2. Ekspresija WT1 gena kod AML-NK pacijenata nakon indukcione terapije

Ekspresija WT1 je pracena ne samo na pocetku bolesti, ve¢ i u stadijumu nakon indukcione
terapije, odnosno u kompletnoj remisiji ili prilikom relapsa bolesti. Od 58 pacijenta koji su
postigli kompletnu remisiju, za njih 34 smo imali uzorke i u drugim stadijumima bolesti.
Tacnije, kod 29 pacijenata odreden je nivo WT1 ekspresije nakon primljene indukcione

terapije, odnosno u trenutku kompletne remisije, a za njih 13/29 nivo WT1 ekspresije je
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odreden i prilikom relapsa bolesti. Kod 5 pacijenta nivo WT1 ekspresije je odreden samo na

pocetku bolesti i1 prilikom njenog relapsa.

Medijana nivoa WT1 ekspresije nakon indukcione terapije odreden kod 29 pacijenata bio je
4.29 RU (0.00 - 126.68), dok je medijana nivoa ekspresije detektovanom na pocéetku bolesti
iznosila 610.41 (11.24 - 9967.39). U kompletnoj remisiji 14/29 pacijenata je pokazao nivo
WT1 ekspresije koji je nizi od ,,cut off** vrednosti odredene za prisustvo WT1 ekspresije (4.13
RU; vrednost dobjena uzimanjem medijane ekspresije WT1 kod zdravih kontrola + 3x SD),
tj. bili su negativni za ekspresiju WT1. Tac¢nije, samo 7/29 pacijenata je imalo ekspresiju WT1
gena koja je viSa od 10% od nivoa ekspresije detektovanog kod ovih pacijenata na pocetku
bolesti (22.35 RU). Poredeci duzinu trajanja remisije kod ove dve grupe pacijenata (tj. kod
one sa <10% i sa >10% ekspresijom WT1) detektovana je statisticki znacajna razlika
(LogRank=7.474; p=0.006) (Slika 13). Medijana duZzine trajanja kompletne remisije kod
pacijenta sa ekspresijom WT1 u KR nizom od 10% je bila 18 meseci, dok je kod onih

pacijenata sa nivoom ekspresije visim od 10% ona iznosila samo 8 meseci.
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Slika 13. Kriva duZine trajanja kompletne remisije kod pacijenata u kompletnoj remisiji u odnosu na to da li je
nivo WT1 ekspresije visi ili nizi od 10% ekspresije detektovane na pocetku bplesti . Pacijenti sa nivoom WT1
ekspresije >10% (n=7, 0 cenzurisano) imali su medijanu duzine trajanja kompletne remisije od 8 meseci;
pacijenti sa nivoom WT1 ekspresije<10% (n=22, 12 cenzurisano) su imali medijanu duzine trajanja kompletne
remisije od 18 meseci (Log rank=7.474; p=0.006).

Uticaj visine ekspresije WT1 u KR, <10% u odnosu na >10%, nije imao statisti¢ki znacaj
(LogRank=0,248; p=0,618), mada su pacijenti sa ekspresijom <10% ziveli duze (17 meseci

u odnosu na 14 meseci).

Da bismo ispitali potencijal WT1 ekspresije kao markera za pra¢enje minimalne rezidualne
bolesti (MRB), vrednost odnosa nivoa ekspresije WT1 detektovanog na pocetku bolesti i u
kompletnoj remisiji smo logaritmovali. Na taj na¢in smo uveli pojam logaritamske redukcije
nivoa ekspresije gena, ¢ija visina govori o potencijalu koji dati marker ima kao marker za
pracenje MRB. U slucaju da se ekspresija nekog markera od pocetka bolesti do postizanja
KR smanji za 2 log vrednosti, smatra se da je u pitanju dobar marker za pracenje MRB. Isti
princip smo primenili 1 u nasoj kohorti pacijenata koji su postigli kompletnu remisiju, a koji

su bili dostupni za kvantifikaciju WT1 ekspresije (ukupno 29 pacijenata). Kod njih 17 je
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detektovana log redukcija WT1 ekspresije veca od 2 (>2 log), dok je kod preostalih 12
pacijenata nivo redukcije bio manji od 2 (<2 log).

Pacijenti u kompletnoj remisiji koji su imali nivo redukcije WT1 ekspresije >2 log, imali su
duzi period trajanja kompletne remisije od 18 meseci, u poredenju sa samo 9 meseci kod
pacijenata koji su imali nivo redukcije WT1 ekspresije < 2 log (Slika 14). Takode,
logaritamska vrednost postignutog nivoa redukcije WT1 ekspresije u kompletnoj remisiji, je
imala uticaj na duzinu ukupnog prezivljvanja pacijenata. Tako je medijana trajanja ukupnog
prezivljavanja kod pacijenata koji su nakon indukcije postigli nivo redukcije >2 log, iznosila
je 27 meseci, u poredenju sa pacijentima koji su imali nivo redukcije < 2 log, ¢ija je medijana
ukupnog prezivljvanja bila 10 meseci. Ipak, ova velika razlika u duzini ukupnog
prezivljavanja nije karakterisala statisticki znacajna razlika (LogRank=1,920; p=0,166)
(Slika 15).

visina redukcija WT1
ekspresije
<2 Log redukcija
=2 Log reukcijad
I+ <2 Log redukcija-censored

i >2 Log redukcija-censored

0,69

0,47

Verovatnoéa duZine trajanja kompletne remisije

0,04

T T T T T
0 10 20 30 40 50

Duzina trajanja kompletne remisije (meseci)

Slika 14. Kriva duzine trajanja kompletne remisije kod pacijenata u kompletnoj remisiji u odnosu na nivo
detektovane redukcije nivoa ekspresije WT1 gena.. Pacijenti sa < 2log redukcije WT1 ekspresije (n=12, 5
cenzurisano) imali su medijanu duZine trajanja kompletne remisije od 9 meseci; pacijenti sa > 2log redukcije
nivoa WT1 ekspresije (n=17, 7 cenzurisano) su imali medijanu duzine trajanja kompletne remisije od 18 meseci
(Log rank=1.340; p=0.247).
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Slika 15. Kriva duzine trajanja ukupnog prezivljavanja kod pacijenata u kompletnoj remisiji u odnosu na nivo
retektovane redukcije nivoa ekspresije WT1 gena.. Pacijenti sa < 2log redukcije WT1 ekspresije (n=12, 3
cenzurisano) imali su medijanu duzine trajanja ukupnog prezivljavanja od 10 meseci; pacijenti sa > 2log
reduukcije nivoa WT1 ekspresije (n=17, 8 cenzurisano) su imali medijanu duzine trajanja ukupnog
prezivjavanja od 27 meseci (Log rank=1.920; p=0.166).

Od 34 pacijenta kod kojih je pra¢en nivo ekspresije WT1 i u drugim fazama bolesti,
relapsiralo je njih 22. Za 18/22 relapsiranih pacijenata posedovali smo uparene
dijagnoza/relaps uzorke. Odredivanjem nivoa ekspresije WT1 gena u relapsu bolesti,
primeceno je da ona uglavnom, po redu veli€ine, odgovara nivou ekspresije detektovanom
na pocetku bolesti. Ta¢nije, samo 2/18 pacijenata u relapsu bolesti je imalo ekspresiju WT1
gena koj je niza od 10% od ukupne ekspresije detektovane kod pacijenata na pocetku bolesti
(22,35 RU). Treba reci i da vrednosti WT1 ekspresije detektovane u uzocima pacijenata koji
su bili u dugotrajnoj remisiji nije premasivala 10% od ukupne ekspresije detektovane kod

pacijenata na pocetku bolesti.
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S obzirom na ovakav nalaz mozZe se re¢i da prilikom pra¢enja MRB, priblizavanje visine

ekspresije WT1 gena ovoj vrednosti od 10%, znaci ,,najavu‘ potencijalnog relapsa.

Sazetak

Isptitivanje ekspresije WT1 gena kod 104 de novo AML-NK pacijenata je pokazalo
da je ekspresija ovog gena kod obolelih znatno visa od one detetovane kod zdravih
kontrola. Takode, pokazana je znacajna povezanost visokog nivoa ekspresije WT1 sa
nepovoljnom prognozom, tj. sa visokim procentom blasta u koStanoj srzi, sa
dvostruko pozitivnim FLT3-ITD*/NPM1* statusom, sa niZom stopom postizanja
kompletne remisije, rezistencije na terapiju i pojavom rane smrti. Multivarijantna
analiza logisti¢ke regresije pokazala je da WT1Vs% status predstavlja nezavisni
nepovoljni faktor za postizanje KR. Ispitivanjem nivoa ekspresije WT1 nakon
indukcione terapije, primeceno je da su pacijenti u kompletnoj remisiji koji su imali
nivo redukcije WT1 ekspresije > 2 log, imali duzi period trajanja kompletne remisije,
u poredenju sa pacijentima kod kojih je redukcija WT1 ekspresije bila < 2 log, kod
kojih je period trajanja kompletne remisije bio znafajno kraci. Takode, ukupno
prezivljavanje pacijenata sa > 2 log redukcijom WT1 ekspresije bilo je duze od onih
sa < 2 log redukcijom WT1 ekspresije. Ovi rezultati govore o potencijalu koji WT1

ekspresija ima kao moguc¢i marker za pracenje MRB.
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IV - 3. Kvantifikacija ekspresije EVI1 gena kod AML-NK pacijenata

Ekspresija EVI1 je pra¢ena “real-time” PCR metodom. Relativni nivo ekspresije je odreden
primenom ddCt metode, gde su kao kalibrator koriS¢ene zdrave kontrole. Nivo ekspresije

izrazen je u relativnim jedinicama (RU).

IV - 3.1. Ekspresija EVI1 gena kod de novo AML-NK pacijenata

Nivo ekspresije EVI1 gena je kvantifikovan u grupi od 104 de novo AML-NK pacijenta, kao
i kod 10 uzoraka zdravih kontrola. Medijana nivoa ekspresije EVI1 transkripta kod de novo
AML-NK pacijenata iznosila je 0.06 (0.00-60.50), dok je srednja vrednost iznosila
2.76+£0.85. Ovaj nivo ekspresije se znacajno razlikovao od nivoa ekspresije koji je
detektovan kod zdravih kontrola (srednja vrednost 1.00+£0.59, medijana 1.00 (0.06-2.18)
(p=0.001) (Slika 16).
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Slika 16. Box-plot grafi¢ki prikaz ekspresije EVI1 (RU) kod AML-NK pacijenata i kod zdravih kontrola.
Horizontalne linije predstavljaju vrednosti medijane.
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Analizom vrednosti EVI1 ekspresije kod obolelih, primeéeno je da priblizno 50% AML-NK
pacijenata ne pokazujeje ekspresiju ovog gena, ili je njen nivo na ivici detektabilne vrednosti
(53/104 pacijenta je imalo EVI1 ekspresiju ispod najnize detektovane vrednosti medu
zdravim kontrolama, <0.6).

Vrednost 2.77 RU, dobijena zbirom medijane vrednosti nivoa ekspresije zdravih kontrola i
trostruke vrednosti standardne greske (1.00+3x0.59), uzeta je kao “cut off* vrednost, iznad
koje se smatra da je uzorak pozitivan na ekspresiju EVI1. Nakon toga nasa grupa AML-NK
pacijenata imala je 12 pacijenta pozitivnih na EVI1 ekspresiju (EVI1™). To znaci da je od 104
pacijenata, njih 11.5% imalo ekspresiju koja je bila ve¢a od one detektovane kod zdravih
kontrola.

Poredeci nivo EVI1 ekspresije sa klini¢kim karakteristikama de novo AML-NK pacijena-ta,
uoceno je da su EVI1* pacijenti pokazali tendenciju da imaju nizi procenat blasta u kostanoj
srzi (p=0.0055). Detektovana je znaajna udruZzenost uvecane EVI1 ekspresije sa CD34"
statusom, koji predstavlja faktor loSe prognoze (10/12 EVI1* pacijenata je bilo ujedno i
CD34"; p=0.057). Nije uoena znaajna asocijacija sa drugim prognosti¢ki znacajnim
faktorima kao $to su starost, ukupan broj leukocita, trombocita, procenat blasta u perifernoj
krvi itd. Najvise pacijenata sa EVI1* statusom detektovano je u M0 i M4 FAB grupi, ali bez
statistiCke znacajnosti. U tabeli 2. su prikazane klinicke karakteristike de novo AML-NK
pacijenata, kategorizovane na osnovu nivoa EVI1 ekspresije.

Analizom povezanosti EVI1 ekspresije sa FLT3, NPM1 i IDH1, odnosno IDH2 mutacionim
statusom, konstatovali smo da se EVI1" grupa pacijenata odlikovala odsustvom NPM1
mutacija, pokazano y2 testom (p=0.036), s obzirom da je samo 1/12 (8%) EVI1" pacijenata
bilo NPM1 pozitivno (NPM1%), za razliku od EVI1™ pacijenata kod kojih je 36/92 (39%) bilo
NPM1". Takode, EVI1" grupu pacijenta je karakerisalo odsustvo FLT3/ITD mutacija, ali bez
statistiCke znacajnosti (p=0.156). Povecani nivo EVI1 ekspresije bio je u obrnutoj korelaciji
sa prisustvom mutacijau IDH1 odnosno IDH2 genu, s obzirom da je samo 1/12 (8%) EVI1™
pacijenata bilo IDH™.
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Analizom uticaja nivoa ekspresije EVI1 gena na prognozu i ishod obolelih, detektovano je
da EVI1"™ AML-NK pacijenti koji su postigli kompletnu remisiju (9/12 pacijentata) nakon
inicijalne terapije, imaju visu stopu relapsa bolesti (p=0.034). Uvecana ekspresija EVI1 nije
imala uticaj na pojavu rane smrti, rezistencije na terapiju i pojavu smrtnog ishoda (Tabela
15).
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Klini¢ke karakteristike de novo AML-NK pacijenata podeljenih na osnovu nivoa EVI1 ekspresije

Parameter Total (n=104) EVIL* (n=12) EVI1 (n=92) p value

Pol 0.174

Muskarci (%) 59 (57) 9 (15) 50 (85)

Zene (%) 45 (43) 3(7) 42 (93)

(S;;Srgg)t godine, medijana, 541974 53(44-78) 54(17-73) 0.710
- : 9

Broj leukocita (X10%L) 445 (0.5-105) 205(0.9-118)  18.35(05-195) 0367

medijana, (opseg)

Hemoglobin (g/L)

medijana, (0pseq) 97.0 (6-178) 94.50 (27-130)  97.0 (6-178) 0.888
H i 9

Broj trombocita (X10°L) 2, 5 (1.420) 79.0 (12-109)  72.0 (1-420) 0.246

medijana, (opseg)

'(:)lgsHeé)U/ L) medijana, 812.5(273-7180)  350.5(280-734) 875.5(273-7180)  0.931

Blasti u perifernoj krvi

(%) medijana, (0pseq) 30.0 (1-96) 15.0 (9-95) 31 (1-96) 0.292

Blasti u koStanoj srZi (%) 71  (39.97) 56.5(30-90)  74.0 (30-97) 0.055

medijana, (opseg)

FAB (%) 0.176

MO 9(9) 3(33) 6 (67)

M1 19 (18) 2 (10) 17 (89)

M2 29 (28) 2(7) 27 (93)

M4 24 (23) 4 (17) 20 (83)

M5 23 (22) 1(4) 22 (96)

Kompletna remisija 0.130

da (%) 62(60) 9 (14) 53(85)

ne (%) 40(40) 2(5) 38 (95)

Rezistencija 0.116

da (%) 16 (15) 0(0) 16 (100)

ne (%) 88 (85) 12 (14) 76 (86)

Relaps 0.034

da(%) 35(56) 8 (23) 27 (77)

ne(%) 27(43) 1(4) 26 (96)

FLT3 0.208

prisutna (%) 34 (33) 2 (6) 32 (94)

odsutna (%) 70 (67) 10 (14) 60 (86)

FLT3-1TD 0.156

prisutna (%) 26 (25) 1(4) 25 (96)

odsutna (%) 78 (75) 11 (14) 67 (86)

NPM1 0.036

prisutna (%) 37 (64) 1(3) 36 (97)

odsutna (%) 67 (36) 11 (16) 56 (84)

IDH 0.221

prisutna (%) 23 (22) 1) 22 (96)

odsutna (%) 81 (78) 11 (14) 70 (86)

CD34* 0.057

pozitivan(%) 59(57) 10 (17) 49 (83)

negativan(%) 43(41) 2 (5) 41(95)
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Kaplan-Majer analizom je izvrSeno poredenje duzine trajanja kompletne remisije u EVI1'i
EVI1 grupi AML-NK pacijenata. Pokazano je da su EVI1* pacijenti imali medijanu trajanja
remisije od 15meseci , u poredenju sa EVI1 kod kojih je trajanje remisije iznosilo 12 meseci,

ali nije detektovana statisticki znacajna razlika (Slika 17).
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Slika 17. Kriva duZine trajanja kompletne remisije EVI1* i EVI1- de novo AML-NK pacijenata koji su postigli
kompletnu remisiju. EVI1* pacijenti (n=9, 1 cenzurisano) imali su medijanu duzine trajanja remisije od 12
meseci; EVIL1 pacijenti (n=53, 26 cenzurisano) su imali medijanu duzine trajanja kompletne remisije od 9
meseci (Log rank=1.198; p=0.274).

