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Naslov
Pracenje himerizma analizom genetickih markera nakon alogene transplantacije

matic¢nih éelija hematopoeze kod dece obolele od hematoloskih bolesti
Rezime

Transplantacija mati¢nih éelija hematopoeze (TMCH) predstavlja uspesan vid
leCenja za decu obolelu od razli¢itih urodenih i steCenih bolesti hematopoeze. Pracenje
himerizma posle alogene transplantacije mati¢nih ¢elija hematopoeze znacajno je za
procenu rizika za odbacivanje kalema ili pojavu recidiva bolesti,a u cilju blagovremene
primene odgovarajuée terapije. Glavni princip u detekciji himerizma je identifikacija 1
kvantitativna analiza geneti¢kih markera koji se u razli¢itim alelskim formama javljaju kod
davaoca 1 primaoca. Za prac¢enje himerizma primenjena je analiza mikrosatelitskih
genetickih markera, metodom STR-PCR, koja omogucava preciznu procenu udela alela
davaoca i primaoca u uzorku periferne krvi transplantiranog bolesnika. Sa druge strane, u
slucajevima obolelih od malignih bolesti hematopoeze, pored pracenja relativnog odnosa
¢elija hematopoeze primaoca i davaoca praceno je i prisustvo minimalne rezidualne bolesti
(MRB). Pracenje MRB kod obolelih od leukemije moguce je vrsiti razliCitim genetiCkim
metodama, zavisno od toga koji je specifini geneticki marker otkriven prilikom
postavljanja dijagnoze, pre transplantacije. U ovom radu su koriS¢ene metode citogenetike 1
molekularne genetike (RT-PCR). Himerizam i prisustvo MRB su u ovoj studiji praceni pet
godina iz uzoraka periferne krvi ili kostne srzi, u odredenim vremenskim intervalima, sa
medijanom od 11 meseci. Rezultati ovog rada su pokazali da je metoda STR-PCR efikasna
metoda za prac¢enje himerizma i blagovremeno registrovanje odbacivanja kalema nakon
transplantacije kod obolelih od nemalignih bolesti hematopoeze. Medutim, za
blagovremeno otkrivanje pojave rcidiva kod obolelih od malignih bolesti hematopoeze,
neophodna je primena i savremenih genetickih metoda koje su specificne za detekciju
odredenog malignog klona prisutnog kod obolelog pre transplantacije.

Kljuc¢ne reci: molekularna genetika, transplantacija mati¢nih ¢elija hematopoeze,
himerizam, STR-PCR, RT-PCR

Nauéna oblast: medicina UZa naué¢na oblast: humana genetika
UDK broj: 616.155-006.6-071-008-053.2:577.113(043.3)



Title
Chimerism follow-up by genetic markers analysis in children with hematological

diseases after allogeneic hematopoietic stem cell transplantation
Summary

Hematopoietic stem cells transplantation (HSCT) is a very successful treatment
modality for children with different acquired or inborn hematological diseases. The main
goal of post-transplantation chimerism monitoring in HSCT is to predict negative events,
such as disease relapse and graft rejection, in order to intervene with appropriate therapy
and to improve the probability of long-term disease free survival. In this context, by
quantifying the relative amounts of donor and recipient cells present in the peripheral blood
sample, it can be determined if engraftment has taken place at all, or if full or mixed
chimerism exists. On the other hand, monitoring of minimal residual disease in patients
with malignant hematological diseases helps in predicting the possibility of relapse. This
study describes the implementation and first clinical results of polymerase chain reaction
(PCR) amplification of polymorphic short tandem repeat (STR) markers and Amelogenin
locus coupled with cytogenetics and reverse transcription PCR detection of recurrent
translocations characteristic for childhood leukemia in monitoring of patients who
underwent HSCT. Chimerism and MRD was regularly analyzed for five years from blood
and marrow samples taken at various time points after transplantation with the median
follow up of 11 months. Our results demonstrate that STR-based chimerism monitoring is
sufficient in establishing the origin of engrafted cells after an allogeneic HSCT and in
detecting graft rejection, but more specific and more sensitive methods for detection of
minimal residual disease are necessary for identifying patients with imminent leukemia

relapse.
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1. UvOD

1.1  Alogena transplantacija mati¢nih ¢elija hematopoeze

Hematopoeza predstavlja razvoj ¢elija krvne loze kroz mnogobrojne deobe i
diferencijaciju pluripotentne mati¢ne celije, pretezno u kostnoj srzi. Maticne Ccelije
hematopoeze nastaju diferencijacijom mezodermalnih ¢elija. Proliferacija, diferencijacija 1
duzina zivota c¢elija hematopoeze su kontrolisani razli¢itim faktorima rasta, kao i
interakcijom ovih c¢elija sa njihovom mikro-sredinom, preko brojnih signalnih puteva.
Poremecaji u normalnom razvoju, sazrevanju ili funkciji ¢elija krvne loze mogu nastati

usled urodenih ili steCenih (malignih ili nemalignih) bolesti hematopoeze [1].

Istrazivanja Donnall Thomasa i saradnika, od 1950. doprinela su uvodenju metoda
transplantacije kostne srzi kao jednog od terapijskih postupaka u leCenju hematoloskih
bolesti. Istovremeno otkri¢e antigena humanih leukocita je omogucilo bolje sparivanje
davaoca i primaoca [2]. Nakon prve uspes$ne transplantacije 1968. godine do danas je u
svetu uradeno preko dvesta hiljada transplantacija [3]. Donnall Thomas je za svoj doprinos
u istrazivanjima transplantacije kostne srzi 1990. godine dobio Nobelovu nagradu iz oblasti

fiziologije i medicine.

Transplantacija mati¢nih ¢elija hematopoeze (TMCH) omogué¢ava zamenu obolelog
hematopoetskog tkiva bolesnika normalnim tkivom, a moZe biti autologa ili alogena. Kod
alogene transplantacije, koja 1 predstavlja glavnu temu ove teze, maticne Celije se mogu
uzeti od HLA (humani leukocitni antigen) identi¢nog srodnika, od HLA haplo-identi¢nog

srodnika ili od HLA identi¢nog nesrodnog davaoca.

U prvim decenijama primene ove medicinske procedure, kostna srz davaoca bila je
jedini izvor mati¢nih Celija, dok je u poslednjih 15 godina najces¢i izvor periferna krv

nakon stimulacije sa granulocitnim faktorom rasta (G-CSF). Prednost upotrebe periferne
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krvi u odnosu na druge izvore mati¢nih ¢elija je brze prihvatanje kalema granulocitne i
megakariocitne loze. Medutim, pokazalo se da kad je periferna krv izvor mati¢nih celija

postoji veci rizik za pojavu bolesti kalem protiv domac¢ina (GVHD) [3].

lako TMCH predstavlja standardnu proceduru u le¢enju hematoloskih bolesti,
potrebna su dalja istrazivanja koja ¢e objasniti same molekularne mehanizme vezane za
prihvatanje kalema, kao i za pocetak diferencijacije i proliferacije ¢elija hematopoeze [4].
Proces prihvatanja kalema, odnosno ,,udomljavanja“ u kostnoj srzi po€inje regrutacijom
cirkuliSsuéih mati¢nih ¢elija hematopoeze, nakon ¢ega dolazi do trans-endotelijalne
migracije. U kostnoj Supljini mati¢ne celije migriraju u tzv. ,niSe”, mesta na kojima
kompleksne interakcije izmedu ¢elija, preko faktora rasta i adhezivnih molekula, dovode do

proliferacije i diferencijacije [4, 5, 6, 7].

1.1.1 Klinicke indikacije za transplantaciju mati¢nih ¢elija hematopoeze

Transplantacija mati¢nih celija hematopoeze se koristi za leCenje dece sa

nemalignim bolestima kao $to su [8,9]:

o stecena aplasti¢na anemija

o teSka kombinovana imunodeficijencija

o talasemijski sindrom

o Fankonijeva anemija

. urodena trombocitopenija

o kongenitalna neutropenija

o bolesti hromozomske nestabilnosti

o familijarna hemofagocitna limfohistiocitoza i druge.

Isto tako, TMCH se koristi i za le¢enje dece sa malignim bolestima kao §to su:

. akutne 1 hroni¢ne leukemije

o mijelodisplasti¢ni sindrom
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o juvenilna mijelomonocitna leukemija
o tumori centralnog nervnog sistema

o recidiv Wilms-ovog tumora

o neuroblastom

o Ewingov sarkom

o limfomi.

Od svih malignih bolesti kod dece se najcesce javlja akutna limfoblastna leukemija
(ALL) (80-85%), rede akutna mijeloidna leukemija (AML) (10-15%), dok je hroni¢na
mijeloidna leukemija (HML) veoma retko prisutna. Najve¢i uspeh u le¢enju leukemija
postignut je upravo kod ALL (€ak 80%), dok je decu obolelu od AML moguce izle€iti u
svega 60% slucajeva, te oni predstavljaju grupu najces¢ih kandidata za transplantaciju
kostne srzi [10]. Prema protokolima za le¢enje leukemija transplantacija mati¢nih celija
hematopoeze predstavlja opciju leCenja kod bolesnika svrstanih u grupu visokog rizika.
Hromozomski rearanZmani kao S$to su translokacije t(9;22), t(4;11) 1 hipodiploidija,
direktno svrstavaju bolesnike u grupu visokog rizika, S§to ih ¢ini kandidatima za

transplantaciju [11].

1.1.2 Rezimi kondicioniranja

Rezim kondicioniranja predstavlja proces pripreme bolesnika za TMCH. Cilj
kondicioniranja je da se omoguci uspesno prihvatanje kalema i da se postigne izlecenje.
ReZimi kondicioniranja se sastoje od kombinacije citostatika ili kombinacije citostatika sa
ozraCivanjem celog tela (TBI). Izbor rezima kondicioniranja se vr§i na osnovu dijagnoze,
uzrasta bolesnika, poklapanja humanog leukocitnog antigena davaoca i primaoca, kao i
prema riziku od pojave komplikacija vezanih za transplantaciju. U zavisnosti od intenziteta
i uticaja na kostnu srz rezimi kondicioniranja se mogu podeliti u dve grupe: mijeloablativni
i nemijeloablativni (RIC) [3, 12, 13].

Idealni rezim kondicioniranja kod alogene TMCH treba da ispuni sledece

Kriterijume:
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. da eliminiSe maligne Celije

o da formira prostor za ¢elije davaoca u kostnoj srzi bolesnika

o da suprimira imuni sistem domacina kako bi se sprecilo odbacivanje kalema
o da eliminiSe imunske memorijske Celije

. da ima minimalni toksicni efekat na tkiva domacina [14].

1.1.3 Komplikacije posle transplantacije mati¢nih ¢elija hematopoeze

Uprkos otkri¢u novih lekova, napretku u izboru davaoca, razvoju dijagnostickih
procedura, transplantacija je i dalje povezana sa visokim stepenom smrtnosti zbog mogucih
komplikacija. Veoma je vazno bolesnike posle transplantacije pratiti kako bi se

blagovremeno i adekvatno reagovalo i sprecio nezeljeni ishod.

Citostatici mogu da dovedu do pojave neZeljenih efekata kao §to su veno-okluzivna
bolest (VOD), intersticijalna pneumonija (IP) ili neuro-toksi¢nost, a sve to moze imati
negativan uticaj na ishod transplantacije [15,16]. Sa druge strane, ozradivanje celog tela
moZe da dovede do pojave sekundarnih maligniteta, endokranijalnih poremecaja, a kod

dece moze do¢i do zastoja u rastu [3,17].

Najces¢e komplikacije nakon transplantacije su infekcije bakterijama, virusima i
gljivicama. Drugu ozbiljnu komplikaciju nakon transplantacije predstavlja bolest kalem
protiv domacina koja dovodi do oStecenja tkiva 1 teSke imuno-deficijencije. Najces¢i uzrok
smrti kod pacijenata koji su razvili GVHD su upravo infekcije bakterijama, virusima i
gljivicama. Bolest kalem protiv domacina u zavisnosti od vremena pojavljivanja moze biti

akutna ili hronic¢na.

Akutna bolest kalem protiv domacina javlja se u prva tri meseca nakon
transplantacije. Ova pojava se bazira na imunoj reakciji koju izaziva nepodudarnost HLA

antigena davaoca i1 primaoca, odnosno HLA antigeni domacina aktiviraju T Celije davaoca.
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Pokazalo se da eliminacija zrelih T ¢elija davaoca znacajno smanjuje pojavu bolesti kalem

protiv domacina, medutim povecava rizik od pojave relapsa i neprihvatanja kalema [18].

Hroni¢na bolest kalem protiv domacéina predstavlja najces¢i uzrok kasne smrti
nakon transplantacije i kod 20-70% pacijenata javlja se posle 100 dana nakon TMCH [19].
Korelacija izmedu pojave akutne i hroni¢ne GVHD jos nije razjasnjena. Klinicke studije su
pokazale da pojavi hroni¢ne bolesti ne mora da prethodi akutna forma, i obrnuto, da nakon

akutne bolesti ne mora da se pojavi hroni¢ni oblik [3,19,20].

GVHD je nepozeljan kod urodenih bolesti hematopoeze ili steCene apalsticne
anemije, dok je veoma pozeljan kod malignih bolesti, kao $to su leukemije i Non-Hockinov
limfom. Kod malignih bolesti je uspeSnost transplantacije 60%. Medutim, veliki problem u
postizanju potpunog izleCenja predstavlja povratak osnovne bolesti ili relaps. lako
incidenca pojave relapsa zavisi od mnogobrojnih faktora, bolesnici se prema statusu
remisije pred samu transplantaciju mogu svrstati u dve grupe, grupu niskog i grupu visokog
rizika. Bolesnici transplantirani u drugoj remisiji ili kasnije i u relapsu svrstavaju se u grupu
visokog rizika. Bolesnici kod kojih dode do relapsa imaju loSu prognozu, a ishod lecenja
zavisi od toga koliko je vremena proslo od transplantacije. U pojedinim centrima se danas
koriste eksperimentalne metode leCenja koje se zasnivaju na kontrolisanoj imuno-terapiji
koja podsti¢e pojavu bolesti kalem protiv leukemije. Klinicke studije su pokazale da je
ucestalost pojave relapsa najniza kod pacijenata koji su razvili akutni ili hroni¢ni oblik
GVHD, nesto visa kod pacijenata bez simptoma GVHD, a najvisa kod pacijenata kojima je
uradena transplantacija depleciranim T-¢elijama. Ova saznanja su dovela do upotrebe
GVHD 1 T ¢elija u konrolisanoj imuno-terapiji sa ciljem da se spreci pojava relapsa [19].
Prekidanje imunosupresivne terapije se moze koristiti za aktivaciju T ¢elija davaoca protiv
leukemijskih celija domacina, ali ovu proceduru najceS¢e mora pratiti i1 infuzija celija
limfocita davaoca (DLI). Mnoge studije su pokazale da DLI ima izuzetan uspeh kod
pacijenata sa HML (70-80%), dok s druge strane ima vrlo mali uspeh kod pacijenata sa
AML i ALL (20-30%). Zasto je antitumorski efekat (GVL — graft versus leukemia) vise
izrazen kod HML do danas jos nije jasno [20, 21]. Najve¢e komplikacije kod primene DLI

su pancitopenija i GVHD. lako su reakcije GVHD i GVL veoma sli¢ne, razvijene su
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manipulativne procedure koje razdvajaju GVL efekat od GVHD, sa ciljem da se postigne
anti-tumorski efekat [22, 23, 24, 25, 26, 27].

Osetljive metode za detekciju minimalne rezidualne bolesti (MRB) su neophodne da
bi se na vreme otkrili bolesnici sa visokim rizikom za relaps i kako bi se zapocela

odgovarajuc¢a imuno-terapija i postigao GVL efekat [28, 29, 30, 31].
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1.2  Analiza himerizma

U gr¢koj mitologiji Himera je bila stvorenje sa glavom lava, telom koze i1 repom
zmije [32]. U medicini ,,himera“ oznacCava osobu koja ima jednu ili viSe Celijskih linija
poreklom od dve razliite jedinke, dok himerizam u transplantacionoj biologiji predstavlja

koegzistenciju ¢elija krvne loze dva razli¢ita organizma u jednom telu.
Postoje razliciti tipovi himerizma:

e kompletni himerizam (CC), u sluc¢aju kada su u perifernoj krvi bolesnika
prisutne samo c¢elije davaoca (100%)

e meSani himerizam (MC), u slu¢aju kada su u perifernoj krvi bolesnika
prisutne i ¢elije davaoca i primaoca. Ukoliko su ¢elije primaoca prisutne do
30% naziva se stabilni meSani himerizam

e split himerizam (SC), u slu€aju kada su u perifernoj krvi bolesnika podeljene
krvne loze, npr. T-¢elije 100% poreklom od davaoca, a mijeloidne celije
100% poreklom od primaoca [33].

U slu¢aju meSanog himerizma prisutne ¢elije primaoca mogu biti normalne, zdrave
¢elije hematopoeze, kao i leukemijske Celije. Veoma je vazno pratiti himerizam kako bi se
odredilo koji su bolesnici u visokom riziku za odbacivanje kalema, pojavu relapsa ili
GVHD. U poslednje dve decenije razli¢ite grupe naucnika i lekara su ispitivale znacaj
prisustva mesanog himerizma nakon TMCH, medutim jo$ uvek nije ustanovljena precizna
korelacija izmedu MC 1 relapsa [34, 35, 36, 37]. Neke studije su pokazale da postoji veza
izmedu mesSanog himerizma i relapsa [38, 39, 40, 41, 42], dok druge studije nisu uspele da
pronadu takvu korelaciju [43,44,45, 46,47]. Ovi kontradiktorni rezultati u literaturi mogu
biti objasnjeni razli¢itim faktorima. Vreme i ucestalost uzimanja uzoraka su vazni faktori za
otkrivanje me$anog himerizma. Prisustvo MC u ranom periodu posle TMCH ne mora biti
povezano sa pojavom relapsa, dok je otkrice MC u kasnijem periodu od veeg znacaja za
pojavu relapsa. Sa druge strane osetljivost metoda za detekciju meSanog himerizma je

razli¢ita. KoriS¢enjem veoma osetljivih metoda moguce je detektovati MC koji vodi
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poreklo od normalnih dugo-zivuéih hematopoetskih c¢elija ili od kontaminirajucih
nehematopoetskih ¢elija, te nema prediktivni znacaj za pojavu relapsa [48]. Takode, za
prac¢enje himerizma koriste se nekad periferna krv, a nekad kostna srz. Fehse i saradnici su
pokazali da je MC veci u kostnoj srzi nego u perifernoj krvi, verovatno zbog prisustva
stromalnih c¢elija kostne srzi koje se povuku aspiracijom [49]. Dakle, sve ove dileme
ukazuju na neophodnost formiranja konsenzusa u vezi sa vremenskim intervalima, vrstom

uzoraka i metodama koris¢enih za analizu i pra¢enje himerizma.