Kaplan-Majer analizom izvr$eno je poredenje ukupnog prezivljavanja pacijenata sa visokom
i niskom ekspresijom EVI1, medutim iako je medijana ukupnog prezivljavanja bila duza u
grupi EVI1* pacijenata u poredenju sa EVI1 grupom (14 prema 6 meseci), nije pokazana

statisti¢ki znacajna razlika u preZivljavanju izmedu ove dve grupe pacijenata (Slika 18).
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Slika 18. Kriva duzine trajanja ukupnog prezivljavanja EVI1* i EVI1" de novo AML-NK pacijenata. EVI1*
pacijenti (n=12, 1 cenzurisano) imali su medijanu trajanja ukupnog prezivljavanja od 14 meseci; EVI1™ pacijenti
(n=92, 18 cenzurisano) su imali medijanu trajanja ukupnog prezivljavanja od 6 meseci (Log rank=0.253;
p=0.615).

Sazetak

e Ispitivanje ekspresije EVI1 gena kod 104 de novo AML-NK pacijenata pokazalo je
da je ekspresija ovog gena kod obolelih znafajno uvecana samo kod 11.5%
pacijenata. Stavise, u oko 50% pacijenata nije bilo moguée registrovati ekspesiju
EVI1 ili je ona bila na granici detektabilnosti. Takode, pokazano je da kod EVI1*
pacijentata postoji inverzna asocijacija sa prisustvom mutacija u NPM1, FLT3 i
IDH1/IDH2 genima. Pacijenti sa uveénom EVI1 ekspresijom su imali znac¢ajno vecu
ucestalost pojave relapsa bolesti u odnosu na EVI1™ pacijente, bez uticaja na duzinu

trajanja kompletne remisije i ukupnog prezivljavanja obolelih.
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IV - 4. Kvantifikacija ekspresije BAALC gena kod AML-NK pacijenata

Ekspresija BAALC gena je pracena “real-time” PCR metodom. Relativni nivo ekspresije je
odreden primenom ddCt metode, gde su kao kalibrator koriS¢ene zdrave kontrole. Nivo

ekspresije izrazen je u relativnim jedinicama (RU).
IV - 4.1. Ekspresija BAALC gena kod de novo AML-NK pacijenata

Nivo ekspresije BAALC gena je kvantifikovan u grupi od 111 de novo AML-NK pacijenta,
kao i kod 9 uzoraka zdravih kontrola. Medijana vrednosti ekspresije BAALC transkripta kod
de novo AML-NK pacijenata iznosila je 1.55, opseg od 0.01-4246.00, srednja vrednost
47.27+38.20. Ovaj nivo ekspresije nije bio statisti¢ki razli¢it od nivoa ekspresije koji je
detektovan kod zdravih kontrola 1.00, opseg ekspresije od 0.65-3.63, (srednja vrednost
1.44+0,32) (U-test, p=0,488) (Slika 19.).
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Slika 19. Box-plot grafi¢ki prikaz ekspresije BAALC (RU) kod AML-NK pacijenata i kod zdravih
kontrola. Horizontalne linije predstavljaju vrednosti medijane. Radi preglednosti na slici nije prikazana
najvisa vrednost detektovana kod AML-NK pacijenata (4246.00)
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U daljoj analizi, vrednost 3.85 RU, dobijena zbirom medijane nivoa ekspresije zdravih
kontrola 1 trostruke vrednosti standardne greske, uzeta je kao “cut off*‘vrednost, iznad koje
se smatra da je uzorak pozitivan na ekspresiju BAALC. Nakon toga nasa grupa AML-NK
pacijenata imala je 42 (37.8%) pacijenta pozitivnih na BAALC ekspresiju (BAALC™) i 69
(62.2%) pacijenata negativnin na BAALC ekspresiju (BAALC"). Medijana ekspresije kod
BAALC* AML-NK pacijenata iznosila je 16.89 (4.19-4246.00).

Poredenjem povezanosti nivoa BAALC ekspresije sa klinickim parametrima nisu uocene
znacajne korelacije. Detektovana je prevalenca BAALC™ pacijenata medu populacijom
muskog pola; 28/42 (66.7%) BAALC" pacijenta bili su muskog pola, za razliku od BAALC
pacijenata gde je taj procenat iznosio 49.2% odnosno 34/69 BAALC" pacijenata (p=0.074).
Takode, u grupi BAALC™ pacijenata najzastupljeniji su bili pripadnici M2 FAB podtipa, koju
je imalo 13/42 (31%), za razliku od BAALC" pacijenata, gde je najviSe pacijenata (20/69
(29%)) pripadalo podtipu M5 (p=0.09).

Analizom povezanosti BAALC ekspresije sa drugim molekularnim markerima kao §to su
FLT3, NPM1 i IDH1, odnosno IDH2 mutacionim statusom, utvrdeno je da se BAALC™ grupa
pacijenata odlikovala odsustvom NPM1 mutacija (y2 test, p<0.001). Naime, samo 2/42 (5%)
BAALC" pozitivna pacijenta su pokazala prisustvo NPM1 mutacije (Slika 20). Prisustvo
mutacija u FLT3, IDH1 i IDH2 genima nije se znacajno razlikovalo izmedu BAALC™ i
BAALC" grupe pacijenata. Medutim, podelom pacijenata u odnosu na njihov FLT3-
ITD/NPM1 mutacioni status na 4 grupe (/,, */*, ¥/ i) pokazano je da ni jedan pacijent sa
FLT3-ITD*/NPM1" statusom nije bio pozitivan za BAALC ekspresiju odnosno nije pripadao
grupi BAALC" pacijenata.
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Slika 20. Grafi¢ki prikaz povezanosti nivoa BAALC ekspresije i prisustva/odsustva NPM1 mutacije. x2
testom je pokazana statisticki zna¢ajna povezanost BAALC* pacijenata sa odsustvom NPM1 mutacija,
(p<0.001). Naime, samo 2/42 (5%) BAALC" pozitivna pacijenta su pokazala prisustvo NPM1 mutacije

U na$oj grupi pacijenata nije pokazana korelacija nivoa BAALC ekpresije sa IDH1 ili IDH2

mutacijama.

Kako bi ispitali uticaj nivoa ekspresije BAALC gena na prognozu bolesti, kao i povezanost
sa klini¢kim i drugim prognostickim parametrima, grupu BAALC™ pacijenata smo podelili na
one sa niskim (BAALC"?%) j visokim (BAALC°) nivoom ekspresije. Kao “cut off*“vrednost
uzeli smo medijanu ekspresije BAALC kod de novo BAALC* AML-NK pacijenata, koja iznosi
16.89 RU. U trenutku postavljanja dijagnoze, 50% (21/42)BAALC™ pacijenata je imalo visok
nivo ekspresije BAALC gena.

NPM1 mutacije nisu detektovane ni kod jednog pacijenta u BAALCY*°¢ grupi, FLT3/ITD
mutacije su detektovane kod samo 5 pacijenta, pa je stoga najbrojnija bila grupa pacijenata
sa takozvanim FLT3-ITD/NPM1- dvostruko negativnim statusom (16/21 BAALCYK),
Pacijenti sa BAALC"% statusom su imali tendenciju ka niZoj stopi postizanja kompletne
remisije (42% prema 58% detektovanim kod BAALCM2 grupe, p=0.137), kao i ka
rezistenciji na terapiju (67% prema 33% detektovanim kod BAALC"?* grupe, p=0.378).
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Kaplan-Majer analizom je izvrSeno poredenje duzine trajanja kompletne remisije u okviru
grupe od 26 AML-NK BAALC" pacijenata koji su postigli kompletnu remisiju, u odnosu na
visok ili nizak nivo BAALC ekspresije. Pacijenti sa BAALC"*% statusom su imali krace
trajanje kompletne remisije od 12 meseci, u poredenju sa 18 meseci detektovanim u
BAALCM#k grupi pacijenata, ali ova razlika nije bila statisti¢ki zna¢ajna (p=0.609; Log
Rank=0.261) (Slika 21).
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Slika 21. Kaplan-Majer analiza duzine trajanja kompletne remisije. Pacijenti sa visokim nivoom BAALC
ekspresije (n=11, 4 cenzurisano) imali su medijanu duzine trajanja remisije od 12 meseci; pacijenti sa niskim
nivoom BAALC ekspresije (n=15, 7 cenzurisano) su imali medijanu duzine trajanja kompletne remisije od 18
meseci (Log rank=0.609; p=0.261)

Kaplan-Majer analizom izvr$eno je poredenje ukupnog prezivljavanja pacijenata sa visokom
i niskom ekspresijom BAALC, medutim, iako je medijana duzine ukupnog prezivljavanja bila
kra¢a u BAALC"*%¢ grupi pacijenata (5 meseci) u poredenju sa grupom koja je imala nizak
nivo BAALC ekspresije (8 meseci), nije pokazana statisticki znacajna razlika u prezivljavanju

izmedu ove dve grupe pacijenata (p=0.196; Log Rank=1.675) (Slika 22).
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Slika 22. Kriva prezivljavanja de novo AML-NK pacijenata sa niskim i visokim nivoom BAALC ekspresije.
Pacijenti sa visokim nivoom BAALC ekspresije (n=21, 3 cenzurisano) imali su medijanu ukupnog prezivljavanja
od 5 meseci; pacijenti sa niskim nivoom BAALC ekspresije (n=21, 6 cenzurisano) su imali medijanu ukupnog
prezivljavanja od 8 meseci (Log rank=0.196; p=1.675).

IV - 4.2. Ekspresija BAALC gena kod AML-NK pacijenata nakon indukcione terapije

Ekspresija BAALC gena je pracena ne samo na pocetku bolesti, ve¢ i u kompletnoj remisiji
i/ili prilikom relapsa bolesti. Od 68 pacijenta koji su postigli kompletnu remisiju, za njih 34
smo imali uzorke 1 u drugim stadijumima bolesti. Ta¢nije, kod 29 pacijenata odreden je nivo
BAALC ekspresije nakon primljene indukcione terapije, odnosno u trenutku kompletne
remisije, a za njih 10/29 nivo BAALC ekspresije je odreden i prilikom relapsa bolesti. Kod 5
pacijenta nivo BAALC ckspresije je odreden samo na pocetku bolesti i prilikom njenog
relapsa.

Nakon indukcione terapije bili su dostupni uzorci 29 pacijenata ¢ija je medijana ekspresije
iznosila 1.09 (opseg 0.11-6.21). U kompletnoj remisiji samo 2/29 pacijenata su pokazala
nivo BAALC ekspresije koji je visi od ,,cut off vrednosti odredene za prisustvo BAALC
ekspresije (3.85 RU) tj. bili su BAALC™*.
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Da bismo ispitali potencijal BAALC ckspresije kao markera za pracenje MRB, vrednost
odnosa nivoa ekspresije BAALC detektovanog na pocetku bolesti i u kompletnoj remisiji smo
logaritmovali. Ovim su bili obuhvadeni samo pacijenti koji su na dijagnozi okarakterisani
kao BAALC™, njih 15. Na taj nacin smo uveli pojam logaritamske redukcije nivoa ekspresije
gena, Cija visina govori o potencijalu koji dati marker ima kao marker za pracenje MRB. Da
bi se za neki marker reklo da je dobar za pracenje MRB, potrebno je da se njegova ekspresija
nakon indukcione terapije smanji za minimum 1 log vrednosti. Kod 15 pacijenata, koji su bili
BAALC™ pri dijagnozi, kod njih 8 je detektovana log redukcija BAALC ekspresije veca od 1
(>1 log), dok je kod preostalih 5 pacijenata nivo redukcije bio manji od 1 (<1 log).

Visina detektovane redukcije je imala uticaja na stopu relapsa, odnosno pacijenti sa >1 log
redukcijom su u 50% slucajeva ulazili u relaps, za razliku od <1 log pacijenata koji su imali
relaps u 80% slucajeva (p=0.279). Pacijenti u kompletnoj remisiji koji su imali nivo redukcije
BAALC ekspresije >1 log, imali su duzi period trajanja kompletne remisije od 16 meseci, u
poredenju sa samo 9 meseci kod pacijenata koji su imali nivo redukcije BAALC ekspresije

<1 log (Slika 23).
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Slika 23. Kriva duZine trajanja kompletne remisije kod pacijenata u odnosu na vrednost detektovane redukcije
ekspresije BAALC gena.. Pacijenti sa < 1log redukcije BAALC ekspresije (n=5, 1 cenzurisano) imali su medijanu
duZine trajanja kompletne remisije od 9 meseci; pacijenti sa > 1log redukcije nivoa BAALC ekspresije (n=8, 4
cenzurisano) su imali medijanu duzine trajanja kompletne remisije od 16 meseci (Log rank=2.009; p=0.156).
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Od 34 pacijenta kod kojih je pracen nivo ekspresije BAALC i u drugim fazama bolesti,
relapsiralo je njih 22. Za 15/22 relapsiranih pacijenata posedovali smo uparene
dijagnoza/relaps uzorke. Od ovih 15 dostupnih pacijenata samo nih 7 je imalo BAALC*
status. Njihova medijana ekspresije BAALC gena u relapsu bolesti je iznosila 8.8 (0.05-
19.44). Samo kod 2/7 BAALC™ pacijenata je nivo ekspresije ovog gena u relapsu bolesti bio
nizi od ,,cut-off* vrednosti (3.85 RU) koja determiniSe prisustvo ekspresije vece od vrednosti
nadene kod zdravih kontrola. Kod ostalih pacijenata je ona bila visoka, ali nikada nije

dostizala pocetni nivo detektovan na prezentaciji bolesti.

Sazetak

e |Ispitivanje ekspresije BAALC gena kod 111 de novo AML-NK pokazalo je da je ona
bila vi$a od nivoa detektovanog medu zdravim kontrolama u 38% slu¢ajeva. BAALC*
pacijenti sa visokom ekspresijom (BAALC"*°%) imali su tendenciju ka niZoj stopi
postizanja kompletne remisije i ka njenom kra¢em trajanju. lako su ovi pacijenti
pokazivali krace ukupno preZivljavanje, statistickom analizom nije pokazano da
poviSena ekpsresija BAALC predstavlja nepovoljan prognosticki faktor. Ispitivanjem
nivoa ekspresije BAALC nakon indukcione terapije, primeéeno je da su BAALC*
pacijenti u kompletnoj remisiji koji su imali nivo redukcije BAALC ekspresije > 1 log,
imali duZi period trajanja kompletne remisije, u poredenju sa pacijentima kod kojih
je redukcija BAALC ekspresije bila < 1 log, kod kojih je period trajanja kompletne
remisije bio znacajno kra¢i. Ovi rezultati govore o potencijalu koji BAALC ekspresija

ima kao moguci marker za prac¢enje MRB.
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IV - 5. Kvantifikacija ekspresije MN1 gena kod AML-NK pacijenata

Ekspresija MN1 gena je prac¢ena “real-time” PCR metodom. Relativni nivo ekspresije je
odreden primenom ddCt metode, gde su kao kalibrator koriS¢ene zdrave kontrole. Nivo

ekspresije izrazen je u relativnim jedinicama (RU).

IV - 5.1. Ekspresija MN1 gena kod de novo AML-NK pacijenata

Nivo ekspresije MN1 gena je kvantifikovan u grupi od 111 de novo AML-NK pacijenta, kao
i kod 9 uzoraka zdravih kontrola. Medijana vrednosti ekspresije MN1 transkripta kod de novo
AML-NK pacijenata iznosila je 1.59, opseg od 0.00-67.74, srednja vrednost 5.05+0.93. Ovaj
nivo ekspresije nije bio statisti¢ki razli¢it od nivoa ekspresije koji je detektovan kod zdravih
kontrola 1.00, opseg ekspresije od 0.40-2.53, (srednja vrednost 1.16+0.23) (U-test, p=0,166)
(Slika 24.).
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Slika 24. Box-plot graficki prikaz ekspresije MN1 (RU) kod AML-NK pacijenata i kod zdravih
kontrola. Horizontalne linije predstavljaju vrednosti medijane.
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U daljoj analizi, vrednost 3.07 RU, dobijena zbirom medijane nivoa ekspresije zdravih
kontrola i trostruke vrednosti standardne greske, uzeta je kao “cut off* vrednost, iznad koje
se smatra da je uzorak pozitivan na ekspresiju MN1. Nakon toga nasa grupa AML-NK
pacijenata imala je 43 (39%) pacijenta pozitivnih na MN1 ekspresiju (MN1%) i 68 (61%)
pacijenata negativnih na MN1 ekspresiju (MN1'). Medijana ekspresije kod MN1* AML-NK
pacijenata iznosila je 6.47 (3.32-67.74).

Poredenjem povezanosti nivoa MN1 ekspresije sa klinickim parametrima nisu uocene
znacajne korelacije. Detektovana je prevalenca MN1* pacijenata medu populacijom muskog
pola; 31/43 (72%) MNL1" pacijenata bili su muskog pola, za razliku od MN1" pacijenata gde
je taj procenat iznosio 46%, odnosno 31/68 MN1 pacijenata (p=0.006). Takode, u grupi MN1*
pacijenata najzastupljeniji su bili pripadnici M2 FAB podtipa, koju je imalo 17/43 (39 %), za
razliku od MN1 pacijenata, gde je najviSe pacijenata (21/68 (31%)) pripadalo podtipu M5,
(p=0.015).

Analizom povezanosti MN1 ekspresije sa drugim molekularnim markerima kao §to su FLT3,
NPM1 i IDH1 odnosno IDH2 mutacionim statusom, utvrdeno je da se MN1* grupa pacijenata
odlikovala odsustvom NPM1 mutacija, pokazano (y2 test, (p<0.001). Naime, samo 2/43 (5%)
MN1* pozitivna pacijenta su pokazala prisustvo NPM1 mutacije (Slika 25). Distribucija
mutacija u FLT3 se razlikovala izmedu ove dve grupe, kod MN1" 9/43 (21 %) pacijenta je
bilo FLT3", dok je kod MN1- pacijenata 24/68 (35 %) bilo FLT3", ali uo¢ena razlika nije
dostigla statisticku znacajnost. Prisustvo mutacija u IDH1 i IDH2 genima nije se znacajno
razlikovalo izmedu MN1* i MN1™ grupe pacijenata. Podelom pacijenata u odnosu na njihov
FLT3-ITD/NPM1 mutacioni status na 4 grupe (/-, /", ™I i'l*) pokazano je da je najbrojnija
grupa pacijenata u MN1" kategoriji bila FLT3-ITD*/NPM1", koju je imalo 33/43 (77%).

98



REZULTATI

NPM1

CINPM1 negativni pacijenti
CINPM1 pozitivni pacijenti

304

Broj pacijenata

0

MN1 negativni MN1 pozitivni

MN1 ekspresija

Slika 25. Graficki prikaz povezanosti nivoa MN1 ekspresije i prisustva/odsustva NPM1 mutacije. y2 testom je
pokazana statisticki znacajna povezanost MN1* pacijenata sa odsustvom NPM1 mutacija, (p<0.001). Naime,
samo 2/43 (5%) MNL1* pozitivna pacijenta su pokazala prisustvo NPM1 mutacije

Kako bi ispitali uticaj nivoa ekspresije MN1 gena na prognozu bolesti, kao i povezanost sa
klini¢kim i drugim prognosti¢kim parametrima, grupu MN1* pacijenata smo podelili na one
sa niskim (MN1"28) j visokim (MN1Y5°K) nivoom ekspresije. Kao “cut off“vrednost uzeli
smo medijanu ekspresije MN1 kod de novo AML-NK pacijenata, koja iznosi 6.47 RU. U
trenutku postavljanja dijagnoze, 49% (21/43) MN1* pacijenata je imalo visok nivo ekspresije
MN1 gena.

NPM1 mutacije nisu detektovane ni kod jednog pacijenta u MN1V% grupi, FLT3/ITD su
detektovane kod samo 3 pacijenta, pa je stoga najbrojnija bila grupa pacijenata takozvanim
FLT3-ITD/NPM1" dvostruko negativnim statusom (18/21 MN1"5%). U poredenju sa MN1"z
grupom, u kojoj je 17/22 (77%) pacijenta postiglo kompletnu remisiju, MN1V% grupa je
imala tendenciju ka niZoj stopi postizanja kompletne remisije s obzirom da je ovde 12/20

(60%) obolelih uslo u stanje kompletne remisije (y2 test p=0.227).
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Kaplan-Majer analizom je izvrSeno poredenje duzine trajanja kompletne remisije u okviru
grupe od 29 AML-NK MN1* pacijenta koji su postigli kompletnu remisiju, u odnosu na visok
ili nizak nivo MN1 ekspresije. UoCena je znacajna razlika u medijani duZine trajanja
kompletne remisije izmedu MN1V%¢ (12 meseci) i MN1"2 grupe (30 meseci), koja nije
dostigla statisticki znacaj (p=0.319; Log Rank=0.993) (Slika 26).
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Slika 26. Kaplan-Majer analiza duzine trajanja kompletne remisije. Pacijenti sa visokim nivoom MN1
ekspresije (n=12, 4 cenzurisano) imali su medijanu duzine trajanja remisije od 12 meseci; pacijenti sa niskim
nivoom MNI1 ekspresije (n=17, 9 cenzurisano) su imali medijanu duZine trajanja kompletne remisije od 30
meseci (Log rank=0.319; p=0.993)

Poredenjem ukupnog preZivljavanja pacijenata sa visokom i niskom ekspresijom MN1, u
Kaplan-Majer analizi, pokazano je da je medijana ukupnog prezivljavanja kod MN1Viso
pacijenata bila znacajno kraca (5 meseci) u poredenju sa grupom koja je imala nizak nivo

MN1 ekspresije (5 prema 25 meseci), (p=0.042; Log Rank=4.152) (Slika 27).
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Slika 27. Kriva prezivljavanja de novo AML-NK pacijenata sa niskim i visokim nivoom MN1 ekspresije.
Pacijenti sa visokim nivoom MN1 ekspresije (n=21, 3 cenzurisano) imali su medijanu ukupnog prezivljavanja
od 5 meseci; pacijenti sa niskim nivoom MNL1 ekspresije (n=22, 9 cenzurisano) su imali medijanu ukupnog
prezivljavanja od 25 meseci (Log rank=0.042; p=4.152)

IV - 5.2. Ekspresija MN1 gena kod AML-NK pacijenata nakon indukcione terapije

Ekspresija MN1 je pracena ne samo na pocetku bolesti, ve¢ i u stadijumu nakon indukcione
terapije, odnosno u kompletnoj remisiji ili prilikom relapsa bolesti. Od 69 pacijenata koji su
postigli kompletnu remisiju, za njih 30 smo imali uzorke i u drugim stadijumima bolesti.
Tacnije, kod 25 pacijenata odreden je nivo MN1 ekspresije nakon primljene indukcione
terapije, odnosno u trenutku kompletne remisije, a za njih 12/25 nivo MN1 ekspresije je
odreden i prilikom relapsa bolesti. Kod 5 pacijenata nivo MN1 ekspresije je odreden samo na

pocetku bolesti 1 prilikom njenog relapsa.
Medijana nivoa MN1 ekspresije nakon indukcione terapije odreden kod 25 pacijenata bio je

0.47 RU (0.12 — 2.41), dok je medijana nivoa ekspresije kod ovih pacijenata detektovana na
pocetku bolesti iznosila 6.21 (0.08 — 49.66). U kompletnoj remisiji kod svih 25 pacijenata

101



REZULTATI

nivo MNL1 ekspresije bio je nizi od ,,cut off vrednosti odredene za prisustvo MN1 ekspresije
(3.07 RU; vrednost dobjena uzimanjem medijane ekspresije MN1 kod zdravih kontrola + 3x
SD), tj. oni su bili negativni za ekspresiju MN1.

Da bismo ispitali potencijal MN1 ekspresije kao markera za pracenje minimalne rezidualne
bolesti (MRB), vrednost odnosa nivoa ekspresije MN1 detektovanog na pocetku bolesti i u
kompletnoj remisiji smo logaritmovali. Ovim su bili obuhvaceni samo pacijenti koji su na
dijagnozi okarakterisani kao MN1", njih 14. Na taj nacin smo uveli pojam logaritamske
redukcije nivoa ekspresije gena, ¢ija visina govori o potencijalu koji dati marker ima kao
marker za pra¢enje MRB. Da bi se za neki marker reklo da je dobar za pracenje MRB,
potrebno je da se njegova ekspresija nakon indukcione terapije smanji za minimum 1 log
vrednosti. Kod 14 pacijenata, koji su bili MN1* pri dijagnozi, kod njih 8 je detektovana log
redukcija MN1 ekspresije ve¢a od 1 (>1 log), dok je kod preostalih 6 pacijenata nivo
redukcije bio manji od 1 (<1 log).

Visina detektovane redukcije nije imala uticaja na stopu relapsa. Medutim, pacijenti u
kompletnoj remisiji koji su imali nivo redukcije MN1 ekspresije >1 log, imali su duzi period
trajanja kompletne remisije od 19 meseci, u poredenju sa samo 10.5 meseci kod pacijenata
koji su imali nivo redukcije MN1 ekspresije < 1 log (Slika 28). Logaritamska vrednost
postignutog nivoa redukcije MN1 ekspresije u kompletnoj remisiji nije imala uticaj na duzinu
ukupnog prezivljvanja pacijenata, s obzirom da su medijane trajanja ukupnog prezivljavanja

kod obe grupe pacijenata iznosile 20 meseci.
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Slika 28. Kriva duZine trajanja kompletne remisije kod pacijenata u odnosu na vrednost detektovane redukcije
ekspresije MN1 gena. Pacijenti sa < 1log redukcije MN1 ekspresije (n=6, 2cenzurisano) imali su medijanu
duZine trajanja ukupnog prezivljavanja od 10.5 meseci; pacijenti sa > 1log redukcije nivoa MN1 ekspresije
(n=8, 3 cenzurisano) su imali medijanu duzine trajanja ukupnog prezivjavanja od 19 meseci (Log rank=0.658;
p=0.417).

Od 30 pacijenata kod kojih je pracen nivo ekspresije MN1 i u drugim fazama bolesti,
relapsiralo je njih 21. Za 17/21 relapsiranih pacijenata posedovali smo uparene
dijagnoza/relaps uzorke. Od ovih 17 dostupnih pacijenata samo nih 7 je imalo MN1" status.
Njihova medijana ekspresije MN1 gena u relapsu bolesti je iznosila 2.3 (0.67-9.8). Kod 3/7
MN1" pacijenata je nivo ekspresije ovog gena u relapsu bolesti bio visi od poéetnog nivoa
detektovanog na prezentaciji bolesti, a kod preostala 4 MN1* pacijenta nivo ekspresije ovog
gena u relapsu bio je nizi od ,,cut-off* vrednosti (3.07 RU) koja determiniSe prisustvo

ekspresije vece od vrednosti nadene kod zdravih kontrola.
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Sazetak

e Ispitivanje ekspresije MN1 gena kod 111 de novo AML-NK pacijenata pokazalo je
da je ona u 39% slucajeva bila visa od nivoa detektovanog kod zdravih kontrola.
MN1™* pacijenati sa visokom MN1 ekspresijom (MN1"%) imali su tendenciju ka niZoj
stopi postizanja kompletne remisije kao i ka njenom kra¢em trajanju. Pacijenti sa
MN1"% statusom su imali znaéajno kraée ukupno preZivljavanje pa se moze govoriti
o uvecanoj MN1 ekspresiji kao o faktoru loSe pognoze. Ispitivanjem nivoa ekspresije
MN1 nakon indukcione terapije, primeceno je da su MN1" pacijenti u kompletnoj
remisiji koji su imali nivo redukcije MN1 ekspresije > 1 log, imali duzi period trajanja
kompletne remisije, u poredenju sa pacijentima kod kojih je redukcija MN1 ekspresije
bila <1 log, kod kojih je period trajanja kompletne remisije bio znacajno krac¢i. Ovi
rezultati govore o potencijalu koji MN1 ekspresija ima kao moguéi marker za

pra¢enje MRB.

IV - 6. Povezanost ekspresije BAALC i MN1 gena kod AML-NK pacijenata

Analizirajuci vrednosti ekspresije BAALC i MN1 na celokupnoj grupi AML-NK pacijenata,
primeceno je postojanje pozitivne korelacije (Sprimanov koeficijent r=0.693, p<0.0005).
Zbog toga smo se odlucili da analiziramo zajednicki uticaj oba gena na prognozu i ishod
bolesti. Posmatrali smo grupu od 51 AML-NK pacijenata, kod kojih je detektovana
ekspresija ili BALLC, ili MN1 bila visa od one detektovane kod zravih kontrola, odnosno
grupu pacijenata koji su bili BAALC™ ili MN1*. U okviru ove grupe 23.5% (12/51) pacijenata

je imalo visoku ekspresiju oba gena odnosno BAALC"S*/MN1"% status.

Kao i prilikom analize pojedinacne ekspresije BAALC, odnosno MN1, primecena je
asocijacija BAALC™ odnosno MN1*pacijentata sa FLT3-ITD/NPM1" dvostruko negativnim

statusom. Ista tendencija je nadena i u ovoj grupi pacijenata. Tacnije, 41/51 (80%) pacijenata,
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odnosno 10/12 BAALC"***/MN1" pacijenata je imalo FLT3-ITD/NPM1" status, odnosno
10/12 BAALC"S/MN1"s pacijenata.