1.2.1 Metode za detekciju i pracenje himerizma

Glavni princip u detekciji himerizma je utvrdivanje genetickih markera koji se
razlikuju kod davaoca i primaoca. U velikom broju studija kori$¢ene su razli¢ite tehnike za
pracenje himerizma nakon alogene TMCH, sa ciljem da se ustanovi koja je tehnika najbrza
i najosetljivija. U pocetku su to bile citogeneticke tehnike (ako su davalac i primalac
razli¢itog pola), zatim utvrdivanje imunofenotipa eritrocita kao i1 njihovog enzimskog
sastava, RFLP analiza polimorfnih regiona genoma, analiza visoko polimorfnih kratkih
tandemskih ponovaka DNK (STR,VNTR), a u poslednje vreme najsenzitivnija metoda je
real-time kvantitativni PCR [50]. Razli¢ite tehnike za pracenje himerizma, njihova

specifi¢nost, osetljivost 1 informativnost prikazane su u tabeli 1.1.

Ranije tehnike za procenu himerizma, zasnovane na metodama fenotipizacije
antigena crvenih i belih krvnih zrnaca, analizi izotipova imunoglobulina i citogenetickim
studijama, bile su ograniCene stepenom polimorfnosti pracenih markera, malom
senzitivnoS¢u ili specificnim zahtevima, kao $to su razlika u polu izmedu davaoca i
primaoca. Jedna od veoma senzitivnih tehnika, fluorescentna in situ hibridizacija (FISH) za
X 1Y hromozom, mogla je da se primeni samo ukoliko su davalac i primalac razliitog
pola. Savremeni pristup u proceni himerizma zapoceo je sa RFLP analizom bialelskih i

analizom minisatelitskin DNK markera. Mana ovih tehnika je bila relativno velika koli¢ina
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potrebnog polaznog materijala, kao i1 niska senzitivnost pri detekciji ¢elijskih populacija

prisutnih u malom procentu.

Tabela 1.1. Tehnike koje se koriste za detekciju himerizma [34]

Tehnika Prednosti Nedostatci Osetljivost  Informativnost
Imuno Jednostavna, brza i Detektuje samo jednu 0,04-3% niska
fenotipizacija | veoma osetljiva ¢elijsku liniju
eritrocita metoda
Citogenetika Efikasna je kada je | Detektuje samo celije 5-10% niska
prisutan MRB klon | u deobi
(npr. Ph-hromozom)
XY-FISH Detektuje veliki broj | Koristi se samo kod 0,2-5% visoka
¢elija razlicitog pola
davaoca i primaoca
RFLP Detektuje sve ¢elije | Slozeni rezultati zbog 5-10% visoka
sa jedrom iz malog | velikog broja
uzorka restrikcionih mesta
STR/VNTR VVeoma polimorfni Zbog prajmer- 0,1-5% visoka
regioni, nezavisni od | kompeticije manje
pola ili HLA tipa senzitivna za male
¢elijske populacije,
nije leukemija
specificna
Markerina Y- | Veoma informativna | Koristi se kada je 0,1-4% visoka
hromozomu kod TMCH davaoc zenskog pola
razlic¢itog pola
Markeri na X- | Veoma informativna | Koristi se kada je 0,1-4% visoka
hromozomu kod HSCT razli¢itog | davaoc muskog pola
pola
Real-time PCR | Brza, precizna Skupa, efikasna samo 0,1-1% visoka

kvantifikacija ¢elija

sa bialelnim
markerima




Uvod Doktorska disertacija Aleksandra Krsti¢

Tek je uvodenje STR-PCR tehnologije, kao metode za brzu, specifi¢nu i senzitivnu analizu
mikrosatelitskih genetickih markera, obezbedilo efikasnu procenu himerizma. U ovom
pristupu, fluorescentno obelezZeni prajmeri se koriste za umnozavanje polimorfnih genskih
lokusa, a kvalitativna i1 kvantitativna analiza umnozenih produkata u aparatima za kapilarnu
elektroforezu omogucéava preciznu procenu udela alela davaoca i primaoca u uzorku
periferne krvi transplantiranog bolesnika. Buduc¢i da ovaj pristup obezbeduje senzitivnost
od 0,1 do 5%, Medunarodni Registar Transplantacije Kostne Srzi (IBMTR — International
Bone Marrow Transplant Registry), preporuc¢uje PCR analizu mikrosatelitskih genskih
lokusa u uzorcima periferne krvi pacijenata, kao senzitivan, reproducibilan i informativan
postupak za procenu himerizma hematopoetskih tkiva [33]. Iako su ove metode Siroko
prihvacdene, jo§ uvek nije formirana standardizacija koja bi omogucila tumacenje 1

poredenje rezultata izmedu razli¢itih klini¢kih centara.

Prednosti i nedostaci STR-PCR metode. Studije su pokazale da je STR-PCR
metod senzitivan (0,1 do 5%), reproducibilan i informativan postupak za procenu
himerizma hematopoetskih tkiva [33]. Potencijalni problem kod STR-PCR analize su tzv.
“stater” pikovi, koji predstavljaju artefakt PCR amplifikacije. TeSko ih je razlikovati od
malih pikova DNK primaoca posle transplantacije $to moze da ometa analizu informativnih
alela. Ovaj problem se izbegava kori$¢enjem komercijalnih kitova za simultanu analizu 16
genskih lokusa, tako da je za svaki par davalac - primalac moguce dobiti bar Cetiri
informativna alela, 1 na taj nacin izabrati one lokuse koji nemaju “stater” pik ispred prvog

alela [51].

Prednosti i nedostaci XY-FISH metode. XY-FISH metoda je takode veoma
informativna i senzitivna kod bolesnika ¢iji je davalac suprotnog pola. Osetljivost FISH
metode iznosi 0.2% ako se analizira najmanje 500 ¢elija. Ova metoda omogucava da se na
preparatima dobijenim bez kultivacije ¢elija periferne krvi, analizom interfaznih jedara
dobije precizna procena odnosa ¢elija davaoca i primaoca u uzorku, za samo 24 h. Mana

ove metode je Sto je ograni¢ena samo za bolesnike sa davaocima suprotnog pola [52].
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1.2.2 Polimorfni regioni u humanom genomu

Razvojem modernih tehnika molekularne biologije, u 70-im godinama 20. veka,
naucnicima je omoguceno da konstruiSu rekombinantne DNK molekule koje je moguce
klonirati. Kloniranjem se dobija veliki broj kopija zeljenog molekula DNK (gena), sa
kojima je moguce manipulisati na razne naine: mapiranje, sekvenciranje, mutiranje, kao i
transformacija celija. Tako je do 1990. godine, otkriveno skoro 5500 gena, a spekulisalo se
da se genom coveka sastoji od skoro 100 000 gena. U oktobru 1990. godine osnovan je
internacionalni ,,Projekat humani genom®, sa zeljom da se odredi sekvenca svih gena
¢oveka. Ovo je bio izuzetno obiman posao u kome su ucestvovali naucnici iz celog sveta.
Zahvaljuju¢i automatizaciji DNK sekvenciranja i upotrebi kompjuterskih programa za
azuriranje dobijenih podataka posao je zavrSen brZe nego Sto se o€ekivalo. Godine 2001.
ustanovljeno je da je ukupan broj gena ¢oveka svega 20000-25000. Otkriveno je da samo
1,5% genoma cine unikatne sekvence koje kodiraju proteine (geni), dok ostatak Cine
nekodirajuci regioni. Deo nekodiraju¢ih regiona ¢ine regulatorne sekvence, dok je uloga

najveceg dela ovih regiona jo§ uvek nepoznata [53].

Polimorfni DNK regioni, Siroko rasprostranjeni u humanom genomu, predstavljaju
znaCajne geneticke markere koji se koriste za konstruisanje mape gena, u medicinskoj
dijagnostici, kao i za identifikaciju osoba. DNK polimorfizmi predstavljaju jednu od dve ili
viSe formi lokusa, koji se razlikuju u sekvenci nukleotida. Primeri DNK polimorfizama su
polimorfizmi duzina restikcionih fragmenata (RFLPs), kratki tandemski ponovci (STRS),
varijabilni broj tandemskih ponovaka (VNTRS), kao i polimorfizmi pojedina¢nih
nukleotida (SNPs). Razvojem PCR tehnologije i otkricem visoko polimorfnih regiona za
mapiranje gena kao i za otkrivanje gena odgovornih za odredene bolesti (geneti¢ke analize
vezanosti) smenjivala se upotreba RFLP sa STR i VNTR markerima, prisutnim na svakih
5x10° bp u humanom genomu, kao i sa najnovijom generacijom polimorfnih markera SNP,
prisutnim na svakih 500 do 1000 bp u humanom genomu. VNTRs ili minisateliti se sastoje
od 15-50 nukleotida dugackih sekvenci, koje se ponavljaju u blokovima, dok su STRs ili

mikrosateliti, sastavljeni od ponovljenih jedinica duzine 2-6 bp. Kod razli¢itih osoba

11
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osnovna ponovljena sekvenca ostaje ista, ali se broj ponavljanja ove sekvence razlikuje i

predstavlja razlicite alele tog STR markera (slika 1.1) [34].

—— ] | —

— T —
/ : \
B caTa caTA CATA | CATA R
B caTs GaTA caTA  cGATA R

cetiri ponovka

B CATA | CATA| caTa I
B ot GaTA| caTa
tri ponovka

Slika 1.1. Aleli tetra-nukleotidnog kratkog tandemskog ponovka (STR) na dva hromozoma,

razlikuju se po broju ponovaka (na jednom hromozomu su cetiri, a na drugom tri ponovka).

STRs i VNTRs su veoma polimorfni regioni, imaju veliki broj alela. U humanom
genomu je do danas poznato oko 10° STR markera (tabela 1.2) [51]. Analiza STR markera
se smatra veoma informativnom i brzom metodom. Isto tako, lan¢ano umnozavanje STR
lokusa, iz veoma malih koli¢ina DNK, omoguc¢ava otkrivanje porekla DNK u bilo kom

uzorku bioloSkog materijala [54].

12



Uvod

Doktorska disertacija

Aleksandra Krsti¢

Tabela 1.2. Polimorfni markeri u humanom genomu (GenBank®)[51]

HROMOZOM

STR MARKERI

RFLP
MARKERI

OSTALI
MARKERI

1 F13B,RENA4, D1S1171 D157, D15339 D1S80
2 TPOX, APOB, D25410, D2S44 apoB
D25436, D251242
3 D3S1349,D351352, D351358, D351359, 1744,
ACPP
4 FGA, FABP, GABARB15 D4S139 GC(PM),
GYPA(PM)
5 CSF1PO, D55373, D55815, D55818 D5S110
6 F13A1,ACTBP2,FOP23, D65366, D6S502, D6S132 DQa
D65S965
7 D75460,D7S809, D7S820, D7S1517, D7S1520 | D7S21, D7S22, D758 (PM)
D75467
8 LIPOL,D8S306, D8S320, D8S323, D8S344,
D8S347, D8S639, D8S1179
9 D9S52
10 D10S89 D10S28
11 THO1, APOAIL, D11S554, UGB HBGG (PM)
12 VWA, CD4, PLA2AL, D12S67, D12S391, D12S11
D1251090
13 D13S308, D13S317
14 D14S306 D14S13
15 FES/FPS, CYAR04
16 D16S537, D16S539 D16S85
17 D17S79, D17S26 | D17S5, YNZ22
18 MBP, D18S51, D18S535, D185849
19 D195253
20 D20585,D0205470
21 D21S11
22
HPRTB,ARA, STRXL, DXYS156 Amelogenin
Y DYS19,DYS385, DYS389,DYS390, DYS391, Amelogenin

13
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1.3 Analiza minimalne rezidualne bolesti

Minimalna rezidualna bolest (MRB) ukazuje na prisustvo leukemijskih ¢éelija ispod
nivoa detekcije standardnim morfoloskim pregledom kostne srzi (107). Razvijene su
metode razlicite specifi€nosti 1 senzitivnosti za detekciju MRB, kao S§to su analiza
imunofenotipa, citogenetika, molekularna citogenetika (FISH), molekularna genetika (RT-
PCR, gPCR) i druge [55]. Karakteristike najsavremenijih metoda koje se Kkoriste za
detekciju MRB prikazane su u tabeli 1.3.

Ispitivanje imunoloskih osobina leukemijskih ¢elija, tj. dokazivanje imunoloskih
markera na povrSini ili unutar Celija, predstavlja najbitniju komponentu dijagnostickog
postupka kojim se postize precizno tipiziranje leukemijskih celija. Ispitivanje se vrsi
savremenom tehnologijom — metodom proto¢ne citometrije, koja uz pomoc¢ lasera i
kompjuterskih softvera velikom brzinom analizira leukemijske celije koje su prethodno
posebnim postupkom obelezene fluorescentnim bojama. Analiza imunofenotipa metodom
proto¢ne citometrije se moze primeniti za pracenje MRB kod 80-95% obolelih od akutne
leukemije. Pored toga Sto je brza i osetljiva, ova metoda zbog kompleksnosti analize

zahteva visoko obucene stru¢njake 1 veoma je skupa.

Danas je citogenetika, kao najstarija metoda za otkrivanje hromozomskih
rearanZmana 1 pored osetljivih, specifi€nih savremenih metoda molekularne genetike, ostala
nezamenjiva za pracenje bolesnika sa nespecificnim hromozomskim aberacijama. Sa druge
strane, metoda molekularne citogenetike — fluorescentna in situ hibridizacija (FISH) se

koristi za analizu specificnih submikroskopskih aberacija.

Metode molekularne genetike kao Sto su RT-PCR, analiza Ig/TCR rearanZmana ili
gPCR imaju visoku osetljivost 1 leukemija specifi€énost. Medutim, ove metode su veoma

skupe i zahtevaju kompleksnu analizu [56].
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Tabela 1.3. Karakteristike savremenih metoda koje se koriste za detekciju MRB nakon
TMCH kod pacijenata obolelih od malignih bolesti [55]

Imunofenotipizacija RT-PCR Molekularna  PCR analiza
(proto¢na detekcija citogenetika Ig/TCR
citometrija) fuzionih gena (FISH) rearanZmana
Primena
B-ALL 80-95% 40-50% 50% 95%
T-ALL >95% 10-20% 10% 95%
AML >80% 20-40% 50% 10%
Osetljivost 107%-10™ 103-10" 102-10° 10%-10°
Prednosti  Brza, precizna Specifi¢na, brza  Specifi¢na, Specificna,
kvantifikacija brza brza, precizna
kvantifikacija
Nedostaci  Kompleksna analiza, = RNK Veoma skupa Kompleksna
neophodni su svezi degradacija analiza, veoma
uzorci, variranje (lazno neg. skupa,
antigen ekspresije rezultati), evolucija klona
neprecizna ometa analizu

kvantifikacija

1.3.1 Citogenetika i molekularna citogenetika

Polovinom 20. veka Nowell i Hungeford su opisali prvu hromozomsku aberaciju

povezanu sa leukemijom kod ljudi. Oni su pokazali prisustvo neobi¢no malog hromozoma

u leukemijskim celijama bolesnika obolelih od hroni¢ne mijeloidne leukemije 1 nazvali ga

Philadelphia (Ph) hromozom po gradu u kome je otkriven. Klasi¢na citogenetika pocinje

razvojem tehnika za preparaciju hromozoma ¢elija periferne krvi, kostne srzi i drugih tkiva,

pocetkom Sezdesetih godina proslog veka [57].
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Slika 1.2. Normalan muski kariotip, tehnika G traka

Razvoj razlicitih tehnika diferencijalnog bojenja hromozoma, kao Sto su tehnike G,

C, Q, R i NOR-traka, pocetkom sedamdesetih, omogucio je preciznu identifikaciju

hromozomskih parova (slika 1.2). Primenom ovih tehnika definisan je i veliki broj

hromozomskih aberacija u malignim ¢elijama razli¢itth tkiva. Tako je razvojem

citogenetike pokazano da je Ph hromozom derivat hromozoma 22 i da je nastao nakon

recipro¢ne translokacije t(9;22)(q34;q11) izmedu dugog kraka hromozoma 9 i dugog kraka

hromozoma 22 (slika 1.3). Danas se za precizan opis aberacija koristi medunarodno

utvrdena citogeneticka nomenklatura “International System of Cytogenetic Nomenclature

2009” [58].
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Slika 1.3. Hromozomi 9 i 22 i njihovi derivati nastali nakon translokacije t(9;22)(q34;q11)
(G bending)

U velikom broju hromozomskih aberacija kod humanih neoplazija otkrivenih
poslednjih godina potvrdena je hipoteza da su somatske mutacije u hematopoetskoj
mati¢noj celiji direktan uzrok neoplasticnog procesa [59]. Paralelno sa razumevanjem
bazicnog bioloskog mehanizma nastanka maligne transformacije, rastao je i klinicki znacaj

citogenetski detektovanih aberacija kao dijagnostickih i prognosti¢kih parametara.

Veliki broj karakteristiénih hromozomskih promena specifican je za pojedine
maligne bolesti. Otkriveno je preko 15000 hromozomskih aberacija koje mogu biti uzrok
nastanka maligniteta. Sve su grupisane, kao specificne odnosno nespecifi¢ne za odredeni
tip maligniteta u Katalogu hromozomskih aberacija kancera ,,Database of Chromosome
Aberrations in Cancer* [60]. U tabeli 1.4 prikazane su specifi¢ne, rekurentne translokacije

koje se javljaju kod leukemija decijeg uzrasta.

Prednosti i nedostaci metoda citogenetike. Citogenetika predstavlja sastavni deo
obavezne laboratorijske dijagnostike leukemija, anemija, solidnih tumora i limfoma.
Metodama klasi¢ne citogenetike je moguce otkriti prisustvo specifi¢nih i nespecifi¢nih
strukturnih promena na hromozomima, kao i odstupanje od normalnog broja hromozoma
(aneuploidiju ili poliploidiju). Prednosti citogenetike u odnosu na PCR metode molekularne
genetike su u tome Sto je moguénost detekcije razli¢itih aberacija Sira, u smislu da je
moguce otkriti nespecificne hromozomske aberacije, kao i delecije ili duplikacije. S druge

strane, nedostatak metoda citogenetike je mala osetljivost, odnosno nemoguénost detekcije
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leukemijskog klona kada je prisutan u malom procentu kao i nemogucnost detekcije

hromozomskih aberacija manjih od 4 Mb.