BAALCYS*/MN1"s% status je bio povezan sa nizom stpom postizanja kompletne remisije od
54.5% u odnosu na preostale pacijente kod kojih je ona iznosila 75% (p=0.194). Takode,
pacijenti sa BAALC"%/MN1"* statusom su pokazali snaznu tendenciju ka smrtnom ishodu

bolesti (92% u odnosu na 67% kod ostalih pacijenata, p=0.090).

Kaplan-Majer analizom je izvrSeno poredenje duzine trajanja kompletne remisije u okviru
grupe od 31 AML-NK BAALC" ili/i MN1* pacijenata koji su postigli kompletnu remisiju, u
odnosu na prisustvo BAALC"**/MN1"5 statusa. Pacijenti sa BAALC"S%/MN1"5 statusom
su imali krade trajanje kompletne remisije od 12 meseci, u poredenju sa 25 meseci
detektovanim u preostaloj grupi pacijenata, ali ova razlika nije bila statisti¢ki znacajna
(p=0.356; Log Rank=0.852) (Slika 29).

1.07 _ prisustvo BAALC-visok/MN1-visok statusa
L —Isvi ostali
. T BAALC-visokMN1-visok
| t svi ostali-censored
i w —l - BAALC-visok/MN1-visok -cenzurisan
0,67 |
R

-

verovatnoca preZivljavanja

0,29

0,04

T T T T T
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duZina trajanja kompletne remisije (meseci)

Slika 29. Kaplan-Majer analiza duZine trajanja kompletne remisije. Pacijenti sa BAALC"*/MN1" statusom
(n=6, 2 cenzurisano) imali su medijanu duzine trajanja remisije od 12 meseci; preostali pacijenti (n=27, 14
cenzurisano) su imali medijanu duzine trajanja kompletne remisije od 25 meseci (Log rank=0.852; p=0.536).

105



REZULTATI

Kaplan-Majer analizom izvrSeno je poredenje ukupnog prezivljavanja izmedu pacijenata sa

BAALCYSK/MN1vs%k statusom i BAALC* ili/i MN1* pacijenata. Medijana duZine ukupnog

prezivljavanja bila je znacajno kraéa u BAALCYSK/MN1"*°¢ grupi (3 meseca), dok je medu

preostalim pacijentima ona iznosila 13 meseci (p=0.068; Log Rank=3.326) (Slika 30).
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Slika 30. Kaplan-Majer analiza trajanja ukupnog prezivljvanja. Pacijenti sa BAALC"*/MN1"° statusom

(n=12, 1 cenzurisan) imali su medijanu trajanja ukupnog prezivljavanja od 3 meseca; preostali pacijenti

(n=39, 13 cenzurisano) su imali medijanu trajanja ukupnog preZivljavanja od 13 meseci (Log rank=0.068;

Sazetak

p=3.326).

e Analiza nivoa ekspresije BAALC i MN1 gena kod 111 pacijenata obolelih od AML-

NK je pokazala da je njihova ekspresija pozitivno korelisana. Medutim, naSa

pretpostavka da ée udruzeni BAALC"S%*/MN1Y status kod pacijenata imati snazniju

prediktivnu mo¢ po pitanju prognoze i ishoda bolesti, od visoke ekspresije

pojedinacnih gena se nije pokazala kao ispravna.
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V — DISKUSIJA

V - 1. Mutacioni profil adultne i de¢je AML

Akutna mijeloidna leukemija (AML) predstavlja hematoloSki malignitet koje se odlikuje
prekomernom produkcijom nezrelih ¢elija krvi mijeloidne loze (Lowenberg B, 1999).
Napredovanje NGS metodologije omogucio je istrazivac¢ima dublji uvid u mutacioni profil
ove kompleksne bolesti, kako kod decjih, tako i kod adultnih AML pacijenata. Medutim,
uprkos postojanju velikih metodoloskih pomaka, mutacioni profil ovog tipa leukemija jo$
uvek nije u potpunosti definisan. Takode, saznanja vezana za epigeneticki status koji lezi u
osnovi AML patogeneze su jo$ uvek slabo rasvetljena (Marchesi V, 2013). Istovremeno,
rezultati novih istrazivanja pruzaju bolje razumevanje AML bolesti i vode ka otkri¢u novih

prognosti¢kih markera i potencijalnih terapeutskih strategija.

Koriste¢i ,,TruSeq Amplicon Cancer Panel” - TSACP platformu za detekciju somatskih
varijanti, u nasoj studiji (Marjanovic I, 2016) je analizirano 40 AML uzoraka (20 decjih -
dAML i 20 adultnih - aAML). Upotreba ove platforme omogucéila nam je da steknemo uvid
u mutacioni profil decje i adultne AML i da analiziramo ulogu gena koji su prethodno opisani
primarno kod solidnih tumora. Takode, primena ciljanog re-sekvenciranja omogucila nam je
visok nivo ta¢nosti u detekciji tackastih nukleotidnih varijanti (SNV), §to se ogledalo u dubini
Citanja koje je u proseku iznosilo 2981x po amplikonu. Potrebu za visokom stopom
preciznosti u detekciji somatskih mutacija bila je prepoznata i od strane Luthra R i saradnika,
koji su u svojim istrazivanjima koristili istu TSACP platformu (Luthra R, 2014). Visoka
dubina Citanja je neophodna za detekciju somatskih mutacija u hetrogenim uzorcima sa

velikim brojem subklonova, $to je karakteristino za malignitete, ukljucujuc¢i i AML.

Koriste¢i ciljano NGS sekveciranje detektovali smo 122 (62 kod dAML, 60 kod aAML)

varijante u kodirajuéim regionima, koje potencijalno mogu izazvati promene U Strukturi
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proteina (tzv. ,,protein-changing® varijante). Metodoloski pristup koriS¢en u naSoj studiji
primarno je baziran na detekciji ovih ,,protein-changing* mutacija. Na ovaj nacin, naSa
paznja je bila usmerena ka identifikaciji mutacija koje imaju znac¢ajnu ulogu u patogenezi
leukemija, odnosno na takozvane induktorske, okida¢ (eng. ,,driver*) mutacije, koje ometaju
esencijalne Celijske procese kao $to je proliferacija, diferencijacija, ¢elijski ciklus i apoptoza.
U drugim studijama koris¢eni su razli¢iti NGS pristupi (npr. sekvenciranje celog genoma,
eng. ,,whole genome sequencing®) Sto je omogucéilo detekciju mutacija u regionima genoma
sa regulatornim potencijalom. Medutim, ¢ak i analizom dominantnih klonova, ucestalost
mutacija u ovim regionima bila je veoma niska. Npr. u studiji Mardis i saradnika, detektovano
je 52 pojedina¢ne nukleotidne varijante (SNV’“single nucleotide variants*“) u dominantnom
klonu, za koje je zakljuceno da u vecini sluc¢ajeva predstavlju nasumicne, benigne promene
u genomu hematopoetskih celija (Mardis ER, 2009). Naime, one postoje u normalnim
hematopoetskim ¢elijama, cak i pre maligne transformacije i nisu od znacaja za patogenezu

AML (Sjoblom T, 2006).

Sekvenciranje celog genoma i celog egzona od strane ,,Cancer Genome Atlas Research —
CGAR* grupe, kojim je obuhvaé¢eno 200 AML pacijenata, pokazalo je da je prosecan broj
mutiranih gena po uzorku bio samo 5 (Cancer Genome Atlas Research Network, 2013). U
poredenju sa rezultatima analiza koje su za predmet istrazivanja koristila druga kancerogena
tkiva, pokazano je da AML ima najmanji broj mutiranih gena. Isto je potvrdeno i u nasoj
studiji gde je prose€an broj varijanti u kodiraju¢im regionima, po pacijentu, bio samo 10 kod
obe starosne grupe AML pacijenata, dok kod jednog pedijatrijskog AML pacijenata (#1
dAML) nismo uspeli da detektujemo nijednu mutaciju (Tabela 6). U drugoj studiji u kojoj
je izvrSena analiza adulttih AML primenom ciljane NGS metodologije, prosean broj
mutiranih gena je bio samo 2.56 (Kihara R, 2014). Kao i u naSem istrazivanju, Kihara R 1
saradnici su analizirali veoma heterogenu populaciju pacijenata (heterogen citogenetski
nalaz), sa tom razlikom §to su u na$oj studiji analizom bili obihvac¢eni i AML-M3 pacijenti
(Tabela 8 1 9). Veoma indikativan je bio nas nalaz da je ve¢ina mutacija detektovana medu
AML-NK pacijentima. Ovakav nalaz moze da ukaze na veliki potencijal koji rekurentne

citogeneticke aberacije, kao §to su translokacije 1 inverzije, imaju u inicijaciji AML. Naime,
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aberantni transkripcioni faktor kao $to je npr.PML/RARA (nastao kao posledica prisustva
t(15;17) kod AML-M3 pacijenata) predstavlja dominantnu ,,driver” aberaciju, koja je sama

po sebi dovoljna za malignu transformaciju i nastanak bolesti.

Analiziraju¢i mutacije koje potencijalno mogu dovesti do promena u proteinu (NFM
mutacije), kod preko 50% AML pacijenata detektovali smo jednu ili viSe NFM mutacija u
TP53 i KDR genima. U slu¢aju TP53 gena, promena u kodonu 72 (P72R), koja je prisutna u
17 od 20 dAML i kod 19 od 20 aAML slucajeva, predstavlja najées¢i TP53 germinativni
polimorfizam, prisutan u vise od 70% Evropske popupacije (Bodian DL, 2014). Kod dva
de¢ja AML pacijenta, detektovali smo dodatne TP53 mutacije, D148N i Y103F. Ove
mutacije su za razliku od P72R polimorfizma imale potencijalno patogeni efekat. TP53 je
prvi identifikovan tumor supresor gen odgovoran za odrzavanje stabilnosti genoma, a koji je
povezan i sa pojavom nekoliko tipova tumora, narocito hematoloskih tumora (Oren M, 2010).
Sve varijante koje smo detektovali u KDR genu su sve bile tipa Q472H, i nadene su kod 11
de¢jih i 10 adultnih AML pacijenata. Gen za receptor kinaznog domena (KDR) kodira
receptor za vaskularni endotelni faktor rasta (VEGFR-2). Predstavlja transmembranski
receptor vazan za angiogenezu, i stoga moze biti vazan u razvoju solidnih tumora i njihovoj
metastazi. S obzirom da postoje dokazi o prisustvu povecane angiogeneze i kod AML,
moguce je da KDR igra ulogu i u patofiziologiji leukemija. Pokazano je da prisustvo Q472H
somatske mutacije povecava gustinu mikrocirkulacije kod pacijenata sa kancerom pluca
(Glubb DM, 2011). Efekat prisustva Q472H odrazava se u vidu umerenog porasta signala
koji pristizu preko KDR, a koji poti¢e od njegove povecane fosforilacije. Kod pacijenata
obolelih od leukemije prisustvo Q472H mutacije dovodi do neuspeha terapije tirozin
kinaznim inhibitorima, kao §to je npr. imatinib, terapeutik koji se koristi u le€enju hroni¢ne

mijeloidne leukemije (Kim DH, 2010).

U nasoj studiji, kao i u slucaju brojnih kancera, najées¢e smo detektovali varijante u genima
koji kodiraju tirozin kinaze, ili koji kodiraju proteine ukljucene u signalne puteve koji krecu
nizvodno od aktiviranih tirozin kinaza. Mutacije koje pogadaju kinazne domene ovih
proteina, rezultuju u njihovoj konstitutivnoj, ligand-nezavisnoj aktivaciji (Luthra R, 2014;

Ohgami RS, 2015). Mi smo identifikovali veliki broj ovih mutacija u obe starosne grupe
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AML pacijenata, kao $to su mutacije u NRAS, KRAS, RET, FLT3 genima (Tabela 6 i 7).
Prevalenca u zastupljenosti ovih mutacija kod obe grupe pacijenata ukazuje na to da su one
induktorske (,,driver*) mutacije, od velike vaznosti za patogenezu AML. Sa druge strane,
nasa analiza je otkrila mutacije u pojedinim genima koje su se javljale isklju¢ivo u jednoj
grupi pacijenata. Tac¢nije, detektovali smo NFM mutacije u 4 gena (JAK3, ABL1, GNAQ i
EGFR) koje su bile specifi¢ne za de¢ju AML, a mutacije nadene kod drugih 5 gena (IDH1,
APC, HNF1A, GNAS i SMARCBI) su bile prisutne isklju¢ivo kod adultnih AML pacijenata.
Primetili smo da su sva 4 mutirana gena nadena kod de¢jih AML pacijenata, predstavljala
gene za tirozin kinazne ili gene koji kodiraju proteine asocirane sa tirozin kinazama. U
slu¢aju adultnih AML pacijenata pretezno su bile zastupljene mutacije u genima za metilaciju
i modifikaciju histona (IDH1, IDH2, i SMARCB1). U jednoj od ranijih studija posvecenih
izu¢avanju AML genoma, Mardis ER i saradnici su po prvi put prijavili mutacije u IDH1,
IDH2 i TET2 genima (Mardis ER, 2009). Nakon ovog otkri¢a, prijavljene su mutacije i u
drugim hromatin remodeluju¢im genima (e.g. DNMT3A, PBRM1, ASXL1), §to sve ukazuje
na to da su histon-modifikujuéi proteini u velikoj meri uklju¢eni u patogenezu AML (Luthra
R, 2014; Ohgami RS, 2015). Prisustvo velikog broja mutacija u genima koji kodiraju
epigeneticke modifikatore, ne predstavlja eksplicitan dokaz za prisustvo specificnih obrazaca
genske ekspresije. Ley TJ i saradnici su u svom radu u kome su po prvi put prijavljene
DNMT3a mutacije kod obolelih od AML, pokusali da zakljuce da li prisustvo mutacija u
ovom epigenetskom genu modifikatoru na bilo koji nacin uti¢u na pojavu nekih specifi¢nih
obrazaca metilacije kod pacijenata (Ley TJ, 2010). Reklo bi se da se specifi¢an obrazac
genske ekspresije moze detektovati kod podgrupa AML pacijenata koje su jasno definisane
na osnovu morfoloskih, citogenetickih i molekularno-genetickih parametara. Naime,
pokazano je da odredeni podtipovi AML, kao $to je AML-M3, imaju poseban obrazac genske
ekspresije (Payton JE, 2009).

Zbog visoke heterogenosti AML smatrano je da broj detektovanih mutacija 1 ,,pogodenih

gena mora biti veliki. Medutim, analize su pokazale da su ucestale mutacije (< 5%) prisutne
samo kod deset gena, a to su FLT3, NPM1, DNMT3a, IDH1, IDH2, TET2, RUNX1, p53,
NRAS, CEBPA, i WT1 geni. Upravo zbog toga se o ovim genima govori kao o ,,leukemija-
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-specificnim® genima. U naSoj studiji najucestalije mutacije detektovane su upravo u ovim
genima, a to su mutacije u FLT3, IDH1, IDH2 i u NPM1 genu. Nasi rezultati doprinose sve

veéem broju dokaza o znacaju ovih gena u patogenezi leukemija.

U ovom istrazivanju, izvedenom i na de¢jim i na adultnim AML uzorcima, mi smo potvrdili
postojanje veoma malog broja mutacija (prosecno 3 NFM mutacije po pacijentu), Sto ukazuje
na to da je za nastanak AML potrebno manje genetickih promena nego za druge malignitete.
Analiza veceg broja pacijenata i kontrolnih uzoraka, koriste¢i isti pristup, omogucila bi
potvrdu nasih rezultata. S obzirom da je AML ekstremno heterogeno oboljenje po pitanju
klinickih i genetickih karakteristika, rezultati koji bi na informativniji nacin govorili o
sliénostima 1 razlikama izmedu ova dva starosna entiteta AML pacijenata mogu biti dobijeni
u NGS ciljanoj analizi morfoloskih i citogenetickih homogenijih grupa de¢jih i adultnin AML
pacijenata. NaSe istrazivanje predstavlja inicijalnu studiju koja pruza uvid u geneticku
stukturu AML na pocetku bolesti, i predstavlja pocetnu tacku za dalje analize brojnih
genetickih promena koje se deSavaju tokom evolucije bolesti, uvode¢i primenu NGS

tehnologije u pracenje toka ove bolesti.

V - 2. Ekspresija WT1 gena

WT1 je visoko eksprimiran u koStanoj srzi ili perifernoj krvi razli¢itih tipova leukemija, Sto
se povezuje sa losijom prognozom. S obzirom da WT1 moze imati ulogu onkogena i tumor-
supresora, na osnovu te funkcionalne dualnosti, pretpostavlja se da bi u procesu maligne

transformacije mogao biti ukljucen u aktivaciju transkripcije ili supresiju diferencijacije.

Ekspresija WT1 gena moze se detektovati kod 75-100% adultnin AML pacijenata
(Ostergaard M, 2004; Barragan E, 2004). U naSoj studiji (Marjanovic I, 2017), koja je
obuhvatila 104 AML-NK pacijenta, u 94% slucaja nivoi WT1 ekspresije su bili vi$i nego oni
detektovani kod zdravih pojedinaca. Kao sto je ve¢ prethodno opisano, uzorci kostane srzi

(pa Cak 1 uzorci periferne krvi) uzeti od zdravih ljudi, eksprimiraju veoma niske nivoe WT1
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(Hosen N, 2002). Pokazano je da je kod zdravih kontrola WT1 gen tipi¢no eksprimiran u
nezrelim hematopoetskim ¢elijama, kao $to su CD34" progenitorske ¢elije, §to ukazuje na
znacaj koji WT1 ima u hematopoezi (Gao L, 2004). Medutim, na osnovu ovog saznanja ne
moze se sa sigurnoséu re¢i da u AML uzorcima WT1 ekspresija vodi poreklo isklju¢ivo od
CD34" ¢elija, s obzirom da u razli¢itim studijama istraziva¢i nisu mogli da nadu bilo kakvu
direktnu povezanost izmedu CD34 pozitivnosti i nivoa WT1 ekspresije (Cilloni D, 2008;
Cilloni D, 2009). U nasoj studiji, poviSen procenat blasta u kostanoj srzi bio je u asocijaciji
sa visokim nivoom ekspresije WT1 gena kod de novo AML-NK pacijenata, $to ide u prilog
pretpostavci da visok nivo WT1 ekspresije nije posledica poviSene proliferacije isklju¢ivo

CD34* ¢elija, vec i drugih progenitora koji sa¢injavaju blastnu frakciju.

U naSoj grupi AML-NK pacijenata, 25.5% imalo je visok nivo ekspresije WT1 gena
(WT1"s%) (ekspresija visa od 75% od nivoa koji je detektovan kod svih pacijenata na pocetku
bolesti). Zapazena je snazna povezanost izmedu visokih nivoa ekspresije WT1 na pocetku
bolesti i pojave rezistencije na terapiju. Jo§ 1994. godine su Inoue K i saradnici pretpostavili
da visok nivo WT1 ekspresije kod pacijenata poti¢e od leukemijskih c¢elija (nezrelih
prekursorskih hematopoetskih ¢elija sa visokom stopom proliferacije), kao i da su upravo
ove leukemijske ¢elije uzrok rezistencije na terapiju. Nekoliko decenija kasnije, kada je
koncept leukemijskih stem ¢éelija (LSC) uveliko prihvaéen, pokazano je da je jedna od
glavnih odlika LSC-a, visok nivo ekspresije WT1 gena i da su LSC odgovorne za pojavu
rezistencije in vivo, pa samim tim i za relaps bolesti (Saito Y, 2010). Identifikacija
prekomerne ekspresije WT1 kao jednog od markera LSC-a, dovelo je do pojave brojnih
klini¢kih studija koje se bave ispitivanjem anti-WT1 ciljane imunoterapije kod AML-a (Di
Stasi A, 2015).

Nasu studiju odlikovalo je zapazanje da je stopa kompletne remisije (KR) bila veoma niska
kod pacijenata sa WT1" statusom (samo 36%). Takode, pokazano je da je prekomerna
ekspresija WT1 nezavisan nepovoljan faktor za postizanje KR u nasoj grupi AML-NK
pacijenata. Sli¢an negativan efekat na prognozu bolesti zapazili su 1 drugi autori (Bergmann

L, 1997; Barragan E, 2004).
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Nasa studija je pokazala da kvantifikacija WT1 ekspresije metodom real-time PCR, moZe biti
validan pristup za predvidanje postizanja kompletne remisije i pojavu rezistencije kod de
novo AML-NK pacijenata. Takode, navedeni pristup omoguéava primenu individualizovanih

terapijskih protokola kod obolelih.

Pronalazak novih molekularnih markera u AML je veoma vazan, naroc¢ito kod AML-NK
pacijenata. Mnogi od ovih markera, kao $to je mutacioni status NPM1 i FLT3, ve¢ su uvrsteni
u novu klasifikaciju ove bolesti. Na osnovu navedenih markera, vrsi se procena kategorije
rizika obolelih, a sve u cilju uspostavljanja novih i efikasnijih terapeutskih protokola.
Primenom novog sistema klasifikacije AML-NK paijenata na osnovu NPM1 i FLT3-ITD
mutacionog statusa, naSe pacijente smo podelili u 3 prognosticke grupe: povoljnu,
intermedijernu i loSu. Primenom statusa WT1 ekspresije za subkategorizaciju intermedijerne
grupe pacijenata (FLT3-ITD/NPM1" dvostruko negativni pacijenti), dosli smo do saznanja
da se pacijenti iz navedene grupe sa WT1" statusom, ponasaju skoro isto kao i pacijenti iz
grupe sa losom prognozom. Taénije, WT1"5¢ pacijenti su imali nizu stopu postizanja KR i
krace UP, sli¢no kao i FLT3-1TD* koji pripadaju grupi pacijenata sa loSom prognozom. Ovo
saznanje omoguéuje WT1'S% pacijentima sa intermedijernom prognozom da budu

podvrgnuti agresivnijem terapijskom protokolu, ili onom koji je usmeren specificno ka WTI.

Navedeni nalazi su u skladu sa rezultatima nekoliko drugih studija (Barragan E, 2004; Frairia
C, 2013), a prema Kottaridis PD i saradnicima se mogu objasniti kooperativnim modelom
maligne transformacije. Naime, s obzirom da su FLT3 mutacije Cesto povezane sa drugim
ste¢enim mutacijama, njihova asocijacija sa visokim nivoom WT1 ekspresije moze
predstavljati model kooperativnog dejstva razli¢itih promena, koje finalno rezultuju u
transformisanom fenotipu (Kottaridis PD, 2003). Shodno vaznoj ulozi koju WT1 gen ima u
¢elijskoj proliferaciji, diferencijaciji i1 inhibiciji apoptoze (Maheswaran S, 1995; Mayo MW,
1999) i s obzirom na uticaj koji FLT3 mutacije takode imaju na ove kljuéne procese u
leukemijskim c¢elijama (Drexler HG, 1996; Lisovsky M, 1996), Barragan E i saradnici su
predlozili hipotezu koja govori o tome da alteracije u WT1 genu i FLT3 genu udruzeno
doprinose leukemogenezi 1 rezultuju povecanom proliferacijom leukemijskih celija,

inhibicijom apoptoze i blokadom diferencijacije (Barragan E, 2004).
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S obzirom da je fokus ovog dela istrazivackog rada bio usmeren na ispitivanje klinicke
znacajnosti nivoa WT1 ekspresije kod AML-NK pacijenata, i na njegovu relevantnost kao
markera za odredivanje minimalne rezidualne bolesti (MRB), u ovoj studiji analizirani su i
uzorci koji su sakupljeni nakon indukcione terapije, tokom postizanja kompletne remisije i/ili
tokom relapsa bolesti. WT1 ekspresija nakon zavrsetka indukcione terapije bila je znacajno
niza kod pacijenata koji su postigli KR u poredenju sa pacijentima Kkoji nisu postigli
kompletnu remisiju. Polovina pacijenata koja je postigla KR bila je negativna na ekspresiju
WT1 nakon indukcione terapije, odnosno nivo ekspresije koji je detektovan bio je u opsegu
WT1 ekspresije kao kod zdravog uzorka koStane srzi. lako je nivo detektovane WT1
ekspresije u navedenim sluc¢ajevima nizak, on je ipak prisutan. Zbog toga je veoma vazno
odrediti vrednost nivoa ekspresije (,,cut-off* vrednost) nakon koje se smatra da je doslo do

ponovnog prisustva bolesti, i koja predstavlja signal pojave relapsa AML.

Kako bi se izbeglo uvodenje apsolutnog broja WT1 transkripta kao “cut off” vrednosti za
odredvanje MRB, u naSem istrazivanju posmatrana je logaritamska vrednost smanjenja WT1
ekspresije (log redukcija) koja se odreduje izmedu uparenih uzoraka na prezentaciji bolesti,
i nakon postizanja kompletne remisije. Po uzoru na studiju koja je izvedena od strane
Evropske Leukemisjke Mreze (eng. ,,European Leukemia Net — ELN®) (Cilloni D, 2009),
analizirali smo vrednost dvostruke logisti¢ke redukcije (2-log) WT1 ekspresije, kao markera
za detekciju MRB. Iako je u nasoj studiji smanjenje ekspresije WT1 veée od 2 log ukazivalo
na mogucnost duzeg trajanja kompletne remisije i ukupnog prezivaljvanja, nismo uspeli da
pokazemo da je nivo logisticke redukcije nezavistan prediktor smanjenog rizika za pojavu
relapsa, kao $to je to slu¢aj u drugim studijama (Qstergaard M, 2004; Cilloni D, 2009; Gray
JX, 2012). Nasi rezultati su sli¢ni onim koje su prijavili i drugi autori, s tim §to su njihove
studije izvodene na svim AML pacijentima nezavisno od njihovog citogeneti¢kog statusa, a
nase istrazivanje je bazirano samo na AML-NK pacijentima. (Shibasaki Y, 2015; Mossallam
Gl, 2013). Neki drugi autori koristili su razliku od 1 log redukcije u pokusaju da postignu
statisticki znacajnu povezanost izmedu vrednosti log redukcije i relapsa (Andersson C, 2012).
U na$oj studiji, smatrali smo da je razlika od 2 log pouzdana ,,cut off** vrednost, pre svega iz

tog razloga jer je 82% pacijenata sa >2 log redukcijom imalo nivo WT1 ekspresije gena koji
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odgovara opsegu detektovanom kod zdrave populacije. Bez obzira na rezultate statistiCke
analize, viSa vrednost log redukcije WT1 ekspresije jeste jasna indikacija za kvalitet odgovora
na terapiju, I stoga ona predstavlja pravo merilo kompletne remisije, ne samo u
citomorfoloskom, ve¢ i u molekularnom smislu. NaSa zapazanja poklapaju se sa studijom
Rossi 1 saradnika, u kojoj log redukcija niza od 1.96 ima bolju prediktivnu ulogu u

odredivanju MRB, u poredenju sa apsolutnim brojem WT1 kopija (Rossi G, 2016).

Bez obzira na sve navedene nalaze, i dalje postoji problem odredivanja “cut off” nivoa WT1
ekspresije koja govori o tome da se pacijent nalazi u kompletnoj remisiji. Tu je prisutan
problem normalne, fizioloske, ekspresije WT1 koja se detektuje kod pacijenata kod kojih se
kostana srz nalazi u stadijumu oporavka (Alonso-Dominguez JM, 2012). Naime, problem
leZi nepostojanju jasne definicije pojma kompletne remisije. Da li se pod tim terminom
podrazumeva i molekularna remisija, kao dodatak jasnoj citomorfoloskoj remisiji, bez
klini¢kih zakova relapsa? Brojne studije su posveéene ovoj problematici, ali ona i dalje
predstavlja predmet rasprave. Broj uzoraka koji je nama bio dostupan za dugotrajno pracenje
bio je veoma mali, tako da nije bilo moguce izvesti bilo kakav konacan zakljucak u vezi sa
nedvosmislenim definisanjenjem “cut off” vrednosti koja odreduje potpunu molekularnu

remisiju.

Navedeni rezultati ukazuju na znacajnost pracenja nivoa WT1 ekspresije kod AML-NK
pacijenata. Visina WT1 ekspresije kod de novo pacijenata je nezavisan faktor prognoze;
ukazuje na verovatnocu postizanja kompletne remisije 1 pojavu rezistencije na terapiju.
Prognosti¢ki znadaj ovog molekulrnog markera se ogleda i u uticaju WT1"2KVisok statysa na
duzinu trajanja kompletne remisije i ukupnog prezivljavanja obolelih. Takode, pra¢enjem
nivoa ekspresije ovog gena u razli¢itim vremenima u toku tretmana, odnosno odredivanje
vrednosti log redukcije WT1 ekspresije nakon indukcione terapije, prepoznali smo vrednost
WT1 ekspresije kao molekularnog markera za odredivanje prisustva minimalne rezidualne
bolesti 1 predikciju pojave relapsa. Ocigledan je 1 njegov doprinos u preciznojoj stratifikciji
rizika, $to je veoma znaajno naroCito za AML-NK grupu pacijenata, kojoj nedostaju

specifi¢ni citogeneticki i drugi molekularni markeri prognoze.

115



DISKUSIJA

V - 3. Ekspresija EVI1 gena

Ekspresija EVI1 gena je kod AML pacijenata izu¢avana samo u nekoliko vecih studija
(Barjesteh van Waalwijk van Doorn-Khosrovani S, 2003; Lugthart S, 2008; Haas K, 2008;
Groschel 1, 2010; Vazquez 1, 2011). U njima se prijavljena prekomerna ekspresija EVI1 krece
sa ucestalos¢u od 7.8% do 19.3% slucajeva. U najvecoj studiji objavljenoj do sada, a koja je
obuhvatila 1382 de novo AML pacijenata, uvecana ekspresija EVI1 je nadena u 10.7%
slu¢ajeva (Groshel S, 2010). U nasoj studiji ovaj procenat iznosi 11.5%. Medutim, treba imati
u vidu da se nasa studija bazirala isklju¢ivo na AML-NK grupi pacijenata, a da su prehodno
navedene studije obuhvatile sve citogeneticke podgrupe AML.

Postoji mali broj studija koji su posveéeni ispitivanju EVI1 ekspresije u AML-NK
pacijentima, posebnom i izrazito heterogenom entitetu u okviru AML. Analizom objavljenih
rezultata koji se odnose na oko 950 de novo AML-NK pacijenata, prijavljena frekvencija
uvecane ekspresije EVI1 (EVI1*) se kretala od samo 3% do 24.8% (Lugthart S, 2008;
Santamaria CM, 2009). Postojanje ovako velikih razlika u procentu detektovanih EVI1*
slucajeva se moze objasniti prvenstveno postojanjem razli¢itih ,,cut-off* vrednosti koje su
primenjivane. Bezmalo, skoro svaka studija je imala sopstveni nacin kategorisanja pacijenata
u EVI1", odnosno EVI1 grupu. Neki istrazivaéi su se rukovodili isklju¢ivo postojanjem
statistiCki znacajne razlike izmedu ove dve grupe pacijenata, medutim pravo pitanje jeste koji
je to normalan, fiziolo$ki nivo ekspresije EVII gena kod zdravih kontrola?