Tabela 1.4. Specificne hromozomske

aberacije za odredene tipove leukemija [60]

TIP LEUKEMIJE [ HROMOZOMSKA
ABERACIJA
B-ALL 1(12;21)(p13;q22)

t(1;19)(g23;p13)
t(4;11)(p13;923)
t(9;22)(q34;q11)
t(8;14)(q24,932)
t(5;14)(931;932)
t(11;19)(g23;p13)
t(9;11)(p22;923)
t(17;19)(g22;p13)
t(11;19)(923;p13)
T-ALL t(11;14)(p13;911)
t(10;14)(g24;q11)
t(1;14)(p32;911)
AML t(8;21)(q22;922)
t(16;16)(p13;922)
inv(16)(p13;q922)
t(15;17)(q22;q12)
t(11;17)(q34;q11)
HML t(9;22)(q34;q11)

Zbog ograni¢enja metoda klasi¢ne citogenetike za analizu specificnih aberacija
koristi se i metoda molekularne citogenetike - FISH, koja omogucava detekciju
submikroskopskih aberacija kao i retkih mozai¢nih klonova. FISH se zasniva na kori§¢enju
fluorescentno obeleZene genske probe koja se vezuje za komplementarnu DNK sekvencu.
Fluorescentne signale je mogucée analizirati pomocu svetlosnog mikroskopa, kako na
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hromozomima u okviru metafazne figure, tako i na interfaznim jedrima. Najznacajnija
primena FISH metode u dijagnostici malignih bolesti je detekcija fuzionih transkripata
BCR-ABL, TEL-AML1 kod leukemija, kao i rearanzmana MLL gena i njegovih
mnogobrojnih tzv. ,,partner” gena (AF4, AF6, AF9, ELL, ENL, AFX1, itd.) [61].

FISH metoda ima vecu osetljivost od klasi¢ne citogenetike i moze se koristiti za

pracenje MRB.

1.3.2 Molekularna genetika malignih bolesti hematopoeze

Hromozomske aberacije dovode do gubitka ili do promene mesta i strukture jednog
ili viSe gena transformiSuc¢i celijsku aktivnost od normalne ka neoplasticnoj [62].
Strukturnim rearanZmanima hromozoma, translokacijom, insercijom, inverzijom itd.,
aktiviraju se onkogeni. Nasuprot tome, gubitak hromozomskog materijala, delecija ili
monozomija, dovode do inaktivacije tumor-supresor gena Cime se naru$ava njihova
antionkogena funkcija. U oba slu€aja dolazi do maligne transformacije ¢elije usled sinteze
izmenjenog produkta, normalnog produkta u neodgovaraju¢e vreme ili sinteze
neodgovarajucée koli¢ine produkta pomenutih gena [63]. Najces¢e kombinacija mutacija na
proto-onkogenima i na tumor-supresor genima zaustavlja ¢elijske mehanizme regulacije
rasta 1 diferencijacije 1 dovodi do malignizacije tkiva. Za inicijaciju i nastanak vecine
kancera potrebno je da se desi vise mutacija u somatskoj ¢eliji i da se one nagomilavaju u
toku zivota. Neke mutacije su prisutne u razli¢itim tipovima kancera, tako da razlicite
kombinacije mutacija na viSe gena mogu da dovedu do formiranja istog tumora, dok su

neke mutacije specifi¢ne za odredeni tip tumora [64,65].

Razvojem molekularne genetike dokazano je da pojava poznate translokacije
t(9;22)(q34;911) dovodi do formiranja fuzionog gena BCR-ABL koji nastaje spajanjem 3’
dela ABL gena koji kodira protein tirozin kinazu na hromozomu 9 i 5° dela BCR gena na
hromozomu 22, koji kodira fosfo-protein (slika 1.4). Danas je poznato da ovaj rearanzman

ima za posledicu neregulisanu aktivnost proteina tirozin kinaze koja kroz izmenjene puteve
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9 22 t(9;22) (q34;q11)
-
CR_) __|BCR-ABL
\__/
ABL
A
m-ber: M-ber:
1(9;22) » P190 t(9;22) » P210

Slika 1.4. Shema nastanka Ph hromozoma: A. Translokacija t(9;22)(q34;q11)

B. Struktura BCR gena sa prekidima u minor i major klaster regionu
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signalne transdukcije dovodi do nekontrolisane deobe ¢elije (nezavisne od faktora rasta) i
neoplasti¢ne transformacije [66,67,68]. Ovaj rearanzman se javlja kod 95% HML odraslih,
i kod 2-5% ALL i 3% HML decijeg uzrasta. U ve¢ini HML slucajeva prekid u BCR genu se
desava u delu koji je oznacen kao major klaster region (M-bcr) izmedu egzona 13 1 14
(b2a2) ili izmedu egzona 14 i 15 (b3a2). U oba sluc¢aja hibridni gen kodira himerni protein
od 210 kDa (p210 tirozin kinaza). U vec¢ini ALL slucajeva prekid u BCR genu se desava u
prvom intronu (¢la2), ozna¢enom kao minor klaster region (m-bcr), i tada nastaje himerni
protein od 190 kDa (p190 tirozin kinaza) [69,70,71]. Klinicke studije su pokazale da je
aktivnost p190 tirozin kinaze veca od p210 tirozin kinaze, Sto objasnjava ¢injenicu da
bolesnici sa p190 transkriptom imaju veéi rizik za pojavu relapsa nakon TMCH od

bolesnika sa p210 transkriptom [73].

Metode molekularne genetike su omogucile da se nakon ovog otkrica detektuju 1
ostali geni koji usled translokacija formiraju fuzione gene, da se otkrije funkcija ovih gena i
nac¢in na koji dovode do razvoja razli¢itih tipova leukemija. Za pojavu leukemije decjeg
uzrasta prognosticki i1 dijagnosticki najznacajnije aberacije pored translokacije t(9;22), su
t(12;21), rearanzmani MLL gena i translokacija t(15;17). Ustanovljeno je da translokacija
t(12;21)(p13;922) dovodi do formiranja fuzionog gena TEL-AMLL1 koji za posledicu ima
inhibiciju transkripcije preko izmenjene aktivnosti transkripcionih faktora TEL (ETV6) i
AML1 [74]. Translokacije koje obuhvataju 11923 region za posledicu imaju konstitutivnu
aktivnost MLL transkripcionog faktora [75]. Takode, dokazano je da translokacija
t(15;17)(922;912) dovodi do formiranja fuzionog gena PML-RARa S§to za posledicu ima
promenu u funkciji receptora retinoi¢ne kiseline i izaziva blok u diferencijaciji ¢elija [76].
U tabeli 1.5 prikazani su molekularni mehanizmi i1 ucestalost rekurentnih translokacija koje

se najcesce javljaju kod leukemija decjeg uzrasta.

Hromozomske aberacije se mogu koristiti kao leukemija specificni markeri za
pra¢enje MRB. Imaju¢i u vidu da standardna citogenetika u otkrivanju hromozomskih
aberacija ima svoja ograni¢enja, odnosno osetljivost od svega 10%, od velikog znacaja je
upotreba PCR metoda molekularne genetike u ove svrhe. PCR tehnike imaju moguénost da
otkriju jednu ¢eliju leukemijskog klona medu blizu milion normalnih ¢elija, Sto im daje

veliku mo¢ u detekciji MRB.
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Tabela 1.5. Ucestalost i molekularni mehanizmi prognosticki i dijagnostic¢ki

najznacajnijih aberacija kod leukemije decijeg uzrasta

TIP HROMOZOMSKE | FREKVENCIJA | FUZION FUNKCIJA
LEUKEMIJE ABERACIJE U DECJEM | GEN PROTEINA
UZRASTU
B-ALL 1(12;21)(p13;022) 25% TEL- transkripcioni
AML1 faktor
1(1;19)(g23;p13) 5% PBX- transkripcioni
E2A faktor
t(4;11)(p13;923) 6% MLL- transkripcioni
AF4 faktor
1(9;22)(g34;911) 2-5% BCR- tirozin kinaza
ABL
T-ALL TAL1 delecija 20-25% SIL-TAL transkripcioni
faktor
t(11;14)(p13;911) 4% TCR transkripcioni
faktor
AML 1(8;21)(g22;922) 12% AMLI1- transkripcioni
ETO faktor
1(16;16)(p13;022) 12% CBF- transkripcioni
MYH11 faktor
inv(16)(p13;922) transkripcioni
faktor
1(15;17)(922;912) 75% PML- celijski
RARa receptor
t(11;17)(q34;912) RARGo- celijski
PLZF receptor
HML 1(9;22)(g34;911) 3% BCR- tirozin kinaza
ABL

relativno mali, odnosno kada je razmak izmedu tacaka prekida mali. Medutim kod
pomenutih rekurentnih translokacija prekidi se desavaju uglavnom u delovima introna, tako
da nastaju veliki produkti koje je nemoguce umnoziti. Iz tog razloga se za detekciju
fuzionih rearanzmana Kkoristi metoda RT-PCR, odnosno u PCR reakciji koristi se
komplementarna cDNK reverzno transkribovana na RNK transkriptima fuzionih gena

(slika 1.5). Kada je potrebno povecati osetljivost PCR analize radi se tzv. ,,nested” PCR,

PCR je moguce izvoditi direktno na DNK kada je fragment koji umnozavamo




Uvod Doktorska disertacija Aleksandra Krsti¢

gde se u drugoj PCR reakciji umnozavaju PCR produkti iz prve reakcije koris¢enjem

unutrasnjih prajmera [77].

mononuideari ||‘ ||~ I” : u
— Izolacija sinteza PCR - I'E' LI'_" ﬂ‘_" |_" |_'ﬂ
RNK CDNK H‘L‘.ﬂ—"m

Slika 1.5. Shema PCR reakcije nakon reverzne transkripcije (RT-PCR)

Prednosti i nedostaci PCR metode. Prednost koris¢enja PCR metode u detekciji
MRB je njena visoka osetljivost 1 leukemija specificnost. Medutim, ova metoda nije
kvantitativna 1 ne moze se primenjivati kod pacijenata koji nisu bili pozitivni za neku od
rekurentnih translokacija prilikom postavljanja dijagnoze. Takode, velika osetljivost
metode omogucava da dode do kontaminacije PCR produkata $to moZe navesti na lazno
pozitivne rezultate [55]. S druge strane, RNK molekul je veoma osetljiv i lako se degraduje,
§to moze imati za posledicu lazno negativne rezultate. Neophodno je uvek imati na umu

ove Cinjenice i preduzimati sve mere prevencije.

Vazan princip u detekciji fuzionih gena na nivou RNK transkripata je paralelna
analiza ekspresije nekog konstitutivno aktivnog gena zato $to prinos i kvalitet RNK i cDNK
moze mnogo da varira. Ova analiza predstavlja unutra$nju kontrolu kvaliteta uzorka
bolesnika [39]. Izbor adekvatnog kontrolnog gena je komplikovan zbog mogucéeg
postojanja pseudogena ili nefunkcionalnih gena cija je sekvenca ista kao trazena iRNK.
Studije su pokazale da je uobicajeno koris¢en ABL gen pogodan kao kontrolni gen za RT-
PCR analizu BCR-ABL rearanzmana kao i drugih Cestih translokacija kod leukemija decCijeg
uzrasta [78,79,80].
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Znacaj molekularne genetike. Zahvaljuju¢i razvoju tehnika -citogenetike i
molekularne genetike sve su veéi uspesi u leCenju pacijenata obolelih od hematoloskih
maligniteta. Metode citogenetike 1 molekularne genetike omogucavaju potvrdu dijagnoze,
samim tim i pravilan izbor terapije, pracenje bolesnika nakon primenjenc terapije ili
transplantacije mati¢nih ¢elija hematopoeze, radi blagovremenog otkrivanja pojave relapsa
1 svrstavaju bolesnike u odredenu grupu rizika (standardni, srednji ili visoki) [81].
Razumevanje mehanizama koji se deSavaju nakon hromozomskih rearanzmana omogucilo
je sintezu specificnih lekova koji deluju na molekulskom nivou direktno na produkte
rearanzmana odgovorne za razvoj leukemije. Trenutno se uspes$no koriste inhibitori BCR-
ABL tirozin kinaze u leCenju HML i retinoi¢na kiselina (ATRA) u leenju akutne
promijelocitne leukemije, dok su u toku ispitivanja za sintezu lekova koji bi direktno na
molekularnom nivou suzbili malignu transformaciju u slucaju drugih poznatih genskih
rearanzmana [10,82]. Sva ova saznanja ukazuju na neophodnu kombinovanu primenu

metoda citogenetike i molekularne genetike u dijagnostici hematoloskih bolesti.

Uzorci tkiva za dijagnostiku MRB - periferna krv ili kostna srz. Imajuéi u vidu
da se bolesnici nakon TMCH ¢&esto kontrolidu, vazno je napraviti pravilan izbor uzorka za
analizu. Upotreba periferne krvi za analizu MRB je prakti¢nija od kostne srzi. Aspiracija
kostne srzi je bolna i ne moze se sprovoditi ¢esto, narocito kod dece.

Radene su studije sa ciljem da se uporedi nivo detekcije MRB u perifernoj krvi 1
kostnoj srzi kod razlicitih tipova leukemija (tabela 1.6). Kod HML, studije su pokazale da
je moguce koristiti samo perifernu krv za analizu MRB jer je potvrdeno poklapanje BCR-
ABL nivoa u perifernoj krvi i kostnoj srzi [83,84]. Kod Ph pozitivnih ALL se nivo BCR-
ABL transkripta takode poklapa u perifernoj krvi 1 kostnoj srzi [85]. Kod AML pacijenata
sa inv(16) 1 t(8;21) pokazalo se da je za analizu MRB informativnija kostna srz [86,87], dok
je nivo PML-RARa transkripta jednak u perifernoj krvi i kostnoj srzi [88].

Analiza kostne srzi nakon TMCH je pokazala da su stromalne éelije poreklom od
domacina dok su makrofagi adherentnog sloja poreklom od davaoca. Analiza himerizma iz
kostne srzi moze, iz ovih razloga, dovesti do lazno pozitivnih rezultata [89]. Takode,

pokazalo se da leukemijske ¢elije nisu homogeno rasporedene u kostnoj srzi, te da uzimanje
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uzorka za analizu MRB samo sa jednog mesta moze dovesti do lazno negativnog rezultata
[90,91].

Tabela 1.6. Nivo detekcije minimalne rezidualne bolesti u perifernoj krvi i kostnoj
srzi kod razli¢itih tipova leukemija [83,84,85,86,87,88].

Analiza MRB PK KS
HML Ph+ v v
ALL Ph+ v v
AML t(15;17) v v
AML t(8;21) x v
AML inv(16) X v
kariotip x v
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj ovoga rada je da se kod bolesnika posle TMCH odredi optimalni dijagnosti¢ki
pristup za pracenje pojave relapsa ili odbacivanja kalema, uzimajuc¢i u obzir korelaciju izmedu

prisustva odgovarajucih genetickih markera i posttransplantacionog klinickog toka.
Kako bi se postigao ovaj cilj potrebno je ispuniti slede¢e podciljeve:

1. U zavisnosti od prirode bolesti (prisustva odgovarajuc¢ih genetickih markera)
odrediti strategiju za primenu odgovarajuc¢ih genetickih metoda za pracenje

pacijenata (STR-PCR, citogenetika, RT-PCR).

2. Ustanoviti odgovarajuce uzorke za analizu (dlaka, bukalni bris, kostna srz ili

periferna krv).

3. Odrediti optimalne intervale uzimanja uzoraka radi postizanja odgovarajuce

informativnosti o stanju pacijenta posle TMCH.

4.  Ispitati prognosticki znacaj prisustva mesanog odnosno kompletnog himerizma.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1 Ispitanici

Himerizam je pracen kod 47 ispitanika kojima je uradena transplantacija mati¢nih
éelija hematopoeze. TMCH je uradena kod 13 ispitanika sa nemalignim bolestima i 34
ispitanika sa malignim bolestima, sa slede¢om uputnom dijagnozom: 8 ispitanika sa
aplasticnom anemijom, 1 ispitanik sa talasemijom major kome je dva puta radena
transplantacija, 1 sa osteopetrozom, 2 sa imunodeficijencijom, 1 sa hemofagocitnom
limfohistiocitozom, 10 sa AML, 13 sa ALL, 4 sa MDS, 3 sa HML, dvoje sa juvenilnom
mijelomonocitnom leukemijom, 1 sa bifenotipskom leukemijom i 1 sa Non-Hockinovim
limfomom. Kod 35 ispitanika je izvrSena alogena transplantacija sa identicnim HLA
davaocima (brat/sestra), kod 7 ispitanika uradena je haplo-identi¢na transplantacija roditelj
— dete, dok je kod 6 ispitanika uradena transplantacija sa nesrodnim identi¢cnim davaocem

(tabela 3.1).

Kod davaoca i primaoca sprovodena je pre transplantacije i samo kod primaoca
posle transplantacije, STR-PCR analiza u slede¢im vremenskim intervalima: svakih 30
dana do 6 meseci, svakih 60 dana od 6 meseci do godinu dana, savakih 90 dana u drugoj
godini, a zatim svakih 6 meseci do pet godina nakon TMCH. Takode je kod ispitanika sa

malignim bolestima radena citogeneticka i RT-PCR analiza pre i posle transplantacije.
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3.2 Citogeneticka analiza

Za citogeneti¢ku analizu kori$¢eni su aspirati kostne srzi. Preparacija hromozoma je

vr$ena nakon 24h kultivacije bez mitogena [72].

3.2.1 Kultura ¢elija kostne srzi

Za kultivaciju ¢elija kostne srzi koriscen je sledeci protokol:

e U 10 ml RPMI 1640 sa 20% FCS sade se celije kostne srzi u koncentraciji 1,0-

1,5x10° éelija/ml.

e Nakon 24h inkubacije na 37°C, kulturama se dodaje se 0.02mg/ml kolhicina i

inkubiraju se jo$ 1h na 37°C.

3.2.2 Preparacija hromozoma

Protokol za dobijanje hromozomskih preparata se odvija na sledeci nacin:

1.
2.

Celijske suspenzije nakon 24h kultivacije se centrifugiraju na 2500 obrtaja 10min.

Supernatant se odliva i dodaje se 10ml hipotoni¢nog rastvora i inkubira se u

vodenom kupatilu 20min. na 37°C. Dodaje se po 5 kapi tritona i centrifugira se

na 2500 obrtaja 10 min.

Supernatant se odlije, a talogu se dodaje 10ml fikstiva i ostavi se da stoji na

sobnoj temperaturi 20 min.