Ekspresija EVI1 u normalnim hematopoetskim stem celijama, kao i u nediferenciranim
mijeloidnim progentorima je veoma visoka, da bi se u potpunosti izgubila prilikom procesa
mijeloidne diferencijacije (Goyama S, 2008; Steinleitner K, 2012). U nasoj studiji analizom
ekspresije kostane srzi zdravih kontrola dobijene su veoma niske vrednosti, $to je u skladu
sa ve¢ objavljenim rezultatima u kojima je pokazamo da je EVI1 ekspresija veoma niska,
kako u perifernoj krvi, tako i u kostanoj srzi zdravih individua (Smol T, 2015; Haas K, 2008).
Nas izbor ,.cut-off vrednosti predstavljen je medijanom EVI1 ekspresije kod zdravih
kontrola uz dodatak trostruke vrednosti standardne devijacije. Ova ,,cut-off* vrednost ujedno

predstavlja i 75% vrednosti EVI1 detektovane na prezentaciji bolesti, a sli¢no je odabrana i
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,cut-off* vrednost u novijoj studiji Brand J. i saradnika (Brand J, 2013). Smatramo da ovakav
pristup odabiru ,,cut-off* vrednosti obezbeduje postojanje male verovatnoce detektovanja

lazno pozitivnih pacijenata.

Prilikom pravilnog odabira ,,cut-off* vrednosti otezavajuca okolnost je bio nalaz da je veoma
visok procenat nasih AML-NK pacijenata (50%) imalo veoma nisku, jedva detektabilnu
ekpresiju EVIL ili je nije bilo moguce detektovati (ispod vrednosti donje granice EVI1
ekspresije detektovane u zdravim kontrolama). Visok peocenat AML pacijenata koji su bili
nedetektabilni za ekspresiju ovog gena prijavljen je u drugim studijama, $to znaci da to nije
neuobicajeno (Haas K, 2008; Brand J, 2013). Danas, jo$ uvek ne postoji nedvosmisleno
objasnjenje za ovakav nalaz, prvenstveo zbog toga Sto se taCan mehanizam aktivacije
uvecane ekspresije EVI1 zna samo za pacijente sa rearanzmanima u okviru 3q26.2 lokusa,
gde je EVI1 gen lociran. U sluéaju ovih rearanzmana dolazi do jukstapozicije enhensera
hematopoetski znacajnih gena (npr. RPN1 gena) i njhovo premestanje uz EVI1 gen. To
dovodi do konstitutivne aktivacije transkripcije EVI1 gena i do propagacije procesa
leukemogeneze (Yamazaki H, 2014).

Dobro je poznato da je deregulisana ekspresija EVI1, kao posledica 3g26 hromozomskih
lezija (t(3;3)(q21;926) odnosno inv3(q21;q26)) povezana sa razvojem specifi¢no agresivnog
leukemijskog fenotipa koji se odlikuje visokim rizikom od pojave rezistencije na terapiju i
smrtnim ishodom (Nucifora G, 2006; Morishita K, 1992). Medutim, postoje pacijenti nosioci
3q26 rearanzmana, kod kojih nije detektovano uvecanje ekspresije EVI1, kao i pacijenti bez
ovih rearanZmana sa izuzetno visokom ekspresijom ovog gena. Takvi su npr. pacijenti
nosioci MLL (eng. ,,mixed lineage leukemia“) rearanzmana, kao i AML-NK pacijenti koji su
bili predmet naSeg istrazivanja (Balgolind B, 2010; Groschel S, 2013).

Balansirane hromozomske translokacije koje obuhvataju 11923 lokus, odnosno MLL
rearanzmani su u adultnim AML prisutne u oko 5% slucajeva (Dohner H, 2010). Uvecana
ekspresija EVI1 gena kod ovih pacijenata je prisutna u visokom procentu od 40% do 50%

(Groschel S, 2012). Ovakav nalaz se objasnjava time §to su MLL-fuzioni onkoproteini
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(generisani u razli¢itim MLL-translokacijama) direktno vezuju za promotor EVI1 gena,

aktivirajuc¢i njegovu transkripciju (Arai S, 2011; Bindels EMJ, 2012).

Medutim, mehanizam putem koga EVI1 biva prekomerno eksprimiran kod AML-NK
heterogene grupe pacijenata je nepoznat. Nekoliko grupa istrazivaca ispitivalo je moguénost
postojanja skrivenih 3926 lezija kod AML-NK pacijenata, koje bi bile uzrok povisene EVI1
ekspresije. Kao uzrok nedetektovanja ovih lezija i kategorizacije ovih pacijenata u grupu
AML-NK, navodi se slabija mo¢ metode hromozomskih traka kojom se rutinski detektuju
ove aberacije u vecini dijagnostickih laboratorija. Rezultati studija u kojima je primenjena
FISH analiza su kontradiktorni. Neki nisu uspeli da detektuju skrivene 3q26 aberacije kod
EVI1* AML pacijenata FISH anaizom, niti su primenom metode sekvenciranja nasli lezije
na molekularnom nivou. Sa druge strane, dve grupe autora detektovale su skrivene
rearanzmane, odnosno skrivene amplifikacije ovog regiona, pa su zakljucili da je ucestalost
3026 aberacija podcenjena u mijeloidnim malignitetima (Haferlach C, 2012; Volkert S,
2014). Posto se ovi rearanzmani ne mogu detektovati metodom hromozomskih traka, autori
navode da skrining na skrivene EVI1 rearanzmane interfaznom FISH analizom poveéava
dijagnosticku taénost i moze biti narocito pogodan za AML-NK. S obzirom da je nasa grupa
AML-NK pacijenata takode citogeneticki kategorizovana metodom hromozomskih traka,
zakljucujemo da hipoteza skrivenih 3q26 rearanzmana ipak 1 dalje ostaje otvoreno pitanje 1
predmet dodatnih analiza.

Kako je EVI1 ekspresija uvecana kod hematopoetskih progenitorskih ¢elija, moguce je da je
pojava prekomerne ekspresije ovog gena u leukemijama odraz normalnog fizioloSkog statusa
¢elija prekursora, pre nego §to je doslo do maligne transformacije. Takode s obzirom da EVI1
pokazuje hromatin-modifikujuce sposobnosti, regulacija njegove genske ekspresije moze biti
pod uticajem metilacionog statusa EVI1 promotora. Ispitivanja metilacionog statusa 3926
lokusa su pokazala odsustvo metilacije kako kod ¢elija koje imaju visoku ekspresiju EVI1
gena (normalni CD34" progenitori), tako i kod ¢elija kod kojih je ekspresija ovog gena veoma
mala (kod potpuno diferenciranih ¢elija periferne krvi). To zna¢i da mehanizam utiSavanja
EVI1 ekspresije prilikom procesa mijeloidne diferencijacije, nije zasnovan na promeni

metilacionog statusa EVI1 promotora (Vazquez I, 2011).
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Visoka zastupljenost potpunog odsustva ekspresije, odnosno skoro nedetektabilne ekspresije
EVI1, nadena u naSoj studiji moze se objasniti 1 postojanjem epigenetickih modifikacija.
Naime, rezultati nekih studija pokazuju da je histonska modifikacija mehanizam kojim se
moze objasniti utiSavanje ekspresije EVI1 gena (Vazquez I, 2011). Kod pacijenata sa malom
ekspresijom EVI1 detektovana je zatvorena histonska struktura, odnosno detektovana je
trimetilacija H3 lizin 27 (H3K27) u EVI1 promotoru. Suprotno, u aktivnoj konformaciji u
EVI1 lokusu se mogu detektovati acetolovani H3 i H4 histoni, kao trimetilovan H3 lizin 4
(H3K4) (Glass C, 2014).

Cilj naSe studije bio je fokusiran na izu¢avanje povezanosti EVI1 statusa pacijenata sa ve¢
poznatim molekularnim markerima karakteristicnim za AML i sa klinickim karakteristikama
obolelih, kao i izu¢vanje EVI1 statusa kao potencijalnog prognostickog markera.

Analizom povezanosti EVI1 ekspresije sa FLT3, NPM1 i IDH1 odnosno IDH2 mutacionim
statusom, u na$oj grupi AML-NK pacijenata primetili smo da je odsustvo NPM1 mutacije
bilo u izrazitoj korelaciji sa EVI1* grupom pacijenata, u poredenju sa EVI1™ grupom, koja je
imala znacajno visi broj broj pacijenata sa NPM1 mutacijom. Ovo zapaZanje u potpunosti je
u skladu sa rezultatima drugih autora (Brand J, 2013; Grdschel S, 2010 ).

FLT3/ITD mutacije bile su takode veoma slabo zastupljene kod EVI1* pacijenata u na3oj
analizi, §to je u potpunosti u saglasnosti sa rezultatima nekih grupa autora (Barjesteh S, 2003;
Groschel S, 2010; Brand J, 2013).

S obzirom da prisustvo mutacija u FLT3 genu kod AML-NK pacijenata predstavlja marker
loseg ishoda (Schlenk RF, 2008; Whitman SP, 2001), da je prisustvo NPM1 mutacije kod
AML-NK pacijenata povezano sa viSom stopom postizanja kompletne remisije, boljim
preZivljavanjem bez relapsa 1 duZim trajanjem kompletne remisije (Dohner K, 2005;
Schnittger S, 2005), a da se povisen nivo EVI1 ekspresije povezuje sa losijom prognozom
(Barjesteh van Waalwijk van Doorn-Khosrovani S, 2003), ¢injenica da visok procenat
EVI1" pacijenata pokazuje odsustvo mutacija u FLT3 i NPM1 genu, ukazuje na to da grupa
AML-NK pacijenata koja eksprimira EVI1 predstavlja zasebnu klasu leukemija.

Analizom asocijacije EVI1™ statusa sa klini¢kim karakteristikama pacijenata detektovali smo

povezanost sa smanjenim ukupnim brojem leukocita i smanjenim procentom blasta u
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kostanoj srzi, nalaz koji nismo pronasli u do danas objavljenoj literaturi. Sa druge strane,
detektovali smo statisticki znacajnu povezanost pacijenata sa visokom EVI1 ekspresijom sa
CD34" statusom. Ovaj nalaz je prijavljen od strane brojnih studija i ukazuje na to da prisustvo
ekspresije ovog gena kod obolelih od AML nije ektopi¢no, ve¢ da barem delom vodi poreklo
od fizioloski normalne ekspresije EVI1 nadene u zdravim mijeloidnim prekursorskim
¢elijama (Gerhardt T, 1997).

Izucavanje uticaja visine EVI1 ekspresije na prognozu bolesti, jednoznacan uticaj je zapaZzen
samo kada je u pitanju stopa pojave relapsa koja je bila visa kod EVI1* pacijenata. Sto se tice
uticaja EVI1* statusa na stopu postizanja kompletne remisije, duzinu trajanja remisije i
ukupno prezivljavanje, nismo detektovali statisticki znacajan uticaj na bilo koju od ovih
prognostickih kategorija, ali bila je primetna tendencija da pacijenti sa visokom ekspresijom
EVI1 imaju viSu stopu postizanja kompletne remisije, duze trajanje remisije kao i duze
ukupno prezivljavanje. Ovaj nalaz je bio u potpunosti suprotan nalazima vecéine objavljenih
studija. Razlozi za postojanje diskrepance izmedu studija leZi u izboru ,,cut-off* vrednosti, o
¢emu smo diskutovali u prethodnom tekstu, ali takode, 1 u dizajnu RQ-PCR studije. Tacnije,
U mnogim istrazivanjima ispitivana je ekspresija samo pojedinih EVI1 transkripata, koji se
medusobno razlikuju prema startu transkripcije i post-transkripcionoj obradi. U naSem
istrazivanju kori$¢en je TagMan esej dizajniran tako da detektuje sve postojece transkripte
tzv. ukupan EVI1. Takode, u drugim studijama posmatrani su iskljucivo ,,mladi* pacijenti
(ispod 60, odnosno 65 godina)(Barjesteh S, 2003; Groschel S, 2010; Brand J, 2013), dok je
kod nas posmatrana celokupna kohorta. Cak i uzimanjem u obzir navedene starosne granice,
rezultat je ostajao nepromenjen. Ostali uzroci postojanja razlika u prognostickom znacaju
EVI1 ekspresije izmedu nase i drugih studija leze u citogenetickim karakteristikama
ispitivane grupe pacijenata, ali takode u u razliitim terapijskim protokolima koji su

primenjivni u njihovom lecenju.

V - 4. Ekspresija BAALC gena

Cinjenica da je ekspresiia BAALC gena prisutna iskljudivo kod progenitorskih

hematopoetskih celija, a da se prilikom procesa diferencijacije ona gubi i u potpunosti
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izostaje kod zrelih ¢elija, bila je osnova za pocetak ispitivanja nivoa ekspresije ovog gena
kod razli¢itih vrsta leukemija. Visok nivo BAALC ekspresije je detektovan kod pacijenata
obolelih od AML i ALL, kod CML pacijenata koji se nalaze u blastnoj krizi, dok se ekspresija
ovog gena ne detektuje kod CML pacijenata u hroni¢noj fazi bolesti, niti kod pacijenata sa
CLL-om (Tanner SM, 2001). Ono $to otezava ispitivanje ekspresije BAALC u akutnim
leukemijama jeste neujednacenost njegove ekspresije medu razli¢itim populacijama
leukemijskih blastnih ¢elija. Naime, pokazano je da je BAALC ekspresija ograni¢ena na
CD34" hematopoetske progenitorske ¢elije i da predstavlja njihov pouzdani marker (Baldus
CD, 2003a). Medutim, blastne ¢elije obolelih od leukemija predstavljaju mesavinu razli¢itih
populacija Celija, tj. meSavinu razli¢itih klonova koji se odlikuju odredenim progenitorskim
karakteristikama i koji se nalaze na razlicitim stadijumima diferencijacije.

U nasSoj studiji detektovana je niska ekspresija BAALC u mononuklearnim ¢elijama kostane
srzi zdravih kontrola, §to i jeste odlika normalnog hematopoetskog procesa i predstavlja nalaz
prijavljen od strane drugih grupa (Baldus CD, 2006a; Damiani D, 2013). Analizom ekspresije
BAALC gena kod 111 de novo AML-NK pacijenata prisustvo ekpresije je nadeno kod 38%
pacijenata (BAALC™ pacijenti). Ovaj procenat je nesto nizi od 47-70% detektovanih u veé
objavljenim studijama (Amirpour M, 2016; Azizi Z, 2015; Damiani D, 2013; Zoon JH,
20014). Razlog za ovako veliku varijabilnost u procentu detektovanih pacijenata sa
povisenom ekspresijom BAALC lezi prvenstveno u heterogenom uzorku analiziranih AML
pacijenata (analizom su obuhvaceni ne samo AML-NK pacijenti ve¢ 1 drugi tipovi AML;
takode u nekim studijama kohorte analiziranih AML su stratifikovane prema starosti
pacijenata). U meta analizi Xiao SJ i saradnika, kao razlog za odstupanja u procentu
detektovanih pacijenata sa poviSenom BAALC ekspresijom spominju se i razliCiti pristupi
odabiru adekvatne ,,cut-off** vrednosti. U nasoj studiji prilikom odabira ,,cut-off** vrednosti
za postojanje ekspresije BAALC (ekspresija razlicita od zdravih kontrola), rukovodili smo se
time da imamo §to manje laZzno pozitivnih pacijenata. Tek u kasnijoj analizi primenjena je
medijana ekspresije BAALC™* pacijenata za podelu na BAALC'S% i BAALC"# grupe
pacijenata, i tada je postotak pacijenata sa BAALC"% ekspresijom iznosio 50%, vrednost

uporediva sa drugim studijama.
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Prilikom naSe analize AML-NK pacijenata, nasli smo da je u grupi BAALC" pacijenata
najzastupljeniji bio M2 FAB podtip, dok je kod BAALC pacijenata najviSe pacijenata
pripadalo podtipu M5, sto je takode zapazanje velikog broja istrazivaca (Rashed RA, 2015;
Metzeler KH, 2009; Langer C, 2008b; Baldus CD, 2006; Bienz M, 2005; Baldus CD,
2003b;). Ovakav nalaz ukazuje na to da je BAALC ekspresija prevashodno prisutna u
najmanje diferenciranim M0, M1 i M2 FAB podtipovima, a da je manje zastupljena u

podtipovima AML kod kojih su prisutne ¢elije na visSem stupnju diferencijacije (M4 i M5).