Centrifugira se na 2500 obrtaja 10 min. Supernatant se odlije, a talogu se dodaje

1ml fiksativa, resuspenduje se i pipetom prebaci u drugu epruvetu. Tako spojeni

materijal se ponovo centrifugira na 2500 obrtaja 10 minuta. Zatim se supernatant

odlije, a talogu se zavisno koliko ga ima, dodaje 3-4 kapi fiksativa i 3-4 kapi

60%-tne sircetne kiseline.

Na cistu plocicu nakapava se 2-3 kapi materijala i susi preko plamena.

Dobijeni preparati se boje po Gimzi:

e 1ml boje rastvara se u 9ml pufera (pH 7,6). Pufer se pravi tako Sto se u 1 litar
destilovane vode rastvori 8,279 Na;HPO, i 0,699 KH,PO,.

e Preparati se boje 7-10 min.
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3.2.3 Analiza kariotipa

Dobijeni hromozomski preparati se analiziraju na svetlosnom mikroskopu. Analiza se
radi na najmanje 22 metafazne figure prilikom postavljanja dijagnoze kao i nakon
transplantacije radi kontrole pojave recidiva. U sluCajevima slabog mitotskog indeksa,

pregledaju se svi preparati i analiza se vr$i na svim videnim metafaznim figurama.

3.3 Izolacija DNK

Za pracenje himerizma DNK se izoluje iz periferne krvi, kostne srzi, dlake ili

bukalnog brisa [72].
3.3.1 Izolacija DNK iz periferne krvi ili kostne srzi

Genomska DNK je izolovana iz uzorka PK ili KS pacijenta i davaoca na sledeci

nadin;

1. U 200ul periferne krvi dodaje se 400ul litickog pufera (50mM TRIS, 25mM
EDTA, 1M NaCl, STAB 8%).

Inkubira se u vodenom kupatilu 15minuta na 68°C.

Zatim se dodaje hloroform u odnosu 1:1 1 snaZzno promucka.

Uzorak se centrifugira 5 min na max rpm.

o M D

Zatim se supernatant prebaci u novu mikrotubu, dodaje se STAB (0,2%) u

odnosu 1:1.

6. Uzorak se centrifugira 5 min na max rpm.

7. Supernatant se prospe, a talog se ispere sa 300ul 1,2M NaCl, i dodaje se
850ul apsolutnog etanola (ohladenog u frizu). Kada se promucka vidi se
DNK.

8. Uzorak se centrifugira 5 min na max rpm.

9. Talog DNK se ispere sa 500ul 70%EtOH.

10. Uzorak se ponovo centrifugira 5 min na max rpm.

11. Odlijje se alkohol, ostavi se otvorena mikrotuba da se osusi. DNK se rastvori u

odgovarajucoj koli¢ini destilovane vode.

12. DNK koncentracija se odreduje pomoc¢u UV spektrofotometra na 260 nm.
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3.3.2 lzolacija DNK iz dlake ili bukalnog brisa

Genomska DNK se u ovom radu izoluje iz uzorka dlake ili bukalnog brisa pacijenata

upotrebom Qiagen DNeasy komercijalnog Kita.

Qiagen DNeasy komercijalni kit sadrzi sledece reagense:

ATL pufer
proteinazu K
IMDTT
AL pufer
AW1 pufer
AW?2 pufer
AE pufer

DNeasy Mini spin kolonu sa epruvetom za skupljanje od 2ml

Procedura:

© © N o g b~ DN

10.
11.

12.

Sipa se 300ul ATL pufera, 20ul proteinaze K i 20ul 1M DTT u 1.5ml
ependorf epruvetu.

Dodaje se 0.5-1 cm dlake sa korenom ili vata sa brisa.

Mesa se na vorteksu 10 s.

Inkubira se na 56°C do potpunog liziranja (preko no¢i), povremeno mesajuci.
Uzorak se meSa na vorteksu 15 s.

Dodaje se 300ul AL pufera i meSa se na vorteksu.

Dodaje se 300ul etanola (96%) i mesa se na vorteksu.

Pipetira se smeSa u DNeasy Mini spin kolonu u epruveti za skupljanje od 2ml.
Centrifugira se 1 minut na 8000 rpm. Zatim se odbaci teCnost u epruveti za
skupljanje.

Prebaci se DNeasy Mini spin kolona u novu epruvetu za skupljanje od 2ml.
Dodaje se 500pul AW1 pufera i centrifugira se 1 minut na 8000 rpm. Odbaci se
te¢nost u epruveti za skupljanje.

Prebaci se DNeasy Mini spin kolona u novu epruvetu za skupljanje od 2ml.
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13. Dodaje se 500ul AW2 pufera i centrifugira se 3 minuta na 14000 rpm.
Tecnost u epruveti za skupljanje se odbaci.

14. Prebaci se DNeasy Mini spin kolona u novu epruvetu od 2ml.

15. Dodaje se 200ul AE pufera direktno preko kolone i inkubira se na sobnoj
temperaturi 1 minut, a zatim se centrifugira 1 minut na 8000 rpm, da bi se

DNK vezana na koloni rastvorila.

3.4 Fluorescentna multipleks STR-PCR analiza

Za istovremeno umnoZavanje 15 STR 1 Amelogenin lokusa u ovom radu su koriS¢eni
komercijalni kompleti ,,PowerPlex 16 System* (Promega) i ,Identifiler* (Applied
Biosystems). Nasi rezultati su pokazali da su oba komercijalna kompleta jednako pouzdana

za pracenje himerizma kod bolesnika nakon transplantacije.

»PowerPlex 16 System* komplet (slika 3.1) omogucava detekciju 15 STR 1
Amelogenin lokusa u tri fluorescentne boje: po jedan prajmer za Penta E, D18S51,
D21S11, THO1 i D3S1358 su obelezeni fluorescein-om (FL); po jedan prajmer za FGA,
TPOX, D8S1179, vWA i Amelogenin lokus su obelezeni sa carboxy-tetramethilrhodamine-
om (TMR); po jedan prajmer za Penta D, CSF1PO, D16S539, D7S820, D13S317, i
D5S818 su obelezeni sa 6-carboxy-4’,5’-dichloro-2’,7’-dimethoxy-fluorescein-om (JOE)

(Promega-tehnicka uputstva).
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PowerPlex 16 sistem

lEll:Il::up znm::p EDIZIIbp A00bp
FL D351358  THOL D21511 D18S51 Penta E
TME A vWA D851170 TPOX FGA

LELUN D I I O O A D A BN

(60bp-500bp)

Slika 3.1. Raspored 15 STR i Amelogenin lokusa na osnovu veli¢ine fragmenata i
boje kojom su obelezeni

“PowerPlex 16 System” komercijalni komplet sadrZi sledece reagense:

e Gold Star 10 x pufer

e PowerPlex 16 10 x prajmer mix

e 9947A DNK (10ng/ pl)

e PowerPlex 16 allelic ladder mix

e Internal Lane Standard (ILS) 600

Komercijalni komplet ,,Identifiler* sadrzi prajmere za 15 STR lokusa i Amelogenin

obeleZene sa 4 boje, dok peta boja obelezava GeneScan-500 Standard (tabela 3.1, slika 3.2)
(Identifiler — Applied Biosystems tehni¢ka uputstva).

6-FAM VIC NED PET LIZ
100 1 1 1 I 1
80
i i
Z 60 ]
E ]
o 40 |
20 |
O i T T T T T T T T T T T T ﬁ T T T T T T
500 550 600 650 700

Talasna duZina (nm)

Slika 3.2. Talasne duzine boje kojom su obelezeni STR lokusi u komercijalnom
kompletu ,,Identifiler (Applied Biosystems)
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Tabela 3.1. Boje kojima su obelezeni STR lokusi u komercijalnom kompletu

,.Identifiler*

STR lokus Boja
D8S1179, D21S11, D7S820, CSF1PO 6-FAM
D3S1358, THO1, D13S 317, D16S539, D2S1338 VIC
D195433, vWA, TPOX, D18S51 NED
Amelogenin, D5S818, FGA PET
GeneScan-500 Standard LIZ

»ldentifiler” komercijalni komplet sadrzi sledece reagense:

AmpF STR PCR reakcioni mix pufer
AmpF STR Identifiler prajmer mix
AmpliTaq Gold DNK polimerazu
9947A DNK (10ng/ pul)

AmpF STR Identifiler allelic ladder mix
GeneScan-500 Standard

Reakciona smeSa za simultano umnozavanje 16 genskih lokusa sadrzi sledece

reagense:

¢ voda bez nukleaze do 25 ul
¢ Reakcioni pufer 25l

e PowerPlex 16/1dentifiler (10x) pajmer mix 2.5 ul

e AmpliTag Gold DNK polimeraza(4u) 0.8 ul

e uzorak DNK (0.5-1.0ng) do 19.2 ul
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Reakcija lan¢anog umnozavanja molekula DNK za ,,PowerPlex 16 System* komplet

se odvija u Perkin Elmer 9700 aparatu pod slede¢im uslovima:

95°C 11 min.

96°C 1 min.

94°C 30 sek.

60°C 30 sek. 10 ciklusa
70°C 45 sek.

90°C 30 sek.

60°C 30 sek. 22 ciklusa
70°C 45 sek.

60°C 30 min.

4°C 00

Reakcija lan¢anog umnoZavanja molekula DNK za , Identifiler* komercijalni komplet

se odvija u Perkin Elmer 9700 aparatu pod slede¢im uslovima:

95°C 11 min.

94°C 60 sek.

59°C 60 sek. 28 ciklusa
72°C 60 sek.

60°C 60 min.

4°C 00
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U svakoj reakciji za pozitivnu kontrolu koristi se 9947A DNK, dok se za negativnu

kontrolu dodaje voda bez nukleaze u PCR smesu.

PCR produkti se ¢uvaju na -20°C , zasti¢eni od svetla.
3.5 Detekcija dobijenih PCR produkata na kapilarnoj elektroforezi

Svaka od fluorescentnih boja emituje svoj maksimum fluorescencije na razli¢itim
talasnim duzinama, $to omogucava njihovu detekciju pomocu kapilarne elektroforeze (ABI
PRISM 310), i analizu dobijenih podataka, koja podrazumeva odredivanje veli€ine
fragmenata, visine i povrSine ispod pika, pomocu Genescan i Genotyper kompjuterskog

programa (Applied Biosystems).
Priprema uzoraka za detekciju na ABI PRISM 310 aparatu se vrsi na slede¢i nacin:

1. Koktel za punjenje (rastvor A) se pravi tako $to se pomesa 0,5 ul ILS
600/GeneScan-500 standarda x broj injekcija i 9,5 pl HI-DI formamida x broj
injekcija i meSa se 15s na vorteksu.

Zatim se pomesa 10ul rastvora A i 1ul umnozenog PCR produkta.

Takode se pomesa 10,0 ul rastvora A 1 1,0 ul ,,allelic ladder mix”.

Smese se potom denaturiSu na 95°C 3 minuta, i prebace se odmah na led.

Uzorci se onda prebace na postolje aparata.

S e

Pripremi se kompjuterski program za analizu podataka i startuje se sistem

kapilarne elektroforeze (ABIPRISM 310 — uputstvo za upotrebu).

3.6 Nespecificni produkti amplifikacije

Nespecifi¢ni produkti amplifikacije (tzv. “stater pikovi) predstavljaju artefakt STR-
PCR amplifikacije koji nastaju zbog proklizavanja DNK polimeraze u toku lancanog
umnozavanja. Sastoje se od malih pikova koji su za jedan ponovak kra¢i od glavnog pika.
LwStater pikovi tetranukleotidnih ponovaka su za 4 bp kra¢i od glavnog pika 1 najcesce Cine
5-10% povrsine glavnog pika (slika 3.3). Informativni aleli za prac¢enje himerizma se biraju

tako da nemaju ,,stater* pikove.
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17
13

Slika 3.3.“Stater" pik ili nespecifi¢ni produkt amplifikacije kraci od glavnog pika za
4bp

3.7 Racunanje procenta DNK davaoca i primaoca

Odnos koli¢ine DNK davaoca i1 primaoca moguce je kvantitativno proceniti STR-
PCR analizom. Koli¢ina DNK u wuzorku odgovara visini ili povrSini ispod pika
informativnih alela. U ovom radu je u veéini slucajeva koli¢ina DNK procenjivana na
osnovu povrsine ispod pika. Dok je visina pika kori§¢ena za procenu u sluc¢ajevima kada je

produkt amplifikacije loSiji, te su pikovi niski i teZe je napraviti razliku izmedu povrSina.

Specificne formule za racunanje formirane su u zavisnosti od toga da li su davalac i
primalac homozigoti ili heterozigoti za informativni alel. S obzirom da je DNK primaoca
nakon transplantacije najc¢eS¢e manje prisutna, racuna se procenat donorske DNK, a

procenat DNK primaoca se ratuna oduzimanjem od 100%.

U ovom radu su koris¢ene formule za racunanje odnosa DNK u meSanim uzorcima

prema autorima Clayton i Buckleton [92] (tabela 3.2).
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Tabela 3.2. Formule za ra¢unanje proporcije koli¢ine DNK u meS$anim uzorcima

Kombinacija genotipova My
4 alela 1,2 3,4 = o, + o,
gt 6+ 0, + 0,
3alela 11 2,3 UL — 0,
I
2'3 111 & ] +
J;Il’.fx = d}_ ‘i}j
o, + 0, + 0,
1,2 1,3 X
M= — %
¢ + 9,
2 alela 11 2,2
Jﬁl"fx = {i)]
o+ 0,
1,2 2,2
M, = 20,
o, + ¢,
1,1 112 A - -
M, = M
¢ + 0
1,2 1,2 Nije informativno
1 alel 11 1,1 Nije informativno

M- proporcija meSavine, ®- povrsina ispod pika
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3.8 Izdvajanje mononuklearnih Celija

Za molekularnu analizu prisustva fuzionih transkripata mononuklearne celije se

izdvajaju iz periferne krvi ili kostne srzi pacijenta na slede¢i nacin [72]:

1. U graduisanu konusnu epruvetu od 14ml sa poklopcem sipa se 3 ml ficoll
1119 i 3 ml ficoll 1077.

2. Zatim se, lagano niz zid, sa sterilnom plastiénom pipetom sipa uzorak PK ili
KS (prethodno razblazenu sa fiziol. rast. 1:1) do 8 ml. Ako ima vise krvi radi
se u dve epruvete.

3. Uzorci se centrifugiraju 30 minuta na 1900 rpm.

4. Sa sterilnom plasticnom pipetom se zatim izvuce gornji prsten u jednu
epruvetu (limfociti), a donji prsten (granulociti) u drugu epruvetu.

5. Talogu ¢elija se dodaje fizioloski rastvor do vrha epruvete i centrifugira se 10
minuta na 1000 rpm.

6. Na kraju se za limfocite pipetom izbaci supernatant, doda se rastvor guanidina
i prebaci u epruvete od 2 ml. Uzorci se ¢uvaju na -20°C.

7. Zagranulocite se izbaci supernatant i talog ¢elija se ¢uva na -80°C.

3.9 Izolacija RNK

Izolacija RNK se radi iz prethodno izdvojenih mononukleara. Zbog osetljivosti RNK

molekula radi se brzo i na ledu [72]:

1.

o 0k~ w

Uzorci mononukleara se odmrznu, ceo uzorak se izmucka snazno sa Spricom 1
iglom, prebaci se 300 pl u mikrotubu od 1.5ml 1 stavi na led. Ostatak
mononukleara se vrati na -20°C.

Zatim se dodaje 1/10 V Na acetata (30 pl), ista zapremina fenola pH 4 (330 ul) 1
100 pl hloroforma.

Snazno se promucka 10 sekundi.

Uzorci se nakon toga ostave 10 min na ledu.

Centrifugira se 10 minuta na 13 000 rpm, na +4°C.

Zatim se supernatant prebaci u nove ependorfice od 1.5 ml.
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7. Dodaje se 300 pl izopropanola ~ 1:1V.

8. Uzorci se promuckaju gore dole i ostave 10 min na sobnoj temperaturi.

9. Zatim se centrifugiraju 15 minuta na 13000 rpm, na +4°C.

10. Supernatant se odbaci a talogu se dodaje 500 pl etanola (-20°C) i1 lagano
promucka.

11. Centrifugira se 5 minuta na 13000 rpm, na +4°C.

12. Ponovo se supernatant odbaci i talog se jo§ jednom ispere sa 500 ul etanola (-
20°C).

13. Centrifugira se 5 minuta na 13000 rpm, na +4°C.

14. Na kraju se izbaci supernatant i talog se osusi 10 min u eksikatoru.

15. Dobijena RNK se rastvori u vodi bez nukleaze.

16. RNK se ¢uva na -80°C.

3.10 RT-PCR za detekciju fuzionih rearanZmana

Procedura RT-PCR se radi u dva koraka: sinteza komplementarne cDNK, a zatim
reakcija lan¢ane polimerizacije — PCR [77].
3.10.1 Reverzna transkripcija — sinteza cDNK
1. Naprave se MIX1 1 MIX2 na slede¢i nacin:

MIX 1 MIX2

Oligo 1l Pufer 5x 4 ul

nukleotidi

SuM

H20 8 ul dNTP 10mM 1 ul
(0.5mM)

RNK 2ul DTTO0.1M 2 ul

0.5 pg/ul (10mMm)

(Ipg)
H20 0.5ul
Rnaza 1wl
Inhibitor
(40U0/ul)
Reverzna 0.5ul
transkriptaza
(200U/ul)
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a &~ D

Obeleze se ependorfice od 0,2 ml za uzorke i razlije se MIX1.

U svaku mikrotubu se dodaje po 2 pl RNK.

Zatim se uzorci inkubiraju na 70°C 3 minuta.

Nakon inkubacije se dodaje MIX2 i uzorci se ostave 5 minuta na sobnoj
temperaturi.

Uzorci se dalje prebace u PCR, prema slede¢em programu:

42°C 60 min
95°C 5 min

4°C 5min

Dobijene cDNK se ¢uvaju na +4°C ili na -20°C.

3.10.2 Reakcija lan¢ane polimerizacije — PCR

PCR je raden prema standardizovanoj metodi BIOMED-1 Concerted Action [77].

Za analizu fuzionih produkata BCR-ABL gena koriste se slede¢i prajmeri:

BCR-e1 A 5 GACTGCAGCTCCAATGAGAAC 3’
ABL-a3B 5 GTTTGGGCTTCACACCATTCC 3’
BCR-e1C 5 CAGAACTCGCAACAGTCCTTC 3’
ABL-a3D 5 TTCCCCATTGTGATTATAGCCTA 3’
BCR-b1 A 5 GAAGTGTTTCAGAAGCTTCTCC 3’
ABL-a3B 5 GTTTGGGCTTCACACCATTCC 3’
BCR-b2C 5 CAGATGCTGACCAACTCGTGT 3’
ABL-a3D 5 TTCCCCATTGTGATTATAGCCTA 3’

Za analizu fuzionih produkata TEL-AML1 gena koriste se slede¢i prajmeri:

TEL-A 5’ TGCACCCTCTGATCCTGAAC 3’
TEL-C 5" AAGCCCATCAACCTCTCTCATC 3’
AML1-B 57 AACGCCTCGCTCATCTTGC 3’
AML1-D 5’ TGGAAGGCGGCGTGAAGC 3°
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Za svaku PCR reakciju neophodno je napraviti smesu na sledeé¢i nacin:

H20 16.4 pl
pufer 10x (1x) 2.5 ul
MgCI2 25 mM (1.5mM) 1.5 pl
dNTP 10mM (200 uM) 0.5 pl

oligo F (10pm/ul) ( 0.4 uM) 1 nl

oligo R (10pm/ul) ( 0.4 uM) 1 pnl

Taq Pol.(5U/ ul) (0.5U) 0.1 pl
23u

cDNK 2 pl

Ukupna zapremina 25 ul

Uslovi po kojima se odvija PCR reakcija u aparatu Perkin Elmer 2400, su sledeci:

94 °C 2 min

94°C 30 sec

35S ciklusa | 65°C 30 sec

72°C 30 sec

4°C 00
Prilikom postavljanja dijagnoze radi se tzv. ,.first“ PCR sa spoljas$njim prajmerima (A
I B), dok se kod pacijenata koji su bili pozitivni, kontrola radi osetljivijom metodom tzv.
»hested“ PCR (slika 3.4). U ,,nested” PCR reakciji se po istom programu koriste unutrasnji

prajmeri (C i D), a umesto ¢cDNK u reakcionu smesu se dodaje PCR produkt iz prve

reakcije ( ,,first“ PCR). Na ovaj nacin se osetljivost analize povecava sa 10°na 10° [77].
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prvi set prajmera Ciljina DNK prvi set prajmera

\ ¥/

tE _TE
prva
amplifikacija

drugi set prajmera drugi set prajmera

\IEI El/

druga

amplifikacija

Slika 3.4. Shematski prikaz metode tzv. ,,nested PCR [72]

Za kontrolu kvaliteta RNK i cDNK, po istom programu, koristi se amplifikacija ABL
gena uz pomo¢ sledec¢ih prajmera:

Oligo D 5 TGTGATTATAGCCTAAGACCCGGAG 3’

Oligo la 5’ ATCTGCCTGAAGCTGGTGGGCT 3’

Kao pozitivna kontrola u PCR reakciji koristi se cDNK od ranije dijagnostikovanih

pozitivnih pacijenata, a za negativnu kontrolu se umesto cDNK dodaje voda.
3.11 Detekcija fuzionih produkata na gelu

Produkti amplifikacije su analizirani nakon elektroforeze na 2% gel od agaroze
bojenom etidijum bromidom (0.5pg/ml). Za procenu veli¢ine produkata na gelu koriS¢en je
1kb Marker (Invitrogen). Uslovi elektroforeze su bili slede¢i: U=80V, [=40mA, vreme 45-
50 min. Nakon zavrSene elektroforeze produkti su vizuelizovani i analizirani na UV

transiluminatoru.
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3.12 Statisticke metode

Dobijeni podaci su obradeni i prikazani na tabelama i grafikonima u zavisnosti od
prirode posmatrane varijable.

Deskripcija numeric¢kih obelezja u ovom radu uradena je klasi¢nim metodama opisne
statistike 1 to od mera srednjih vrednosti aritmetickom sredinom i medijanom, a od mera
varijabiliteta standardnom devijacijom, koeficijentom varijacije i standardnom greskom,
kao i minimalnom i maksimalnom vrednosS¢u. Relativni brojevi su koriS¢eni u svim
tabelama.

Za testiranje normalne raspodele, distribucija numerickih varijabli proverena je
testom po Kolmogorov Smirnovu. Kako su sve numericke varijable zadovoljile ovaj
kriterijum u njihovoj daljoj analizi koriS¢ene su parametarske metode.

U analizi rezultata, u zavisnosti od prirode samih varijabli, kori§¢eni su Pirsonov XZ
test, i to u obliku testova slaganja i tablica kontingencija, za poredenje razlike izmedu
ucestalosti kod neparametarskih obeleZja, za jedno odnosno dva obelezja. Kod numerickih
ogranicenja primenjen je FiSerov test tatne verovatnoce.

Za poredenje prosecnih vrednosti parametarskih obelezja koriscen je Studentov t test
za dve grupe podataka. Kao neparametarske dopune kod nezavisnih uzoraka primenjen je
test sume rangova, a kod zavisnih test ekvivalentnih parova.

Kod analize statisticke povezanosti karakteristika upotrebljene su metode jednostruke
parametarske korelacije i regresije, kao i neparametarska korelacija.

U identifikaciji prediktora rezultuju¢ih obelezja primenjena je logisticka regresija za
binomne i multiple ishode.

Za analizu faktora koji utiCu na prezivljavanje ispitivanih bolesnika upotrebljene su
metode po Kaplan Majeru i Koksova regresija za identifikaciju prediktora ishoda.

U svim primenjenim analiti¢kim metodama nivo znacajnosti bio je 0,05.

Za pravljenje baze i obradu podataka upotrebljen je program Instituta Katedre za

medicinsku statistiku i informatiku Medicinskog fakulteta u Beogradu.
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4. REZULTATI

U grupi bolesnika kojima je uradena alogena TMCH pracen je himerizam
primenom metode STR-PCR kod svih bolesnika. Citogeneticka analiza je radena kod
bolesnika obolelih od malignih bolesti pre i posle TMCH, dok su RT-PCR metodom

posle transplantacije praceni samo oni bolesnici koji su imali neki od fuzionih

rearanZmana pre transplantacije.

U grupi od 47 bolesnika koji su pra¢eni u ovom radu prosecna starost bila je 9,2
godina (Med 10,0; SD 5,2) dok je prose¢no vreme pracenja bilo 18,1 meseci (Med 11,0;

SD 18,6) (grafikon 4.1). Odnos polova u ovoj grupi bio je sledeci: 26 bolesnika muskog
polai21 Zenskog pola.

254

20+

15—

Braj bolesnika

10— __,.---'_

0.00 20.00 40.00 610.00

Yreme pracenja (meseci)

Grafikon 4.1. Graficki prikaz raspodele bolesnika prema vremenu prac¢enja posle
TMCH
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Od 47 ispitivanih bolesnika, 34 je imalo malignu, a 13 nemalignu bolest
hematopoeze. Raspodela bolesnika u odnosu na dijagnozu prikazana je na grafikonu

4.2. U analiziranoj grupi bolesnika preovladivale su dijagnoze AML, ALL 1 aplasti¢na
anemija (F = 11,046; p < 0,01).
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Grafikon 4.2. Graficki prikaz raspodele bolesnika prema dijagnozi bolesti

U grupi od 47 bolesnika analiziranih u ovom radu, kod 35 je transplantacija
uradena sa kostnom srzi srodnog identi¢nog davaoca, kod 7 sa kostnom srzi srodnog
haploidenti¢nog davaoca i kod 6 bolesnika je bio nesrodni identi¢ni davalac. Rezim
kondicioniranja bolesnika pre transplantacije je kod 35 bio mijeloablativni, kod 12

bolesnika mijeloablativni sa zra¢enjem, dok je kod jednog bio nemijeloablativni (RIC).
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Analiza prisustva GVHD kod svih bolesnika pokazala je da je kod 30
registrovan akutni, kod jednog hroni¢ni, kod pet bolesnika oba, a 12 bolesnika nije

imalo GVHD.

U cilju da se proceni uspesSnost u leCenju transplantacijom analizirali smo
slede¢e parametre: petogodisnje ukupno prezivljavanje (OS), incidencu relapsa (RI) i
mortalitet vezan za transplantaciju (TRM). Na kraju studije u analiziranoj grupi
bolesnika petogodisnje ukupno prezivljavanje (OS) iznosilo je 66,7%, incidenca relapsa
bila je 20,8%, dok je mortalitet vezan za transplantaciju (TRM) iznosio 14,6%.
Dobijena razlika u korist ukupno prezivelih bolesnika bila je statisticki znacajna (y2 =

5,333; p < 0,05).

4.1 Praéenje himerizma STR-PCR metodom

Uradena je PCR analiza 15 mikrosatelititskih genetickih markera 1 amelogenin
lokusa kod svih davaoca i primaoca pre transplantacije, kako bismo odredili njihov
genotip 1 utvrdili koji su lokusi informativni za pracenje himerizma, odnosno koji se

lokusi razlikuju bar za jedan alel kod davaoca i primaoca (slika 4.1).

Uzorci su kvantifikovani na najmanje Cetiri lokusa, tako da je koli¢ina DNK
procenjena na osnovu dobijene srednje vrednosti povrSine ispod pika informativnih
alela, $to je ovu semikvantitativnu metodu ucinilo preciznijom. Upotreba 16 genskih
lokusa za analizu omogucila je da se dobije relevantan broj informativnih lokusa, ¢ak i u
grupi srodnih parova davalac — primalac. U analiziranoj grupi od 48 parova davalac —
primalac, 5 je bilo informativno na 4 lokusa, dok je ostalih 43 bilo informativno na

viSe od 4 lokusa.
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M 1 GENOTIP PACIJENTA PRE TMCH
7]
__l - A L. GENOTIP DONORA
7

L _—‘ = A Ll  GENOTIP PACLIENTA POSLE TMCH

17
e
Amelogenin FGA DES1179
B.
THOL locus

Slika 4.1. A. Primer 3 informativna genska lokusa (amelogenin, FGA i D8S1179) kod
bolesnika broj 4 pre TMCH, kao i davaoca i bolesnika posle TMCH sa kompletnim
himerizmom. B. Elektroferogram THO1 genskog lokusa sa 4 razli¢ita alela kod
bolesnika broj 3 posle TMCH ukazuje na prisustvo me§anog himerizma
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Svim bolesnicima je posle transplantacije radena analiza himerizma iz uzoraka
periferne krvi, bukalnog brisa i dlake, a samo bolesnicima obolelim od malignih bolesti
1 iz kostne srzi. Analiza je pokazala da su uzorci periferne krvi i kostne srzi verni
pokazatelji stanja himerizma kod bolesnika posle transplantacije, dok je u uzorcima
dlake uvek registrovan kompletni geneticki profil primaoca. U bukalnom brisu se posle
transplantacije uvek registruje nestabilni mesani himerizam, te ga je moguce koristiti za
analizu jedino pre transplantacije. Ova saznanja su omogucila da se kontroliSu i
bolesnici kojima je transplantacija mati¢nih ¢elija uradena sa kostnom srzi nepoznatog
nesrodnog davaoca iz medunarodne banke. S obzirom da nam je geneticki profil
davaoca u tom slucaju bio nepoznat, poredenje smo vrsili sa dlakom bolesnika koja

reprezentuje Cist geneticki profil bolesnika pre transplantacije.

4.1.1 Pracenje himerizma STR-PCR metodom kod bolesnika

obolelih od nemalignih bolesti hematopoeze

U grupi od 13 bolesnika obolelih od nemalignih bolesti hematopoeze praéen je
himerizam posle alogene TMCH kod osmoro dece sa aplastiénom anemijom, kod dvoje
sa imunodeficijencijom, i po jednog sa recesivnim oblikom osteopetroze, sa
hemofagocitnom limfohistiocitozom i sa talasemijom major kome je dva puta uradena
transplantacija (tabela 4.1). MeSani himerizam (MC) je registrovan kod 6/14 (43%)
slucajeva, dok je kompletni himerizam (CC) registrovan kod ostalin 8/14 (57%).
Nepovoljan ishod je registrovan kod 4/14 (29%) bolesnika, od kojih je troje bilo sa MC
1 jedan sa CC. Kod 3 bolesnika je prilikom pra¢enja himerizma registrovano opadanje
procenta donorskih ¢elija u perifernoj krvi, dok je u jednom slucaju sa osteopetrozom
smrtni ishod nastupio u drugom mesecu posle transplantacije, bez registrovanog pada
himerizma. U grupi bolesnika kod kojih je registrovano opadanje procenta donorskih
¢elija bilo je moguée uraditi novu transplantaciju samo kod jednog bolesnika sa
talasemijom major. Stabilni meSani himerizam se odrZavao kod tri bolesnika. Na kraju
studije, povoljan ishod transplantacije registrovan je kod 10/14 (OS=71%) bolesnika sa

nemalignim bolestima hematopoeze (3 sa MC i 7 sa CC).

53



Rezultati

Doktorska disertacija

Aleksandra Krsti¢

Tabela 4.1. Himerizam kod bolesnika sa nemalignim bolestima hematopoeze

BOLESNIK DIJAGNOZA DONOR TIP PRACENJE ISHOD
HIMERIZMA (meseci)

1. Aplasti¢na anemia Sl MC 18 smrtni
2. Aplasti¢na anemia Sl MC 48 Ziv bez
bolesti

3. Aplasti¢na anemia Sl MC 60 Ziv bez
bolesti

4. Aplasticna anemia Sl MC 49 Ziv bez
bolesti

5. Aplasti¢na anemia NSI cC 18 Ziv bez
bolesti

6. Aplasti¢na anemia Sl cC 6 Ziv bez
bolesti

7. Aplasti¢na anemia Sl cC 11 Ziv bez
bolesti

8. Aplasti¢na anemia Sl cC 15 Ziv bez
bolesti

9. Talasemija major Sl MC 12 odbacio
kalem

10. Talasemija major Sl cc 22 Ziv bez
bolesti
11. Osteopetroza SHI cC 1 smrtni
12. Imunodeficijencija NSI cC 23 Ziv bez
Sy Omen bolesti

13. Imunodeficijencija Sl cC 48 Ziv bez
Wiscot Aldrich bolesti
14. Hemofagocitna NSI MC 5 smrtni

limfohistiocitoza

Sl-srodni identiéni, SHI-srodni haploidenti¢ni, NSI-nesrodni identicni, MC-me$ani himerizam, CC-
kompletni himerizam.
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4.1.2 Praéenje himerizma STR-PCR metodom kod bolesnika

obolelih od malignih bolesti hematopoeze

U grupi od 34 bolesnika obolelih od malignih bolesti hematopoeze, pracen je
himerizam posle alogene TMCH kod desetoro dece sa AML, 13 sa ALL, 4 sa MDS,

troje sa HML, dvoje sa juvenilnom mijelomonocitnom leukemijom i po jednog sa

bifenotipskom leukemijom i Non-Hockinovim limfomom (tabela 4.2).

Tabela 4.2. Himerizam kod bolesnika sa malignim bolestima hematopoeze

BOLESNIK | DIJAGNOZA | DONOR STANJE TIP DUZINA ISHOD
PRE TMCH | HIMERIZMA | PRACENJA

15. AML sl Il Remisija cC 53 Ziv bez
bolesti

16. AML Sl Il Remisija CcC 4 smrtni
17. AML Sl Il Remisija CcC 3 smrtni
18. AML Sl Il Remisija CcC 7 smrtni
19. AML SHI Relaps cC 8 smrtni
20. AML Sl I Remisija CC 38 Ziv bez
bolesti

21. AML Sl I Remisija CC 28 Ziv bez
bolesti

22. AML SHI Il Remisija CC 28 Ziv bez
bolesti

23. AML Sl Il Remisija cC 4 smrtni
24. AML Sl Il Remisija CC 12 Ziv bez
bolesti

25. ALL sl Il Remisija cC 5 Ziv bez
bolesti

26. ALL Sl I Remisija CcC 6 smrtni
27. ALL Sl Aktivna CcC 2 smrtni

bolest

28. ALL sl | Remisija ccC 1 Ziv bez
bolesti

55




Rezultati Doktorska disertacija Aleksandra Krsti¢

29. ALL Sl | Remisija cc 67 Ziv bez

bolesti

30. ALL Sl Aktivna cc 16 Ziv bez

bolest bolesti

31. ALL Sl I Remisija CcC 10 Ziv bez

bolesti

32. ALL ] Relaps CcC 8 smrtni

33. ALL sl | Remisija cC 8 Ziv bez

bolesti

34. ALL Sl Aktivna CcC 3 smrtni
bolest

35. ALL NSI Aktivna cC 11 Ziv bez

bolest bolesti

36. ALL Sl | Remisija cc 5 Ziv bez

bolesti

37. ALL sl | Remisija cC 2 Ziv bez

bolesti

38. MDS Sl Aktivna cC 32 Ziv bez

bolest bolesti

39. MDS SHI Aktivna CcC 3 smrtni
bolest

40. MDS Sl Aktivna cC 5 Ziv bez

bolest bolesti

41. MDS Sl I Remisija cC 4 smrtni

42, HML NSI I Remisija CcC 28 Ziv bez

bolesti

43, HML NSI I Remisija CcC 27 Ziv bez

bolesti

44, HML SHI I Remisija CcC 68 Ziv bez

bolesti

45, Bifenotipska Sl I Remisija CcC 3 smrtni

leukemija

46. JMML Sl Aktivna cC 24 Ziv bez

bolest bolesti

47, JMML Sl Aktivna cC 7 Ziv bez

bolest bolesti

48. NHL Sl Il Remisija CcC 3 smrtni
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Od 34 bolesnika obolelih od malignih bolesti u trenutku pre transplantacije, 14
bolesnika je bilo u prvoj remisiji, 9 u drugoj remisiji, dok je 9 bolesnika imalo aktivnu

bolest, a dvoje relaps.

lako je kod svih bolesnika posle transplantacije registrovan kompletni
himerizam, uspesan ishod transplantacije je postignut kod 21/34 (0S=62%) bolesnika,
dok je kod 13/34 (38%) bolesnika nastupio smrtni ishod u prvih godinu dana posle
transplantacije.
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Grafikon 4.3. Registrovana razlika vrednosti himerizama pra¢enog paralelno u kostnoj

stZi 1 perifernoj krvi kod bolesnika broj15

S obzirom da je kod bolesnika obolelih od malignih bolesti himerizam prac¢en
paralelno u kostnoj srzi i perifernoj krvi, kod 7 bolesnika je prvo registrovan pad
himerizma u kostnoj srzi, a samo kod 4 i u perifernoj krvi (grafikon 4.3), dok je kod 6
bolesnika smrtni ishod nastupio brzo bez registrovanog pada himerizma. Smrtni ishod je
u ovoj grupi bolesnika kod Cetvoro nastupio kao posledica komplikacija nastalih zbog

same transplantacije, dok je kod 9 bolesnika bio rezultat povratka osnovne bolesti. U
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analiziranoj grupi bolesnika kod kojih je doSlo do povratka osnovne bolesti nije bilo

statisti¢ki znac¢ajne razlike u odnosu na njihovo stanje pre TMCH, kao ni u odnosu na

tip donora (grafikonu 4.4).
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Grafikon 4.4. A. Ishod le¢enja u odnosu na stanje pre TMCH kod analiziranih

bolesnika. B. Ishod le¢enja u odnosu na tip donora kod analiziranih bolesnika

4.1.3 Korelacija klinickih parametara sa tipom himerizma

Donor

M si
& shi
Cnsi

U ovom radu je poredena povezanost tipa himerizma (CC ili MC) u odnosu na
slede¢e klinicke parametre: uzrast, pol, tip oboljenja (maligno ili nemaligno), tip
donora, rezim kondicioniranja, pojavu GVHD, ishod, duzinu praéenja, broj TMCH i u
odnosu na uzorak uzet za analizu (periferna krv ili kostna srZ). Vrednosti statisticke
znacajnosti povezanosti klinickih parametara sa registrovanim tipom himerizma kod

svih analiziranih bolesnika prikazane su u tabeli 4.3.