Analizom povezanosti nivoa BAALC ekspresije i klinickih karakteristika AML-NK
pacijenata kao §to je procenat blasta u perifernoj krvi, odnosno u kostanoj srzi, ukupan broj
leukocita, nivo hemoglobina i nivo LDH, zivotno doba pacijenta, nismo uocili znacajne
korelacije, $to je nalaz i mnogih drugih (Weber S, 2014; Bienz M, 2005; Metzeler KH, 2009;
Baldus CD, 2006).

Analizom povezanosti ekspresije BAALC sa IDH1 i IDH2 mutacionim statusom, nismo nasli
razli¢itu zastupljenost ovih mutacija u BAALC™ i BAALC™ grupi. Nasi rezutati poklapaju se
sa zapazanjima Weber S i saradnika, koji takode nisu uocili veze sa IDH1R132 i IDH2R140
mutacijama, ali su prijavili snaznu korelaciju visokog nivoa BAALC ekspresije sa IDH2R172
mutacijama (Weber S, 2014). U naSoj grupi pacijenata, samo 2/14 IDH pozitivnih su imala
IDH2R172 mutaciju, i kod oba je bila prisutna visoka ekspresija BAALC pri dijagnozi,
medutim s obzirom da su samo dva pacijenta u pitanju, ne moze se izvesti statisti¢ki znacajan
zakljucak. U prethodno navedenoj studiji takode se ograduju i govore da se ovaj njihov
rezultat mora interpretirati sa oprezom s obzirom da je broj pacijenata sa IDH2R172
mutacijom bio izuzetno mali, a da je u literaturi ve¢ opisano da se ova specifi¢na mutacija
razlikuje po ucestalosti i prognostickom znacéaju, u poredenju sa IDH1R132 i IDH2R140
mutacijama (Marcucci G, 2010).

Po pitanju postojanja asocijacije sa drugim molekularnim karakteristikama, visok nivo
BAALC ekspresije je u naSoj analizi bio u izrazito negativnoj korelaciji sa prisustvom
mutacije u NPM1 genu, s obzirom da je 95% BAALC™ pacijenata imalo wt NPM1, a NPM1
mutacije nisu detektovane ni kod jednog pacijenta u BAALCY% grupi. Ovaj rezultat je po

nasem saznanju uniforman medu svim istraziva¢kim grupama (Rashed RA, 2015; Weber S,
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2014; Brand J, 2013; Haferlach C, 2012b; Rockova V, 2011; Santamaria C, 2010; Langer C,
2008Db). Kako je prisustvo FLT3/ITD mutacije pokazano samo kod 5 pacijenata sa BAALCYs°
statusom, najbrojniji u grupi AML-NK pacijenata sa visokom ekspresijom BAALC su bili
tzv. dvostrukonegativni pacijenti (FLT3-ITD/NPM1" su ¢inili 76% pacijenata sa BAALCViS
statusom). Upravo za ovu grupu AML-NK pacijenata postoji konstantna teznja istrazivaca
za definisanjem novih molekularnih markera sa dijagnostickim i prognostickim znacajem.
Naime, Baldus C i saradnici su pokazali je da je visok nivo BAALC ekspresije bio povezan
sa kra¢im ukupnim prezivljavanjem i kraCom duzinom trajanja kompletne remisije, u
poredenju sa grupom sa niskim nivoom BAALC, na osnovu ¢ega proizilazi zakljuc¢ak da bi
BAALC ekspresija mogla predstavljati nov prognosticki marker, naro€ito koristan u grupi
AML-NK pacijenata koji nemaju FLT3/ITD mutacije (Baldus CD, 2007).

U literaturi danas je prisutna heterogenost u rezultatima ispitivanja prognostickog znacaja
BAALC ekspresije kod obolelih od AML. Za razliku od nas, u drugim studijama je pokazan
jasan nepovoljni prognosticki znacaj povecane ekspresije BAALC gena, naro€ito po pitanju
pojave rezistencije i nize stope postizanja kompletne remisije (Baldus CD, 2006; Langer C,
2008b; Schwind S, 2010; Eisfeld AK, 2012). U na$oj studiji je pokazana samo tendencija
ka niZoj stopi postizanja kompletne remisije, kao i ka njenom kracem trajanju koja nije bila
statisticki znaCajna, $to je u saglasnosti sa rezultatima nekoliko istrazivackih grupa (Weber
S, 2014; Bienz M, 2005; Langer C, 2008; Rockova V, 2011; Rashed RA, 2015). Nesto sli¢no
smo detektovali i analizom uticaja visine BAALC ekspresije na ukupno prezivljavanje (u
BAALCY grupi pacijenata je iznosila 5 meseci u poredenju sa BAALC"?* grupom 8
meseci). Dok neke studije nisu mogle da statisti¢ki potvrde nepovoljan prognosticki efekat
visoke BAALC ckspresije na ukupno prezivljavanje (Haferlach C, 2012b; Metzeler KH,
2009), mnoge druge su nedvosmisleno pokazale ovaj efekat ¢ak i u multivarijantnim
analizama (Tanner SM, 2001; Baldus CD, 2003b; Bienz M, 2005; Marcucci G, 2005; Baldus
CD, 2006; Langer C, 2009; Metzeler KH, 2009; Santamaria C, 2009; Schwind S, 2010;
Eisfeld AK, 2012). Smatramo da su razlike u navedenim rezultatima uzrokovane brojnim
faktorima. Pa tako, kao S§to je 1 prethodno navedeno, izrazita je razlika u veli¢ini analizirane

grupe pacijenata, u njihovoj heterogenosti po pitnju citogenetickog nalaza, starosti,
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primenjenom terapijskom protokolu, kao i razli¢itim metodoloskim pristupima koji su
primenjeni u analizi ekspresije BAALC gena.

Do sada su samo dve studije ispitale vrednost koju BAALC ekspresija moze imati kao
potencijalni marker za molekularno pra¢enje minimalne rezidualne bolesti (MRB) (Najima
Y, 2010; Weber S, 2014). Najima 'Y i saradnici su ukazali na primenljivost BAALC ekspresije
kao targeta minimalne rezidualne bolesti u grupi od 34 AML i 11 ALL pacijenata, a Weber
S i saradnici u grupi od 57 AML pacijenta. Prema broju dostupnih uzoraka nakon indukcione
terapije (29 pacijenata), nasa studija moze se meriti sa prethodno navedenim. Ono §to smo
primetili jeste da je nakon indukcione terapije samo kod 2 pacijenta detektovan nivo BAALC
ekspresije bio visi od opsega detektovanog kod zdravih kontrola. Ovo bi trebalo da znaci da
je odgovor na primenjenu terapiju kod posmatranih pacijenata bio zadovoljavajuéi, ali kako
bismo izbegli kori$¢enje apsolutnih brojeva koji oznacavaju vrednosti BAALC ekspresije,
koristili smo tzv. logaritmovanu vrednost redukcije BAALC ekspresije izmerene na pocetku
lecenja 1 nakon inicijalne terapije. Veli¢ina logaritamske redukcije nivoa ekspresije gena
govori o potencijalu koji dati marker ima kao marker za pracenje MRB. Da bi se za neki
marker reklo da je dobar za pracenje MRB, potrebno je da se njegova ekspresija nakon
indukcione terapije smanji za minimum 1 log vrednosti. Kod 15 pacijenata, koji su bili
BAALC™ pri dijagnozi, kod njih 8 je detektovana log redukcija BAALC ekspresije veca od 1
(>1 log), dok je kod preostalih 5 pacijenata nivo redukcije bio manji od 1 (<1 log). Kod
pacijenata sa >1 log redukcijom, detektovali smo nizu stopu pojave relapsa bolesi kao i duze
trajanje kompletne remisije. | rezultati Weber S i saradnika, pokazuju da je redukcija BAALC
ekspresije nakon inicijalne terapije ispod inicijalno definisane ,,cut-off* granice, §to je
rezultovalo u vecoj duzini trajanja kompletne remisije (Weber S, 2014). Navedeni nalazi
govore ne samo o znacaju detekcije BAALC ekspresije kao markera za pracenje rezidualne
bolesti, ve¢ takode potvrduje validnost ,,cut-off* granice postavljene pri dijagnozi.
Posmatrajuci vrednosti BAALC ekspresije kod 15 pacijenata za koje smo imali uparene
dijagnoza/relaps uzorke, stabilnost ekspresije ovog gena smo mogli da pratimo samo kod nih
7 koji su imali BAALC™ status. Kod ovih pacijenata nivo BAALC ekspresije pri relapsu
bolesti u potpunosti je odgovarao onom detektovanom pri dijagnozi. lako se radi o veoma

malom broju pacijenta navedeni rezultati su u skladu sa drugim studijama ukazuju¢i na
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Cinjenicu da je BAALC ekspresija predstavlja stabilan marker prisustva bolesti kod BAALC*
pacijenata (Weber S, 2014).

Funkcija BAALC gena u hematopoetskom sistemu kao i njegov doprinos leukemogenezi, do
danas nije u poptunosti rasvetljen. Medutim, brojne studije su pokusSale da rasvetle njegov
prognosticki znacaj kod obolelih od AML. Rezultat naSe studije govori o njegovom
parcijalnom uticaju na duzinu trajanja kompletne remisije i ukupno prezivljavanje, ali kao
Sto su to nagovestili i drugi autori, i mi smatramo da njegov prognosticki smisao lezi u
interakciji sa drugim molekularnim markerima (Bou Samra E, 2012; Haferlach C, 2012b;
Schwind S, 2010; Mrozek K, 2007).

V - 5. Ekspresija MN1 gena

Analiza ekspresije MN1 kod velikog broja AML pacijenata kao i funkcionalne studije su
ukazale na to da prekomerna ekspresija MN1 moze dovesti do nastanka agresivnog
mijeloidnog maligniteta (Carella C, 2007; Heuser M, 2007). Ustanovljeno je da MN1 ima
kriticnu ulogu u leukemogenezi, s obzirom da njegova prekomerna ekspresija u humanim
CD34" ¢elijama krvi pup&ane vrpce dramati¢no povecava njihov proliferativni potencijal, a
da utiSavanje MN1 ekspresije u humanim leukemijskim ¢elijskim linijama redukuje njihovu
proliferaciju (Kandilci and Grosveld, 2009; Liu et al., 2010). Takode, kod pacijenata sa
visokom MN1 ekspresijom primecena je pojava rezistencije na primenu ATRA-e, terapeutika
koji indukuje diferencijaciju u in vitro uslovima kao i kod AML pacijenata (Heuser M,
2007).

Molekularni mehanizmi putem kojih MN1 ostvaruje svoje efekte su ve¢im delom nepoznati.
Pokazano je da konstitutivna aktivacija MN1 gena indukuje AML bez potrebe za prisustvom
nekih drugih aberacija, pri ¢emu dolazi do stimulacije samoobnavljanja i blokade
diferencijacije (Heuser et al., 2007). Svoju ulogu u procesima leukemogeneze MN1 moze
ostvariti samostalno ili u kooperaciji sa drugim aberacijama kada se stvara himerni, aberantni

onkogen kao npr. u sluéaju prisustva t(12;22) translokacije, odnosno MN1/TEL fuzioniog
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proteina kod obolelih od B-ALL (Kawagoe H, 2005; Heuser M, 2006). Kod obolelih od
AML, MNI svoj leukemogeni efekat uglavnom obavlja udruzenim delovanjem sa drugim
onkogenima. Takav je mehanizam pokazan kod npr. pacijenata okarakterisanih prisustvom
rekurentne hromozomske aberacije inv(16), odnosno CBFB/MYH11 fuzionim onkogenom
(Carella C, 2007). Kod ovih pacijenata je detektovan najvisi nivo MN1 ekspresije, u
poredenju sa ostalim tipovima AML. Medutim, zanimljivo je da je i izvestan procenat AML-
NK pacijenata pokazao prekomernu ekspresiju ovog gena, pa se postavilo pitanje njegovog

bioloSkog i prognostickog znacaja.

U nasoj studiji analizirano je 111 de novo AML-NK pacijenata i prisustvo ekspresije MNL1 je
nadeno kod 39% pacijenata (MN1" pacijenti). Ovo znaéi da je 43 pacijenta imalo MN1
ekspresiju visu od gornjeg limita ekspresije detektovane medu zdravim kotrolama. Primenom
,,cut-off vrednosti u vidu medijane ekspresije kod MN1* pacijenata, dobili smo da je 49%
imalo prekomernu ekspresiju MN1, odnosno MN1"*°k status. Ovaj nalaz je u skladu sa
prethodno objavljenim studijama koji navode opseg od 50 — 67% pacijenata sa MN1"5
statusom (Xiang L, 2013; Shafik RE, ; Schwind S, 2011). Rezultati naSe analize govore da
nije postojala povezanost prisustva MN1 ekspresije i klinickih karakteristika MN1*
pacijenata kao $to su starosno doba, procenat blasta u perifernoj krvi i koStanoj srzi, ukupan
broj leukocita, nivo hemoglobina, nivo trombocita, nivo LDH. Takode, uocili smo da su
MN1* pacijenti ve¢inom pripadali M2 FAB podgrupi sto je sve zajedno prestavljlo nalaz
dokumentovan i od strane drugih studija (Salah A, 2013; Xiang L, 2013; Schwind S, 2011;
Langer C, 2009; Heuser M, 2006). Analiza povezanosti MN1 ekspresije sa drugim
molekularnim markerima je pokazala statisti¢ki snaznu povezanost MN1" statusa i odsustva
mutacija u NPM1 genu, a za razliku od drugih istrazivanja u na$oj kohorti AML-NK
pacijenata izostalo je prisustvo veze MN1™ statusa sa postojanjem FLT3/ITD mutacija (Salah
A, 2013; Langer C, 2009; Heuser M, 2006). Stavise, u nasoj grupi MN1* pacijenata

najucestaliji su bili pacijenti sa dvostruko negativnim FLT3-ITD/NPM1" statusom.

Ispitivanje prognostickog znacaja visoke ekspresije MN1 u naSoj studiji su pokazala da su

pacijenti sa  MN1"° statusom imali nepovoljan tok bolesti. Pacijenti sa visokim nivoom
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MN1 ekspresije imali su nizu stopu postizanja kompletne remisije. Ovo je u saglasnosti sa
nalazima Heuser M i saradnika koji su prijavili da je MN1 nezavistan prognosticki marker
kod AML pacijenata (Heuser M, 2006). Takode, detektovali smo da je prekomerna ekspresija
MNL1 bila povezana sa kra¢im ukupnim prezivljvanjem i kra¢om duzinom trajanja kompletne
remisije. Brojne studije su pokazale ovakav nalaz ukazujuci na znac¢aj uticaja MN1 ekspresije
na leukemijski fenotip obolelih od AML (Grosveld GC, 2007; Heuser M, 2007; Schwind S,
2011; Salah A, 2013, Xiang L, 2013). Nasi rezultati ukazuju da prekomerna ekspresija MN1
predstavlja nov prognosticki marker kod AML-NK, da je povezana sa niZom stopom
postizanja kompletne remisije, kratom duzinom trajanja kompletne remisije i krac¢im
ukupnim prezivljavanjem. Validacija ovih nalaza u preklini¢kim modelima i ve¢im klini¢kim
studijama moze dovesti do dizajniranja novih terapija koje targetuju leukemijske
mehanizame regulisane od strane MN1 kofaktora. Uspostavljanje standarda za metodu
kvantifikacije ekspresije MN1 gena i definisanje apsolutne ,,cut-off* vrednosti, omogucice
da merenje nivoa MN1 ekspresije pre primene terapije moze biti ukljueno u dijagnosticke
panele i upotrebljeno da poboljsa stratifikaciju rizika AML-NK pacijenata, narocito onih sa

FLT3-ITD/NPM1" statusom.