58



Rezultati

Doktorska disertacija

Aleksandra Krsti¢

Tabela 4.3. Analiza povezanosti klini¢kih parametara sa registrovanim tipom
himerizma kod svih bolesnika i njihov statisticki znacaj

Tip himerizma / klini¢ki parametri MC cc p
Uzrast bolesnika 10,6667 8,7750 NS
Srednja vrednost

Pol

Muski 5 (83%) 22 (52%) NS
Zenski 1 (17%) 20 (48%)

Tip oboljenja

Maligno 0 34 (81%) P =16,653; p<0,01
Nemaligno 6 (100%) 8 (19%)

Donor

Srodni identi¢ni 5 (83%) 30 (71%) NS
Srodni haplo-identiéni 0 7 (17%)

Nesrodni identi¢ni 1 (17%) 5 (12%)

RezZim kondicioniranja

Mijeloablativni 6 (100%) 29 (69%) NS
Mijeloablativni +zracenje 0 12 (29%)

Nemijeloablativni 0 1 (2%)

GVHD

Pozitivan 2 (33%) 31 (74%) NS
Negativan 4 (67%) 11 (26%)

Ishod

5-god. ukupno prezivljavanje (OS) 3 (50%) 28 (67%) NS
Incidenca relapsa (RI) 1 (17%) 9 (21%)

Mortalitet vezan za TMCH (TRM) 2 (33%) 5 (12%)

DuZina pracenja

Srednja vrednost (meseci) 30,3333 16,2593 z2=4,977;p <0,05
Broj TMCH

Jedna 5 (83%) 41 (98%) NS
Dve 1 (17%) 1 (2%)

Uzorak

Periferna krv 0 34(60%) x2 =4,087; p <0,05
Kostna srz 8 (100%) 26 (40%)

NS- Nije znacajna statisticka razlika (p > 0,05)
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Primenom statistickih metoda poredenje prosecnih vrednosti numerickih
karakteristika u odnosu na tip himerizma u perifernoj krvi kod nasih bolesnika
pokazano je da ne postoje znacajne razlike u odnosu na uzrast i pol, Sto ide u prilog
tvrdnji da su grupe dobro i slu¢ajno odabrane. Jedino je zabeleZena statisticki znacajna
razlika u odnosu na vreme pracenja (z = 4,977; p < 0,05), a ono je bilo daleko duze kod
bolesnika sa MC. UkrStanje tipa himerizma u perifernoj krvi i tipa oboljenja kod nasSih
bolesnika pokazuje razliku koja je statisticki visoko znacajna (P = 16,653; p < 0,01), a
posledica je prisustva nalaza MC samo u krvi obolelih od nemalignih bolesti dok kod

obolelih od malignih bolesti nalaz MC nije registrovan (grafikon 4.5).
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Grafikon 4.5. Raspodela tipa himerizma u perifernoj krvi u odnosu na tip oboljenja

(maligno ili nemaligno) kod nasih bolesnika
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U daljoj analizi poredena je podela po tipu himerizma u perifernoj krvi kod
nasih bolesnika sa svim atributivnim karakteristikama i nije nadena statisticki znac¢ajna

razlika po polu, ishodu, tipu donora, reZimu kondicioniranja, kao ni pojavi GVHD.

Poredenje tipa himerizma u odnosu na uzorak uzet za analizu (kostna srz ili
periferna krv) je pokazalo statisticki znacajnu razliku (32 = 4,087; p < 0,05), koja je
posledica ranijeg otkrivanja opadaju¢eg himerizma u kostnoj srzi u odnosu na perifernu

krv kod ovih bolesnika.

4.1.4 Prediktivni znac¢aj metoda STR-PCR za odbacivanje

kalema

Opadaju¢i mesani himerizam predstavlja znak odbacivanja kalema i
registrovan je u vremenskom periodu do 12 meseci kod bolesnika sa nemalignim
bolestima, a do 8 meseci kod bolesnika sa malignim bolestima. Pra¢enje himerizma
STR-PCR metodom kod naSih bolesnika u odredenim vremenskim intervalima je
pokazalo da ni u jednom slucaju nije registrovan opadaju¢i meSani himerizam posle

godinu dana (tabela 4.4).

Tabela 4.4. Raspodela registrovanog kompletnog himerizma (CC), stabilnog meSanog
himerizma (SMC) 1 opadaju¢eg meSanog himerizma (OMC) kod naSih bolesnika

pracena u intervalima od 1, 2, 3,4, 5, 6, 8, 10, 12, 15, 18, 21 1 24 meseca u odnosu na

dijagnozu
Nemaligno oboljenje Maligno oboljenje Ukupan broj
Vreme posle TMCH bolesnika
CC SsSMC OMC CC SMC OMC
1 mesec 10 4 0 34 0 0 48
2 meseca 9 4 1 33 0 1 48
3 meseca 7 4 2 29 0 3 45
4 meseca 7 4 1 27 0 0 39
5 meseci 7 4 1 25 0 0 37
6 meseci 7 4 1 24 0 1 37
8 meseci 7 4 1 22 0 2 35
10 meseci 7 4 0 21 0 0 32
12 meseci 7 4 0 21 0 0 32
15 meseci 7 3 0 21 0 0 31
18 meseci 7 3 0 21 0 0 31
21 meseca 7 3 0 21 0 0 31
24 meseca 7 3 0 21 0 0 31

CC-kompletni himerizam, SMC-stabilni meSani himerizam, OMC-opadaju¢i meSani himerizam
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Koksovim regresionim modelom analizirani su prediktori ishoda lecenja t;.
karakteristike koje mogu prognozirati pojavu smrtnog ishoda. Kao znacajni prediktor
ishoda izdvojena je promena himerizma registrovana 4. i 5. meseca posle TMCH (tabela
4.5). Iz navedenog sledi da registrovana promena himerizma predstavlja pouzdan

prediktor pojave smrtnog ishoda u kriticnom periodu od prvih 6 meseci.

Tabela 4.5. Promena himerizma u proteklom vremenu posle transplantacije kao

prediktor pojave smrtnog ishoda (Koksov regresioni model)

Promena himerizma Skor df p
Himerizam 15 dan ,342 1 ,559
Himerizam 30 dan ,342 1 ,559
Himerizam 60 dan 4,872 2 ,088
Himerizam 90 dan ,124 1 ,588
Himerizam 120 dan 24,501 1 ,000*
Himerizam 150 dan 24,501 1 ,000*

*p<0,05

4.2 Pracenje minimalne rezidualne bolesti kod bolesnika sa
malignim bolestima posle alogene transplantacije mati¢nih celija

hematopoeze

Oboleli od malignih bolesti su pre transplantacije analizirani na prisustvo
hromozomskih rearanzmana. Citogeneticka analiza iz kostne srZi radena je kod svih
bolesnika i posle TMCH kako bi se iskljuéila pojava sekundarnog maligniteta ili
evolucije malignog klona. S druge strane, RT-PCR metodom posle transplantacije
praceni su samo bolesnici koji su bili pozitivni za neki od fuzionih rearanZmana pre
transplantacije. U tabeli 4.6 su prikazane hromozomske aberacije registrovane pre i

posle TMCH u na3oj grupi bolesnika.
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Tabela 4.6. Hromozomske aberacije kod bolesnika sa malignim bolestima hematopoeze

pre i posle TMCH
BOLESNIK DIJAGNOZA HROMOZOMSKA HROMOZOMSKA DUZINA ISHOD
ABERACIJA ABERACIJA PRACENJA
pre TMCH posleTMCH (meseci)
13. AML / 49 XX, +X,+8,+21 4 Relaps
15. AML 48,XX, 51,XX, 46, 8 Relaps
t(11;17)(g23;921), +2mar | t(11;17)(q23;921),
+der21,+3mar

16. AML 50-54 HR 50-54 HR 10 Relaps

19. AML 46,XX, t(2;11)(q31;p15) 28 Ziv bez
bolesti

20. AML 46,XY, 1(9;21)(p22;q11) 4 Komplikacije
zbog TMCH

21 AML 46,XY ,add(6)(p23) 12 Ziv bez
bolesti

23. ALL BCR/ABL- p190 BCR/ABL-p190 6 Relaps

24, ALL TEL/AML1 1 Ziv bez
bolesti

25. ALL / 47, XY ,+mar 2 Relaps

34. ALL TEL/AML1/45Hr TEL/AML1/komple 3 Relaps

ksni kariotip

35. ALL BCR/ABL- p190 11 Ziv bez
bolesti

36. ALL BCR/ABL- p190 5 Ziv bez
bolesti

37. ALL BCR/ABL- p190 2 Ziv bez
bolesti

39. MDS 45 XY -7 3 Komplikacije
zbog TMCH

41. MDS 45 XY -7 4 Komplikacije
zbog TMCH

42. HML BCR/ABL- p210 BCR/ABL-p210 28 Ziv bez
bolesti

43. HML BCR/ABL- p210 27 Ziv bez
bolesti

44. HML BCR/ABL- p210 68 Ziv bez
bolesti

45, Bifenotipska 46,XX,t(9;22)(q34;911)/ BCR/ABL-p210 3 Relaps

leukemija BCR/ABL-p210
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4.2.1 Pracenje bolesnika metodama citogenetike

Analiza kariotipa bolesnika je uradena prilikom postavljanja dijagnoze, pre
transplantacije mati¢nih Celija hematopoeze. Kod 9/34 (26%) bolesnika je registrovan
aberantan kariotip, kod 21/34 (62%) je registrovan normalan kariotip, dok kod 4/34
(11%) bolesnika nije bilo moguce uraditi citogeneticku analizu zbog slabog mitotskog
indeksa. Bolesnicima je kontrolisan kariotip posle transplantacije.

Slika 4.2. A: Aberantan Kkariotip kod bolesnika broj 15:
51,XX,t(11;17)(q23;921),+6+der21, +3mar. B: Aberantan kariotip kod bolesnika broj
45 sa Ph hromozomom: 46,XX,t(9;22)(g34;911)
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Kod 5/34 (15%) bolesnika je otkriven aberantan kariotip posle transplantacije,
od toga je jedan (bolesnik broj 16) imao isti klon kao pre TMCH, kod dva bolesnika
(broj 15, broj 34) je doslo do evolucije klona, dok je kod 2 bolesnika (broj 13 i broj 25)
doslo do pojave novog aberantnog klona (tabela 4.6). Na slici 4.2 prikazane su mitotske

figure sa aberantanim kariotipom videne pod svetlosnim mikroskopom na primeru dva

bolesnika broj 15 i broj 45.

4.2.2 Praéenje RT-PCR metodom bolesnika koji su pre

transplantacije imali neki od fuzionih genskih rearanZzmana

RT-PCR metodom je praceno 10/34 (29%) bolesnika kod kojih je pre
transplantacije registrovan fuzioni genski rearanzman (tabela 4.6). Kod 8 bolesnika
(broj: 23, 35, 36, 37, 42, 43, 44, 45) bio je prisutan fuzioni rearanzman BCR/ABL, dok
je kod dva bolesnika (broj: 24, 34) perzistentno pre TMCH bio prisutan TEL/AML1

rearanzman.

Posle TMCH bolesnicima je radena RT-PCR analiza paralelno iz uzoraka
kostne srZi i iz periferne krvi u prvih Sest meseci, dok je dalje praenje nastavljeno samo
1z uzoraka periferne krvi. U slucaju 4/10 bolesnika (broj: 23, 34, 42, 45) je 1 posle
TMCH registrovano prisustvo rearanzmana, dok su ostali bili negativni. Posle
transplantacije, jedan bolesnik je bio pozitivan za TEL/AML1 rearanzman, dok su tri
bolesnika bila pozitivna za BCR/ABL rearanzman, od kojih je kod dva doslo do recidiva
bolesti i smrtnog ishoda, a kod jednog bolesnika (broj 42) primenjena terapija dovela je
do razvoja GVHD, tj. u ovom sluéaju GVL, §to je imalo za posledicu gubitak BCR/ABL
rearanZzmana prvo iz kostne srZi, a zatim i iz periferne krvi (grafikon 4.6). Na slici 4.3
prikazana je detekcija fuzionog produkta BCR/ABL-p190 na agaroznom gelu, na
primeru bolesnika broj 23.
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Grafikon 4.6. Kod bolesnika broj 42 registrovan je kompletni himerizam posle TMCH
metodom STR-PCR, dok je 30. i 60. dana posle TMCH metodom RT-PCR registrovano

prisustvo BCR-ABL rearanzmana koji se izgubio 90 dana posle TMCH
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Slika 4.3. PCR produkti, 2% agarozni gel, 85V, 50 min. U koloni 1 i 3 su PCR produkti
koji predstavljaju kontrolu kvaliteta dobijene cDNK (ABL gen). U koloni 4 je prisutan
fuzioni produkt BCR/ABL-p190 kod bolesnika #23. Kolone 2 i 5 su negativna kontrola.
Kolona 6 je pozitivna kontrola za BCR/ABL-p190. U koloni 7 je marker od 1 kb
(Invitrogen)
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4.2.3 Prediktivni znacaj prisustva hromozomskih rearanZmana

za pojavu recidiva bolesti

U daljoj analizi uporedeno je prisustvo hromozomskih rearanzmana pre 1 posle
TMCH u odnosu na stanje pre TMCH, rezim kondicioniranja, kao i na pojavu GVHD

kod pracenih bolesnika i nije nadena statisticki znac¢ajna razlika.

Analiza je pokazala da postoji znaCajan uticaj prisustva hromozomskih
rearanzmana pre i posle TMCH u odnosu na ishod le¢enja. Poredenje prisustva
hromozomskih rearanzmana pre TMCH u odnosu na ishod letenja pokazalo je
statisticki znacajnu razliku (P = 0,030; p < 0,05), koja je posledica veéeg broja zivih
bolesnika bez rearanzmana pre TMCH (80,0%) u odnosu na bolesnike sa

hromozomskim rearanzmanima pre TMCH (47,4%) (grafikon 4.7).

broj bolesnika

W=
B wrnrli

bez rearanZmana sa rearanZzmanom

PRISUSTVO HROMOZOMSKIH REARANZMANA

Grafikon 4.7. Grafi¢ki prikaz raspodele prisustva hromozomskih rearanzmana pre

TMCH u odnosu na ishod le¢enja kod nasih bolesnika
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U slede¢em koraku interesovalo nas je da li prisustvo hromozomskih
rearanzmana posle TMCH ima uticaj na ishod ledenja transplantacijom. Analiza je
pokazala postojanje statisticki visoko znacajne razlike (2 = 10,751; p < 0,01), koja je
posledica ¢injenice da su svi bolesnici sa hromozomskim aberacijama registrovanim
posle TMCH umrli, osim jednog kod koga je ukidanje imunosupresivne terapije i GVL

imalo pozitivan efekat (grafikon 4.8).
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Grafikon 4.8. Graficki prikaz raspodele prisustva hromozomskih rearanzmana posle

TMCH u odnosu na ishod le¢enja kod nasih bolesnika
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Analiza uticaja prisustva hromozomskih rearanzmana posle TMCH na ukupno
prezivljavanje i incidencu relapsa kod naSih bolesnika pokazala je statisticki visoko
znacajnu razliku (y2 = 20,062; p < 0,01), koja je posledica veceg ukupnog
prezivljavanja bolesnika bez rearanzmana (OS=95%). Takode, analiza je pokazala da je
veéa incidenca relapsa bila kod bolesnika koji su imali rearanzman posle TMCH

(grafikon 4.9).

204
15—
m
=
=1
7]
o
= 10
L]
—
=
—
5—
M os
B
] TrRm
U—

bez rearanzmana sa rearanZmanom

PRISUSTVO HROMOZOMSKIH REARANZMANA,

Grafikon 4.9. Graficki prikaz raspodele prisustva hromozomskih rearanzmana posle

TMCH u odnosu na ishod le¢enja (OS, RI, TRM) kod nasih bolesnika
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4.2.4 Analiza prediktornih faktora za ishod leCenja bolesnika sa
malignim bolestima posle transplantacije mati¢nih ¢elija

hematopoeze

U cilju definisanja znacajnih prediktora za ishod leCenja metodom
transplantacije kod bolesnika sa malignim bolestima hematopoeze analizirali smo uticaj
slede¢ih parametara: uzrast, pol, stanje pre TMCH, vrsta donora, reZim kondicioniranja,
GVHD, tip himerizma u perifernoj krvi, tip himerizma u kostnoj srzi, prisustvo

hromozomskih rearanzmana pre TMCH i posle TMCH (tabela 4.7).

Parametri koji su kod malignih bolesnika pokazali statisticku razliku u odnosu
na ishod le¢enja su prisustvo hromozomskih rearanzmana pre TMCH (grafikon 4.7),
prisustvo hromozomskih rearanzmana posle TMCH (grafikon 4.8) i opadajuéi
himerizam u kostnoj srzi posle TMCH. Poredenje ishoda ledenja i tipa himerizma u
kosnoj srzi kod obolelih od malignih bolesti pokazuje razliku koja je statisticki visoko
znacajna (P = 0,000; p < 0,01). Ova razlika je posledica veceg broja bolesnika sa
kompletnim himerizmom u kostnoj srzi koji su zivi bez bolesti posle transplantacije
(76,9%) u odnosu na bolesnike sa opadaju¢im mesanim himerizmom koji su svi umrli

(100,0%) (grafikon 4.10).
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Grafikon 4.10. Graficki prikaz raspodele prisustva opadajuéeg mesanog himerizma u

kostnoj srzi posle TMCH u odnosu na ishod le¢enja bolesnika
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Tabela 4.7. Statisticki znacaj povezanosti klini¢kih parametara sa ishodom lecenja

TMCH kod praéenih bolesnika

Klini¢ki parametri / Ishod le¢enja TMCH Zivi Umrli | p

Uzrast bolesnika

NS
Srednja vrednost 8,8095 9,3077
Pol
muski 11 6 NS
zenski 10 7
Stanje pre TMCH
I remisija 16 8 NS
Il remisija ili recidiv 5 5
Tip donora
Srodni identi¢ni 14 11

NS
Srodni haplo-identi¢ni 4 2
Nesrodni identi¢ni 3 0
ReZim kondicioniranja
Mijeloablativni 12 10

NS
Mijeloablativni +zracenje 8 3
Nemijeloablativni 1 0
GVHD
Pozitivan (akutni, hronic¢ni ili oba) 18 10 NS
Negativan 3 3
Tip himerizma u perifernoj krvi
CcC 28 14 NS
MC 5 4
Tip himerizma u kostnoj srzi
cC 22 5 P =0,000; p < 0,01
MC 0 7
Prisustvo hromozomskih rearanZmana pre TMCH
negativan 12 3 P =0,030; p<0,05
pozitivan 9 10
Prisustvo hromozomskih rearanZmana posle TMCH
negativan 20 6 x2=10,751; p <0,05
pozitivan 1 7
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Poredenjem ishoda lecenja kod obolelih od malignih bolesti u odnosu na uzrast,
pol, tip donora, stanje pre TMCH, rezim kondicioniranja, pojavu GVHD, kao i nalaz

himerizma u perifernoj krvi, nije nadena znacajna razlika.

U daljem radu su Koksovim regresionim modelom analizirani prediktori ishoda
leCenja tj. karakteristike koje mogu prognozirati pojavu smrtnog ishoda kod malignih
bolesti posle TMCH. Kao znalajni prediktor ishoda izdvojili su se prisustvo
hromozomskih rearanzmana pre TMCH i prisustvo hromozomskih rearanzmana posle
TMCH. Nisu bili zna¢ajni rezim kondicioniranja, stanje pre TMCH, pojava GVHD,

vrsta donora, pol, uzrast kao ni primarna dijagnoza (tabela 4.8).

Tabela 4.8. Klinicke karakteristike kao prediktori pojave smrtnog ishoda (Koksov

regresioni model)

Klini¢ke karakteristike Skor df P
Dijagnoza 3,596 6 ,731
Uzrast ,004 1 ,949
Pol 1,311 1 ,252
Donor 1,401 1 ,236
Prisustvo hromoz%ﬁg?{g rearanzmana pre 5.410 1 020*
Prisustvo hromozo$lf/ll<é)lg:—{I rearanzmana posle 11,561 1 001
Stanje pre TMCH ,063 1 ,801
Rezim kondicioniranja ,596 1 ,440
Pojava GVHD ,032 1 ,859

*p<0,05

U slede¢em koraku, Kaplan Majerovom metodom analizirano je postojanje
razlike u prezivljavanju u odnosu na prisustvo hromozomskih rearanzmana pre TMCH
kod bolesnika sa malignim bolestima. Rezultat Log Rank testa (Log Rank = 2,991; p <
0,05) je pokazao da postoji statisticki znacajna razlika u duzini prezivljavanja, a nastaje

zato Sto su bolesnici bez hromozomskih rearanZzmana imali bolje prezivljavanje
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(medijana 40,0 meseci) u odnosu na bolesnike sa hromozomskim rearanzmanima

(medijana 10,0 meseci), $to je prikazano na grafikonu 4.11.
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Grafikon 4.11. Kaplan Majerova kriva prezivljavanja u odnosu na prisustvo
hromozomskih rearanzmana pre TMCH kod praéenih bolesnika (Log Rank = 4,463;
p <0,05)
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4.3 Analiza prezivljavanja bolesnika posle transplantacije

mati¢nih Celija hematopoeze

Analiza ishoda lec¢enja bolesnika transplantacijom u pracenoj grupi bolesnika je
pokazala da je veci broj umrlih bolesnika sa malignim bolestima (38,2%) u odnosu na

obolele od nemalignih bolesti hematopoeze (21,4%) (grafikon 4.12).
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Grafikon 4.12. Graficki prikaz raspodele ishoda lecenja u odnosu na tip oboljenja

(maligno ili nemaligno)

74



Rezultati Doktorska disertacija Aleksandra Krsti¢

Medutim, dalja analiza Kaplan Majerovom metodom postojanja razlike u
prezivljavanju bolesnika posle TMCH u odnosu na tip oboljenja (maligno i nemaligno)
je pokazala da nema statisticki znacajne razlike u duzini prezivljavanja u grupi

bolesnika sa malignim i nemalignim bolestima, $to se moze videti na grafikonu 4.13

(Log Rank =1,630; p > 0,05).
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Grafikon 4.13. Kaplan Majerova kriva prezivljavanja u odnosu na prisustvo maligne i

nemaligne bolesti kod pracenih bolesnika (Log Rank = 1,630; p > 0,05)
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U slede¢em koraku analizirano je Kaplan Majerovom metodom postojanje
razlike u prezivljavanju u odnosu na postavljenu dijagnozu kod naSih bolesnika.
Rezultat Log Rank testa (Log Rank = 3,509; p > 0,05) je pokazao da nema statisticki
znaCajne razlike u duzini prezivljavanja izmedu bolesnika u odnosu na primarnu

dijagnozu (grafikon 4.14).
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Grafikon 4.14. Kaplan Majerova kriva prezivljavanja u odnosu na postavljenu

dijagnozu pre TMCH u grupi analiziranih bolesnika (Log Rank = 3,509; p > 0,05)
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Radi utvrdivanja postojanja razlike u prezivljavanju u odnosu na tip himerizma u
perifernoj krvi svih bolesnika obuhvacenih ovom studijom uradena je analiza Kaplan
Majerovom metodom. Rezultat Log Rank testa (Log Rank = 0,065; p > 0,05) je pokazao
da nema statisti¢ki znaCajne razlike u duzini prezivljavanja izmedu bolesnika sa

registrovanim MC i CC nalazom u perifernoj krvi (grafikon 4.15).
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Grafikon 4.15. Kaplan Majerova kriva prezivljavanja u odnosu na tip himerizma u

perifernoj krvi u ispitivanoj grupi bolesnika (Log Rank = 0,065; p > 0,05)
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5. DISKUSIJA

Vise od &etiri decenije alogena TMCH predstavlja zna¢ajan oblik le¢enja
bolesnika sa malignim i nemalignim bolestima hematopoeze za koje nema drugih
mogucénosti leCenja. Novi savremeni pristup ovom tipu leCenja podrazumeva adekvatnu
pre- i post-transplantacionu dijagnostiku. U toku post-transplantacionog perioda
blagovremeno pracenje hematopoetskog himerizma kod svih bolesnika predstavlja
vazan dijagnosticki dokaz prihvatanja kalema [36]. Glavni princip u detekciji
himerizma je utvrdivanje genetickih markera koji se razlikuju kod davaoca i primaoca,
kao 1 izbor adekvatne geneticke metode za brzo dobijanje rezultata 1 prac¢enje bolesnika

u odredenim vremenskim intervalima zavisno od tipa bolesti i klinicke slike [34].

Debata o rezultatima multicentriéne studije evropskog konzorcijuma za
himerizam objavljena je 2003 godine u nau¢nom casopisu Leukemia [36]. Cilj ove
studije je bio da se formira konsenzus vezan za testiranje himerizma, u smislu
definisanja optimalnog vremena za pracenje himerizma, kao i klinickih implikacija
rezultata pracenja himerizma na prognozu bolesti 1 izbor odgovarajuce terapije. Autori
su istakli zna¢aj harmonizacije i1 standradizacije metodologije za molekularno pracenje
bolesnika nakon TMCH [93]. Po ugledu na studije u svetu, u ovom radu je
standardizovana genetiCka dijagnostika kod dece kojima je uradena alogena
transplantacija u Srbiji, odnosno ustanovljeni su optimalni vremenski intervali kao i
izbor optimalne geneticke metode radi implementacije internacionalnih kriterijjuma u

lecenju i uniformne evaluacije i komparacije rezultata sa svetskim centrima.

S druge strane, studije su pokazale da je kod bolesnika sa malignim bolestima,
dijagnostika minimalne rezidualne bolesti od velikog znafaja za predvidanje recidiva
bolesti i blagovremenu intervenciju. Izbor adekvatne dijagnosticke metode je od velikog
znacaja za dobijanje kompletne slike o stanju bolesnika u toku post-transplantacionog
perioda [94].

Kombinacija analize himerizma i analize minimalne rezidualne bolesti daje
najbolje rezultate za procenu statusa post-transplantacione remisije i omogucava da se
individualno kod svakog bolesnika izabere strategija za prevenciju pojave recidiva ili

odbacivanja kalema [95].
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5.1 Znacaj pracenja himerizma STR-PCR metodom

lako se STR-PCR metoda Koristi za pracenje himerizma u mnogim
laboratorijama u svetu, joS uvek nije formirana standardizacija vremenskih intervala kao
ni tipova uzoraka za analizu [96]. Pored toga, uporeduju se klinicke studije i diskutuje
koliki je prognosticki znaCaj meSanog himerizama za pojavu relapsa kod razliitih
hematoloskih bolesti [52,97]. U ovom radu prihvacene su, uz izvesne modifikacije,
preporuke Americkog drustva za transplantacije koje su objavljene 2001 godine, a u
¢ijoj izradi je ucestvovao veci broj dijagnostickih centara. Ove preporuke
podrazumevaju da za analizu himerizma treba Kkoristiti osetljive, informativne tehnike
(kao S§to su STRs ili VNTRs) koje pruzaju reproducibilne rezultate. Bolesnike treba
redovno pratiti u prvih godinu dana, i duZe ukoliko to klini¢ka slika zahteva. Sto se tide
uzoraka za analizu, preporuka je da generalno treba Kkoristiti perifernu krv, a u
slucajevima detekcije minimalne rezidualne bolesti potrebno je analizu raditi iz kostne

srzi [33].

Rezultati ove studije, kao i rezultati studija drugih autora su pokazali da
upotreba STR-PCR metode omogucéava veliku osetljivost, preciznost i brzo dobijanje
rezultata [98]. Osetljivost STR-PCR metode se krec¢e izmedu 0,1% i 5% zbog same
kompetitivne prirode metode lan€anog umnoZavanja DNK molekula. STR marker
sistemi su Cesto koriS¢eni u forenzici za identifikaciju osoba, kao i u medicini za
praéenje himerizma kod bolesnika posle alogene TMCH. Pogodnost ovih metoda je
velika osetljivost i reproducibilnost, dok informativnost zavisi od izbora markera za
analizu s obzirom da su davalac i primalac u vecini slu¢ajeva u srodstvu. U cilju
postizanja vecée preciznosti u proceni odnosa DNK poreklom od primaoca i davaoca u
analiziranom uzorku vazno je izabrati veéi broj informativnih alela [99,100].
Koris¢enjem multipleks analize na 16 genskih lokusa povecava se preciznost
kvantifikacije DNK molekula u uzorku, jer se dobija ve¢i broj informativnih lokusa u
sluCaju srodnih parova. Takode, na taj naCin moguce je izbe¢i lokuse kod kojih se
pojavila nespecificna amplifikacija. U ovom radu je koriS¢eno najmanje Cetiri
informativna alela za procenu udela DNK u meSanom uzorku, $to je doprinelo

preciznosti analize.

Pored izbora odgovarajue metode za precenje himerizma nasi rezultati su

pokazali da je vazno izabrati i adekvatan uzorak za analizu. U ovom radu je dokazano
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da je u uzorcima dlake uvek registrovan kompletni geneti¢ki profil primaoca, te je
moguce pratiti i bolesnike kojima je transplantacija mati¢nih ¢elija uradena sa kostnom
srzi nepoznatog nesrodnog davaoca iz medunarodne banke. U ispitivanoj grupi
bolesnika obolelih od malignih bolesti himerizam je prac¢en paralelno u kostnoj srzi 1
perifernoj krvi. Kod 7 bolesnika je prvo registrovan pad himerzma u kostnoj srzi, a
samo kod 4 paralelno i u perifernoj krvi, dok je kod 6 bolesnika smrtni ishod nastupio
brzo bez registrovanog pada himerizma. Analiza naSih rezultata je pokazala ranije
otkrivanje opadajuceg himerizma u kostnoj srzi nego u perifernoj krvi kod bolesnika
koji odbacuju kalem i potvrdila ¢injenicu da kostna srz predstavlja informativniji uzorak
za analizu himerizma objavljenu u radu Becka i saradnika 2006. godine [97]. Imajuci u
vidu invazivnu prirodu uzimanja uzorka kostne srzi preporucljivo je ovu analizu raditi u
periodu najveceg rizika za odbacivanje kalema, §to je prema nasim rezultatima u prvih

godinu dana nakon transplantacije, kao i u slu¢ajevima kada klinic¢ka slika to zahteva.

U grupi bolesnika obolelih od nemalignih bolesti uspesni ishod transplantacije je
ostvaren kod 10 (71%) bolesnika, od toga 3 sa MC i 7 sa CC. Od ukupno 6 bolesnika sa
meSanim himerizmom, kod tri bolesnika obolela od aplasticne anemije stabilno se
odrzava MC, dok su preostala tri bolesnika odbacila kalem. Od osam bolesnika sa CC
samo je u jednom sluéaju, sa osteopetrozom, smrtni ishod nastupio u drugom mesecu
posle transplantacije, bez registrovanog pada himerizma. lako je kod 3 slucaja prilikom
pracenja himerizma registrovano opadanje procenta donorskih ¢elija u perifernoj krvi,
jedino je bilo moguce uraditi novu transplantaciju u slu€aju jednog bolesnika sa

talasemijom major.

Prisustvo opadaju¢eg himerizma znaci pojavu recidiva bolesti 1 predstavlja lo$
prognosticki faktor. Studije koje istrazuju znacaj meSovitog himerizma za pojedine
bolesti mati¢nih ¢elija hematopoeze, kao 1 korelaciju izmedu kompletnog himerizma i
remisije su u toku [95]. lako oboleli mogu ostati u remisiji i pored prisustva
recipijentnih ¢elija, meSoviti himerizam predstavlja visoki rizik za pojavu relapsa. Nasi
rezultati su pokazali da je uspeSan ishod transplantacije kod bolesnika sa MC postignut
samo u slucaju obolelih od nemalignih bolesti, Sto je potvrdilo ¢injenicu da je stabilni
mesSani himerizam dovoljan da se poboljSa zdravstveno stanje bolesnika obolelih od
naslednih ili steCenih nemalignih bolesti hematopoeze. S obzirom da je cilj
transplantacije kod ovih bolesnika da kalem poboljSa funkcionisanje hematopoeznog

tkiva, nije neophodno da kalem u potpunosti zameni hematopoezni sistem domacina. S
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druge strane, registrovanje opadanja genetickog materijala davaoca kod obolelih od
malignih bolesti omoguéava blagovremenu reakciju, $to podrazumeva nisku dozu
infuzije limfocita donora (DLI) sa oprezom da se izazove kontrolisana bolest kalem
protiv domacina koja ¢e ispoljiti antitumorski efekat [95]. Medutim, u slucajevima kada
je mali vremenski interval izmedu pojave meSanog himerizma i pojave relapsa
blagovremena intervencija nije moguca. Korelacija izmedu himerizma i relapsa je u
nekim studijama potvrdena [101,102,103,104], dok u drugim nije potvrdena
[47,105,106,107,]. Ove razlike se delimi¢no mogu objasniti razli¢itim protokolima za
uzimanje uzoraka [95]. Guimond i sar. su pokazali da meSani himerizam u razliitim
subpopulacijama ¢elija hematopoeze moze imati razli¢it znacaj za prognozu. Na primer
meSani himerizam T ¢elija i NK ¢elija je dokazan kod bolesnika kod kojih je doslo do
relapsa dok nije bio prisutan kod bolesnika koji su usli u remisiju [108]. Analiza
himerizma u razli¢itim subpopulacijama ¢elija hematopoeze znafajno povecava

senzitivnost analize i moguc¢nost preciznije prognoze klinickog ishoda.

U grupi bolesnika sa malignim bolestima u ovom radu nije uspostavljena sigurna
korelacija izmedu kompletnog himerizma i remisije, dok je, s druge strane, pojava
meSanog himerizma u svakom slucaju znacila i progresiju bolesti. Nasi rezultati su
pokazali da naroCito znacajan faktor za predvidanje loSeg ishoda kod bolesnika sa
malignim bolestima predstavlja pojava opadajuceg himerizma u prvih Sest meseci.
Prisustvo ¢elija domacina predstavlja ili opstanak celija leukemijskog klona ili opstanak
normalnih celija hematopoeze domacina ili kombinaciju oba slucaja. Prisustvo
hematopoetskih ¢elija domacina moze da inhibira imunokompetentne celije donora, Sto
moze da uzrokuje da se maligni klon ponovo razvije. Podaci iz literature potvrduju da
prisustvo hematopoetskih ¢elija domacina u frakciji mononuklearnih ¢elija znaci pojavu
hematoloSkog relapsa bolesti zbog toga $to meSani himerizam smanjuje efekat “kalem

protv leukemije” (graft-versus-leukemia) [33,34,95].

lako je u grupi bolesnika obolelih od malignih bolesti hematopoeze, nakon
transplantacije, registrovan kompletni himerizam kod svih, uspeSan ishod
transplantacije je postignut kod 62% bolesnika, dok je kod 38% bolesnika nastupio
smrtni ishod u prvih godinu dana nakon transplantacije. Nasi rezultati se poklapaju sa
podacima registrovanim u literaturi da kod malignih bolesti uspeSnost u postizanju

remisije transplantacijom prelazi 60% [109].
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Analiza dobijenih rezultata je pokazala da je kod 4 bolesnika obolelih od
malignih bolesti smrtni ishod bio rezultat komplikacija nastalih zbog same
transplantacije, dok je kod 9 bolesnika bio rezultat povratka osnovne bolesti. Nasuprot
¢injenici da su klinicke studije pokazale da je ucestalost pojave relapsa najniza kod
bolesnika Kkoji su razvili akutni ili hroni¢ni oblik GVHD [110], u nasoj grupi bolesnika
nije se pokazala povezanost izmedu povratka osnovne bolesti i prisustva GVHD.
Medutim, registrovano je da je vecina naSih bolesnika sa smrtnim ishodom u momentu
transplantacije bila svrstana u grupu visokog rizika, odnosno, bila u drugoj remisiji,
relapsu ili aktivnoj bolesti, S$to potvrduje podatak iz litrature da bolji ishod
transplantacije imaju bolesnici tretirani u toku prve remisije [20]. Analiza naSih
rezultata je pokazala da pol, tip donora i rezim kondicioniranja nemaju uticaj na tip

himerizma kod bolesnika posle transplantacije, Sto odgovara podacima iz literature [33].