O kinetici MN1 ekspresije u toku le¢enja AML se veoma malo zna. Ta¢nije, pretragom
literature naisli smo na samo jednu objavljenu studiju Carturan S i saradnika, koja se bavi
analizom MN1 ekspresije i u drugim fazama bolesti, a ne samo na njenom pocetku (Carturan
S, 2016). U navedenoj studiji je pracen 41 pacijent, ali je veina njih pripadala AML sa
kakteristicnim hromozomskim aberacijama kao Sto su inv(16) i t(8;21). Samin tim naSa
analiza u kojoj smo kod 30 AML-NK pacijenata pratili nivo MN1 ekspresije i u drugim
fazama bolesti, nije zanemarljiva. Kao i kod Carturan S i saradnika, i kod nasih pacijenata u
fazi kompletne remisije detektovan nivo MN1 je bio nizi od onog na pocetku bolesti i nazio
se u opsegu vrednosti zdravih kontrola. Kao i u slu¢aju prethodno analiziranih WT1 i BAALC
gena, ovaj nalaz govori o tome da je odgovor na primenjenu terapiju kod posmatranih
pacijenata bio zadovoljavaju¢i, ali kako bi mogli da uporedujemo znacaj redukcije ekspresije
izmedu razli¢itih pacijenata koristili smo tzv. logaritmovanu vrednost redukcije MN1

ekspresije izmerene na pocetku lecenja i nakon inicijalne terapije. Pa su tako pacijenati sa >1
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log redukcijom MNL1 ekpresije u nasoj studiji imali duZe trajanje kompletne remisije, u
odnosu na pacijente sa <1 log redukcijom. lako ove rezultate nismo mogli da uporedimo sa
studijom Carturan S i saradnika (gde su koristili metod apsolutne kvantifikacije MN1
transkripta), mozemo zakljuciti da je odrzavanje MN1 ekspresije na nivou detektovanom kod
zdravih kontrola bio znak da se pacijent nalazi u kompletnoj molekularnoj remisiji. Naime,
pokazano je da nivo MN1 ekspresije u toku bolesti prati nivo ekspresije fuzionih transkripata
koji predstavljaju obelezje prisustva leukemijskih ¢elija (Carturan S, 2016). Na osnovu

1vis%k status zaista mozZe biti posmatran kao osobina

navedenog mozemo da zaklju¢imo da, MN
koju poseduju isklju¢ivo leukemijske celije, te samim tim ima osobinu markera minimalne
rezidualne bolesti. Medutim, nalaz da je 4/7 MN1* pacijenata u relapsu imalo MN1 ekspresiju
nizu od ,,cut-off* vrednosti govori o tome da ovaj marker nije stabilan i da se moze menjati

u toku bolesti pod uticajem terapije.

V - 6. Udruzenost ekspresije BAALC i MN1 gena

U nas$oj studiji koja je obuhvatila 111 de novo AML-NK pacijenata, primetili smo visoku
korelaciju izmedu ekspresije BAALC i MN1 gena. Ovakav nalaz prijavljen je i od strane
drugih, StaviSe zapazeno je da MN1*pacijenti dele isti geneticki i mikro-RNK ekspresioni
profil sa BAALC" pacijentima (Langer C, 2009; Bou Samre E, 2012). Iako se tacan
mehanizam kojim BAALC i MN1 pojedina¢no dovode do leukemogeneze ne zna, verovatno
se moze govoriti o udruzenom delovanju ova dva gena u procesu maligne transformacije,
koja rezultuje u specificnom leukemijskom fenotipu.

Medutim, najvise studija je posveéeno izucavanju udruzenog uticaja BAALC i MNL1, kao i
nekih drugih gena, na prognozu i ishod obolelih od AML-NK. U ovom tipu leukemije kome
pripada ¢ak 50% svih adultnih slucajeva AML, prognosticke grupe su bazirane isklju¢ivo na
mutacionom statusu i to prevashodno NPM1 i FLT3 gena (Baldus CD, 2006; Marcucci G,
2007). Danas su prisutni pokusaji da se izgradi tzv. “prognosticki skor” koji ¢e u sebi sadrzati

pored podataka o mutacionom statusu gena i podatke o ekspresiji pojedinih gena kao §to su
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WT1, EVI1, BAALC, ERG i MN1 (Mrozek K, 2007; Metzeler KH, 2009; Schwind S, 2010;
Bou Samra E, 2012; Haferlach C, 2012).

U nasem istrazivanju zbog izuzetne korelacije u ekspresiji izmedu BAALC i MN1, ali ne i
kod drugih ispitivanih gena, bilo nam je logi¢no da probamo da ispitamo eventualno
postojanje njihovog zajednickog efekta na prognozu i ishod bolesti. Definisali smo grupu od
51 BAALC*/MN1* pacijenata, odnosno 12 pacijenata sa udruZenim BAALCYSOK/MNZisok
statusom. U ovoj grupi pacijenta svi su imali FLT3-ITD/NPM1" status, i u poredenju sa
drugim pacijenatima odlikovali su se nizom stopom postizanja kompletne remisije i smrtnim
ishodom bolesti. Takode kod BAALC"***/MN1"*¢ pacijenata detektovano je i zna¢ajno krace
trajanje kompletne remisije, kao i kraée ukupno prezivljavanje, ali pokazane statisticke
vrednosti ovakvog ,,udruzenog® delovanja BAALC i MN1 ekspresionog statusa nije
nadjacavao njihovu pojedina¢nu snagu. Smatramo da je ovo isklju¢ivo posledica male
veli¢ine nama dostupnih uzoraka, 1 da razjasnjenje njihove bioloske i klini¢ko-prognosticke
uloge kod AML-NK leukemija leZi u ispitivanju velikog broja pacijenata, i sagledavanju

njihovog mutacionog i ekspresionog genetickog i mikro-RNK profila.
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VI - ZAKLJUCCI

Mutacioni profil decje i adultne AML

v Analizom mutacionog profila uzoraka 20 de¢jih i 20 adultnih AML pacijenata na
TruSeq Cancer Panel (TSACP) platformi detektovan je mali broj mutacija, u proseku
samo 3 po pacijentu u obe starosne grupe.

v" Prisustvo mutacija u 4 gena (JAK3, ABL1, GNAQ i EGFR) koji kodiraju tirozin
kinaze ili proteine koji su udruzeni sa tirozin kinazama detektovano je iskljucivo
kod de¢jih AML pacijenata, dok je kod pet gena (IDH1, APC, HNF1A, GNAS i
SMARCBL) koji su ukljuc¢eni u metilaciju i modifikaciju histona prisustvo mutacija
utvrdeno isklju¢ivo kod adultnih AML pacijenata.

v Najvece razlike izmedu ove dve starosne grupe AML pacijenata utvrdene su u tzv.

,leukemijskim genima® uklju¢ujuc¢i IDH1, IDH2 i NPML1.

WT1 ekspresija

v"lIspitivanje ekspresije WT1 gena kod 104 de novo AML-NK pacijenata pokazalo je da

je ekspresija ovog gena kod obolelih znatno viSa od one detekovane kod zdravih

kontrola.

v Pokazano je da visok nivo WT1 ekspresije predstavlja nezavistan nepovoljan
prognosticki faktor za postizanje kompletne remisije, a moZe ukazati i na potencijalnu
pojavu rezistencije na terapiju

v Pacijenti sa WT1"*° statusom imaju krace trajanje kompletne remisije i kraée vreme
ukupnog prezivljavanja

v" Ekspresija WT1 predstavlja dobar molekularni marker za pracenje minimalne

rezidualne bolesti, odgovora na terapiju i predikciju relapsa bolesti
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v Visok nivo ekspresije WT1 je vazan za preciznije definisanje prognosti¢kih grupa kod
obolelih od AML-NK, i ukazuje na neophodnost primene intenzivnije, odnosno

specifi¢ne anti-WT1 usmerene terapije.

EVI1 ekspresija

v"Ispitivanje ekspresije EVI1 gena kod 104 de novo AML-NK pacijenata pokazalo je
da je ekspresija ovog gena kod obolelih znacajno uveé¢ana samo kod 11.5%
pacijenata, dok je kod oko 50% pacijenata nije bilo moguce registrovati ili je ona
bila na granici detektabilnosti.

v Pokazano je da se EVI1* status AML/NK pacijenata nalazi u obrnutoj korelaciji sa
prisustvom NPM1 i FLT3/ITD mutacija.

v" Pacijenti sa EVI1" statusom pokazali su povecan rizik od pojave relapsa bolesti, ali

bez uticaja na duZinu trajanja kompletne remisije i ukupnog prezivljavanja.

BAALC ekspresija

V" Ispitivanje ekspresije BAALC gena kod 111 de novo AML-NK pacijenata pokazalo je
da je ekspresija ovog gena kod obolelih visa od one detetovane kod zdravih kontrola
u 38% slucajeva.

v" Pokazano je da visok nivo BAALC ekspresije kod BAALC™ pacijenata predstavljla
nepovoljan prognosti¢ki faktor, jer su pacijenti sa BAALC"*°* statusom imali krade
trajanje kompletne remisije 1 ukupnog prezivljavanja.

v" Ekspresija BAALC predstavlja stabilan molekularni marker pogodan za pracenje

minimalne rezidualne bolesti i odgovora na terapiju.
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MN1 ekspresija

V" Ispitivanje ekspresije MN1 gena kod 111 de novo AML-NK pacijenata pokazalo je
da je ekspresija ovog gena kod obolelih visa od one detetovane kod zdravih kontrola
u 39% slucajeva .

v Pokazano je da visok nivo MN1 ekspresije kod MN1" pacijenata predstavlja
nepovoljan prognostic¢ki faktor, jer su pacijenti sa MN1"* statusom imali znacajno

kraée ukupno prezivljavanje i kracu duzinu trajanja kompletne remisije.

v" Ekspresija MN1 gena predstavlja molekularni marker pogodan za pracenje odgovora
na pocetno primenjenu inicijalnu terapiju, ali ¢injenica da neki MN1" pacijenti nisu
imali uvecanu ekspresiju prilikom relapsa bolesti, govoti o tome da ekspresija ovog

gena nije stabilan marker za pra¢enje minimalne rezidualne bolesti.

Povezanost ekspresije BAALC i MN1

v" Analiza povezanoti nivoa ekspresije BAALC i MN1 gena kod 111 pacijenata obolelih
od AML-NK je pokazala da je njihova ekspresija pozitivno korelisana.

v' U posmatranoj grupi pacijenata nismo uspeli da pokazemo da udruZeni
BAALCYS/MN1¥s  status ima snazniju prognosticku prediktivnu moé od

pojedina¢nog BAALCY*% j MN1VS¢ statusa.
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Mpunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBY

MoTtnucaHu-a VpeHa MapjaHoBuh

©poj ynuca B53013/2011

MsjaBrbyjem
[a je JoKTopcka aucepTauuja nos Hacrnosom

MpeHtTudukaumja MmonekynapHo-reHeTUYKMX Mapkepa natoreHese akyTHe MujenongHe

neykemuje

e pe3ynTaT ConCTBEeHOr UCTPaXnBa4vkor paga,

e [a npeanoxeHa auceprauuja y LUenvHu H1 y AenosumMa Huje Guna npeanoxeHa
3a pobujakbe GUNO Koje Aunniome npema CTyaAWMjCKUM nporpamuma Apyrux
BMCOKOLLIKOJICKUX YCTaHOBA,

e [acy pe3ynTaTtu KOPEKTHO HaBEAEHM U

e [a HMCaAM KpluMoO/na ayTopcka npaBa WM KOPUCTUO MHTENEKTyamnHy CBOjUHY
Apyrux nuua.

Motnuc pgokrtopaHaa

Y Beorpaay, 16.11.2017.
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Mpwunor 2.

M3jaBa 0 MICTOBETHOCTU LUTaMMNaHe U efleKTPOHCKe
Bep3uje JOKTOpPCKOr paga

Mme n npesnme ayTopa WpeHa MapjaHosuh

Bpoj ynuca B53013/2011

Cryavjcku nporpam MonekynapHa Guonoruvja, Mogyn monekynapHa 6uonoruja
eykapuora

Hacnos paga MaeHTuduvkaumja monekynapHo-reHeTUYKMX Mapkepa naroreHese
akyTHe mujenouaHe neykemuvije

MenTop ap Hartawa Towwh, ap Cowa [Nasnosuh

[NoTnucaxun MpeHa MapjaHosuh

usjasrbyjem [a je TamnaHa Bep3auja Mor AOKTOPCKOr paja WCTOBETHa eneKTPOHCKO)
BEpP3nju Kojy cam npepao/na 3a ofjasrbuBake Ha noprany [durutanHor
penosutopujyma YHuBep3uteta y Beorpaay.

[losBorbaBaMm fa ce o6jaBe Moju NUYHKM nopauy BesaHu 3a aobujare akagemckor
3Batba [OKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy UMe W npesumMe, roanHa u Mecto pofewa n AaTym
onbpaHe paga.

OBM NUYHM noaaum Mory ce O0BjaBuTM Ha MPEXHUM CTpaHuLama aurutanHe
6ubnuoTeke, y €NeKTPOHCKOM KaTanory 1 y nybnukauvjama YHusep3auterta y beorpaay.

MoTnuc gokropaHaa

Y Beorpagy, 16.11.2017.




Mpwunor 3.

UsjaBa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHuBepauteTcky 6ubnuoteky ,CBeTosap Mapkoeuh ga y [durutanHu
penosutopujym YHuepsuteTa y beorpagy yHece Mojy AOKTOPCKYy AucepTauujy nog
Hacnosom:

Hpentudukanuja MoneKy1apHO-reHeTHUKUX MapKepa NaToreHe3e aKyTHe MUjesION/IHE

JeyKemuje

KOja je moje ayTopcko aerno.

[AvcepTtauyjy ca cBum npunosuma npegao/na cam y enekTpoHckom hopmary norogHom
3a TpajHO apxuBMpare.

Mojy AOKTOpCKY AncepTauujy noxpareHy y JurutanHun penosutopujym YHusepauteTta
y Beorpazy mory Aa kopucte CBM Koju nowuTyjy oapende cagpxaHe y oaabpaHom Tuny
nuueHue KpeatusHe 3ajeaHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce ogny4yuo/na.

1. AyTopcTBO
2. AyTOpCTBO - HEKOMepLMjarnHo
@Ay‘ropcmo — HekomepuumjanHo — 6e3 npepage
4. AyTOpCTBO — HEKOMEpLUMjanHo — AenuTn nog UCTuM ycriosuma
5. Aytopcteo — 6e3 npepage
6. AyTOpCTBO — AEenuUTU NoA UCTUM YCrioBMMa

(Monumo fa 3aoKpyxuTe camo jeAHy Oof LIeCT MOHyReHux nuueHuW, KpaTak onuc
NUUEHUM AaT je Ha nonefuHu nucra).

MoTnuc pokTopaHaa

Upep Lt pyapial L<_ ‘
Y Beorpaay, 16.11.2017. VIR MO