Pracenje bolesnika nakon transplantacije STR-PCR metodom i analiza promene
stanja himerizma u odredenim vremenskim intervalima je pokazala da je opadajuci
mesani himerizam registrovan do 12 meseci kod bolesnika sa nemalignim bolestima, a
do 8 meseci kod bolesnika sa malignim bolestima. Ovaj podatak ukazuje da postoji
najveci rizik za pojavu loseg ishoda upravo u prvih godinu dana nakon transplantacije,

Sto je u skladu sa rezultatima objavljenim u literaturi [111].

5.2 Znacaj pracenja minimalne rezidualne bolesti kod bolesnika

sa hromozomskim aberacijama

Prac¢enje himerizma STR-PCR metodom ima prognosticki znacaj u smislu da li
je doSlo do prihvatanja kalema, ali ne moze sluziti kao indirektni pokazatelj za
postojanje minimalne rezidualne bolesti. NaSi rezultati su pokazali da detekcija
minimalne rezidualne bolesti mora da bude specifi¢na za odredeni maligni klon i mora
se pratiti analizom Celija kostne srzi. Poznato je da prisustvo meSanog himerizma ne
znaci 1 obavezno prisustvo malignog klona, koji je moguce pratiti jedino koriS¢enjem
specifi¢nih PCR tehnika ukoliko je bolesnik pre transplantacije bio pozitivan za neki od

fuzionih rearanzmana ili je poznat TCR- ili IG- genski rearanzman [112,113,114].

Za pracenje minimalne rezidualne bolesti u nasem radu koriS¢ene su metode

molekularne genetike (RT-PCR) i metode citogenetike. Pored toga S§to su metode
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citogenetike manje osetljive (10%) [34] one su veoma informativne i jo$ uvek
nezamenljive. lako su osetljive metode molekularne genetike razvijene za detekciju
najces¢ih hromozomskih rearanzmana, u naSem radu je pokazano da je jedino
metodama  citogenetike mogucée pratiti  bolesnike sa retkim nespecificnim
hromozomskim reranzmanima [77]. Takode, analiza kariotipa iz kostne srzi omogucéava
da se otkrije aberantni klon kod bolesnika kod kojih je doslo do komplikacija nakon
TMCH. Podaci mnogobrojnih studija su pokazali da se sekundarne kariotipske promene
u kostnoj srzi mogu javiti i nekoliko meseci pre hematoloske 1 klinicke manifestacije
uznapredovale bolesti tako da predstavljaju znacajan prognosticki parametar [63]. U
naSem radu, registrovana su dva slucaja sa pojavom evolucije malignog klona, nazalost

sa smrtnim ishodom.

Prisustvo aberantnog kariotipa pre transplantacije omogucava direktno pracenje
leukemijskog klona nakon TMCH u kostnoj srzi bolesnika metodama citogenetike i
molekularne genetike. U nasoj grupi bolesnika sa malignim bolestima, pre
transplantacije mati¢nih ¢elija hematopoeze, registrovano je 19 (56%) bolesnika sa
nekim od hromozomskih rearanzmana. Od toga 8 (24%) sa nespecificnim
hromozomskim aberacijama metodama citogenetike i 10 (29%) sa specificnim genskim
rearanZzmanima metodama molekularne genetike. Analizom kariotipa posle
transplantacije je registrovan aberantan kariotip kod 5 (15%) bolesnika, od toga jedan sa
istim klonom kao pre TMC, dva bolesnika sa evolucijom klona, i 2 bolesnika sa novim
aberantnim klonom. RT-PCR metodom posle transplantacije je kod 4 bolesnika
registrovano prisustvo rearanZzmana, od kojih je kod tri doSlo do recidiva bolesti i
smrtnog ishoda, dok je kod jednog bolesnika sa kompletnim himerizmom primenjena
terapija dovela do razvoja GVHD, tj. u ovom slucaju, ‘graft — versus — leukemija’
(GVL) sto je imalo za posledicu uspeSan ishod transplantacije gubitkom BCR/ABL
rearanZzmana prvo iz kostne srzi, a zatim i iz periferne krvi. S obzirom da prisustvo
leukemijskog klona nakon TMCH u kostnoj srzi predstavlja lo$u prognozu za bolesnika,
pozeljno je da se razvije GVHD kako bi se ispoljio antitumorski GVL efekat, Sto se

postize davanjem male doze infuzije limfocita davaoca [115].

U nasoj grupi od 8 bolesnika sa prisutnim hromozomskim rearanzmanom posle
transplantacije intervencija je bila moguca u dva slucaja. Kod jednog bolesnika je
uradena nova TMCH, dok je drugi bolesnik nakon ukidanja imunosupresivne terapije

zahvaljuju¢i GVL efektu, izgubio BCR/ABL klon, uspesno izleCen. U literaturi je
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opisana izrazita korelacija izmedu prisustva MRB i relapsa, i pokazano je da je bolja
prognoza za bolesnike kojima je transplantacija uradena u kompletnoj klinickoj i
molekularnoj remisiji [116]. Knechtli i saradnici su objavili u studiji na 112 bolesnika
da je od 32 bolesnika koji su bili MRB pozitivni, 26 (88%) imalo relaps bolesti 1 1o$
ishod lecenja[117]. Za bolesnike sa perzistentno prisutnim klonom je potrebno
individualno planirati pracenje, $to podrazumeva vrSiti ceS¢e analize, ukinuti
imunosupresivnu terapiju, omoguciti da se razvije GVL efekat kako bi se smanjio rizik

od relapsa [94].

U mnogim studijama se diskutuje dilema kada koristiti perifernu krv za pracenje
bolesnika nakon transplantacije, a kada kostnu srz [33,94,95,116]. Brisco i saradnici su
pokazali u svojoj sudiji da je registrovani nivo minimalne rezidualne bolesti u perifernoj
krvi bio 10 puta manji nego u kostnoj srzi kod bolesnika obolelih od B-ALL [118]. U
ovom radu je potvrdeno, kao i u literaturi, da je kostna srz informativnija od periferne
krvi za detekciju opadajuceg himerizma i1 za pracenje minimalne rezidualne bolesti.
Dokazano je da se pad procenta donorskih ¢elija ili leukemijski klon registruju ranije u
kostnoj srzi nego u perifernoj krvi. Ovi podaci ukazuju na potrebu da se u cilju
blagovremene terapijske reakcije, kod bolesnika koji su u visokom riziku, pracenje

himerizma 1 MRB vrsi analizom uzoraka kostne srzi.

5.3 Analiza prediktora ishoda leCenja i prezivljavanja bolesnika

nakon transplantacije mati¢nih ¢elija hematopoeze

U cilju definisanja znacajnih prognosti¢kih faktora za ishod le¢enja metodom
transplantacije mati¢nih ¢elija hematopoeze analiziran je uticaj slede¢ih parametara:
uzrast, pol, stanje pre TMC, vrsta donora, rezim kondicioniranja, GVHD, tip himerizma
u perifernoj krvi, tip himerizma u kostnoj srzi, prisustvo hromozomskih rearanzmana
pre i posle TMCH. Parametri koji su kod obolelih od malignih bolesti pokazali
statisticki znacajnu razliku u odnosu na ishod lecenja su prisustvo hromozomskih
rearanzmana pre TMCH (p < 0,05), prisustvo hromozomskih rearanzmana posle TMCH
(p < 0,01) i opadaju¢i himerizam u kostnoj srzi posle TMCH (p < 0,01). Iako Uzunel i
saradnici navode da je pojava bilesti kalem-protiv-domacina vazna za odbranu od
relapsa maligne bolesti, u ovoj studiji nije potvrdena korelacija izmedu pojave relapsa i

bilesti kalem-protiv-domacina [94]. Nasuprot tome, ova studija potvrduje rezultate
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Luznika i saradnika da je incidenca relapsa viSa kod bolesnika koji su transplantirani u

drugoj remisiji u odnosu na one koji su transplantirani u prvoj remisiji [20].

Analiza Koksovim regresionim modelom je izdvojila prisustvo hromozomskih
rearanzmana pre i posle TMC kao znalajne prediktore loseg ishoda, dok za prognozu
ishoda leCenja nisu bili znacajni rezim kondicioniranja, pojava GVHD, vrsta donora,
pol, uzrast kao ni postavljena dijagnoza. Analiza je pokazala da je kod bolesnika sa
hromozomskim rearanzmanima pre i posle TMCH najéeiéi ishod bio recidiv. Svi
bolesnici sa hromozomskim aberacijama registrovanim posle TMCH su umrli, osim
jednog kod koga je ukidanje imunosupresivne terapije imalo pozitivan efekat. Nasi
rezultati su pokazali da je ukupno petogodiSnje prezivljavanje bolesnika bez
rearanzmana pre TMCH bilo znalajno veée u odnosu na ukupno prezivljavanje
bolesnika sa hromozomskim rearanzmanima pre TMCH (0S=80,0% vs. 0S=47,4%).
Ovi podaci su u skladu sa podacima iz literature koji ukazuju da prisustvo
hromozomskih rearanzmana svrstava bolesnike u grupu visokog rizika [94,109].
Takode, nasa studija je pokazala da su bolesnici bez hromozomskih rearanzmana imali
duze ukupno prezivljavanje (medijana 40,0 meseci) u odnosu na bolesnike sa
hromozomskim rearanzmanima (medijana 10,0 meseci), §to je potvrdeno Kaplan

Majerovom metodom (p < 0,05).

Ortega i saradnici (1999.) su u grupi pacijenata kojima je uradena alogena
transplantacija opisali da su bolesnici sa ALL imali loSiju prognozu u odnosu na
bolesnike sa drugim malignim bolestima hematopoeze [119]. Za potvrdu Cinjenice da li
dijagnoza akutne limfoblastne leukemije ili akutne mijeloidne leukemije predstavlja
nezavisni prognosticki faktor potrebno je uraditi studiju duzeg pra¢enja na ve¢em broju
bolesnika, imaju¢i u vidu da u naSoj studiji Kaplan Majerovom metodom nije bilo

moguce dokazati postojanje razlike u prezivljavanju u odnosu na postavljenu dijagnozu.

Analiza ukupnog prezivljavanja bolesnika nakon transplantacije u ovoj studiji
pokazala je da je ve¢i broj umrlih u grupi sa malignim bolestima (38,2%) u odnosu na
grupu sa nemalignim bolestima (21,4%). Ovi rezultati su u skladu sa podacima iz
literature, prema kojima konacni ishod lecenja zavisi od tipa bolesti pre transplantacije

[33,109].
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6. ZAKLJUCAK

Imaju¢i u vidu analizu odnosa klinickih parametara, ishoda leCenja 1 prisustva

odredenih genetickih markera izvedeni su slede¢i zakljuCci vezani za optimalni

dijagnosti¢ki pristup u pra¢enju bolesnika posle TMCH:

1. Zavisno od prisustva nemalignih ili malignih bolesti hematopoeze predlaze se

2.

slede¢i pristup za pra¢enje bolesnika nakon TMCH:

a. Kod bolesnika obolelih od nemalignih bolesti dovoljno je pratiti

himerizam u precizno definisanim vremenskim intervalima STR-PCR
metodom kao veoma brzom, informativhom, reproducibilnom i dovoljno

osetljivom za blagovremeno registrovanje odbacivanja kalema.

Kod bolesnika obolelih od malignih bolesti neophodno je pored pracenja
himerizma u precizno definisanim vremenskim intervalima STR-PCR
metodom, pratiti i odredene leukemija specifi¢ne markere (hromozomske
rearanzmane) metodama citogenetike i molekularne genetike koji su se u

ovoj studiji pokazali kao znac¢ajni prediktori pojave recidiva.

Izbor uzoraka se vr$i prema metodi za pracenje bolesnika:

a. Za pracenje himerizma STR-PCR metodom preporucuje se da se pre

transplantacije analiza genetickog profila davaoca i primaoca vrsi iz
bukalnog brisa. Nakon transplantacije nije moguce vrsiti analizu iz
bukalnog brisa zbog meSanja epidermalnih celija sluzokoze sa
leukocitima, ve¢ se bolesnik prati analizom iz periferne krvi. U slu¢aju
bolesnika kojima je transplantacija mati¢nih celija uradena sa kostnom
srZi nepoznatog nesrodnog davaoca iz medunarodne banke, poredenje se
vr§i sa dlakom koja reprezentuje samo geneticki profil bolesnika pre
transplantacije. Pojavu opadajuceg himerizma moguce je registrovati
ranije u kostnoj srzi nego u perifernoj krvi, a izbor uzorka se vrsi u

zavisnosti od klinicke slike pacijenta u datom trenutku.
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b. Za pracenje leukemija specificnih markera neophodno je vrsiti
citogeneticku analizu iz kostne srzi, a RT-PCR analizu paralelno iz
periferne Krvi i iz kostne srzi u prvih godinu dana nakon transplantacije,

a po potrebi’ i duze.

3. Na osnovu analize prediktorne sposobnosti odredenih vremenskih momenata
(tzv. ,time points*) za pojavu loSeg ishoda transplantacije izdvojila su se dva

pristupa prema tipu oboljenja:

a. Kod bolesnika obolelih od nemalignih bolesti rezultati su pokazali da je
opadajuc¢i mesani himerizam registrovan u veéini slucajeva u prvih Sest
meseci, 1 sporadi¢no do godinu dana nakon TMCH. Dakle, obolele od
nemalignih bolesti neophodno je pratiti na svakih 30 dana do 6 meseci,
zatim na 60 dana do 12 meseci, na 90 dana u drugoj godini i dalje na 6

meseci do pet godina nakon TMCH.

b. Kod bolesnika obolelih od malignih bolesti rezultati su pokazali da je
opadajuc¢i mesani himerizam registrovan u vecini slucajeva u prvih Sest
meseci, i sporadi¢no do 8 meseci nakon TMCH. Dakle, zbog invazivnije
prirode bolesti obolele od malignih bolesti neophodno je pratiti na svakih
30 dana do 8 meseci, zatim na 60 dana do 2 godine, na 90 dana u trecoj

godini i dalje na 6 meseci do pet godina nakon TMCH.

c. Ukoliko klini¢ka slika zahteva u konkretnim slucajevima analizu treba
raditi i van ovih definisanih vremenskih intervala, a kod bolesnika
kojima je registrovan opadaju¢i himerizam analizu treba raditi na 15

dana.

4. Analiza prognostickog znaCaja prisustva meSanog odnosno kompletnog

himerizma je pokazala sledece:

a. Kod bolesnika obolelin od nemalignih bolesti prisustvo stabilnog
meSanog himerizma nema loSiju prognozu od kompletnog himerizma,

Sto objaSnjava sama priroda bolesti.

! Ukoliko klini¢ka slika ukazuje na pogorsanje zdravstvenog stanja bolesnika
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b. Kod svih bolesnika obolelih od malignih bolesti registrovano je prisustvo
kompletnog himerizma koje medutim nije bilo sigurni prediktor dobrog
ishoda. Ovo saznanje je ukazalo na neophodno pradenje minimalne
rezidulne bolesti kao sigurnijeg prediktora recidiva kod bolesnika

obolelih od malignih bolesti zbog svoje specificnosti i veée osetljivosti.

C. Prisustvo opadajuéeg meSanog himerizma i u slu¢aju malignih i
nemalignih bolesti predstavlja loSu prognozu, odnosno ukazuje na pojavu

recidiva ili odbacivanje kalema.
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8. SKRACENICE

ALL — akutna limfoblastna leukemija

AML - akutna mijeloidna leukemija

AML1 — engl.“acute myeloid leukemia 1 gen

ABL — Ablson gen

APL — akutna promijelocitna leukemija

ATRA — engl.“all-trans retinoic acid* lek

BCR — engl. ,,Breakpoint Cluster Region‘ gen

HML — hroni¢na mijeloidna leukemija

cDNK — komplementarna DNK

CC — kompletni himerizam

DNK — dezoksiribonukleinska kiselina

DLI — engl. ,,donor limphocite infusion*

dNTP — dezoksiribonukleotidtrifosfat

FISH — fluorescentna in situ hibridizacija

GVHD — engl. ,,graft-versus-host disease* - bolest kalema protiv domacina
GVL - engl. ,,graft-versus-leukemia‘ - reakcija kalema protiv leukemije
G-SCF — engl. ,,granulocyte colony-stimulating factor”

HLA — humani leukocitni antigen

HGP — engl.“Human Genome Project - projekat humanog genoma
IBMTR — engl. ,,internatinal bone marrow transplant regestry*
JMML - juvenilna mijelomonocitna leukemija

KS — kostna srz

MRB — minimalna rezidualna bolest

MDS — mijelodisplasti¢ni sindrom

MC — meS$ani himerizam

MLL — engl. ,,myeloid/lymphoid leukemia“ gen

NHL — Non Hockin limfom

NSI — nesrodni identi¢ni davalac

OS — ukupno prezivljavanje
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Ph — Filadelfija hromozom

PCR — engl.“polimerase chain reaction® - reakcija lan¢ane polimerizacije

PK — periferna krv

PML — engl“promyelocytic leukemia protein*

RARa — engl.“retinoic acid receptor alpha*

RFLP — engl. ,restriction fragment length polimorphisms* - polimorfizmi duzina
restrikcionih fragmenata

RI —incidenca relapsa

RIC — engl.“reduced intensity conditioning*

RNK — ribonukleinska kiselina

IRNK — informaciona ribonukleinska kiselina

RT-PCR — reakcija lan¢ane polimerizacije nakon reverzne transkripcije

Real time PCR (gPCR) — kvantitativna reakcija lanCane polimerizacije

S| — srodni identi¢ni davalac

SHI — srodni haplo-identi¢ni davalac

STRs — engl.“ short tandem repeats® - kratki tandemski ponovci

SNPs — engl.“single nucleotide polimorphism* - polimorfizmi jednog nukleotida
TMCH - transplantacija mati¢nih ¢elija hematopoeze

TcR — T ¢elijski receptor

TRM — engl.“transplantation related mortality” - smrt vezana za transplantaciju
TBI — engl.“total body radiation‘“ — zracenje celog tela

TEL (ETVG6) — engl.“translocation ETS leukemia® gen

VNTRs — engl.“variabile nucleotid tandem repeats* - varijabilni tandemski ponovci

VOD - engl.“veno-oclusive disease*
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Mpwunor 1.

U3jaBa o ayTopcTBY

Motnucanu-a Anekcangpa Kpctuh

6poj ynuca 07-AC-MM-05

UsjaBrbyjem

[la je pokTopcka aucepTaumja noj HacnosoMm

Mpahewe xumepmuama aHarM3oM reHeTUYKUX Mapkepa HakoH
anoreHe TpaHcnnaHTaumje MatuuHux henuja xemaronoese koA

pelie obonene o XxemMaTonoLwKux 6onectu

e peaynTaT COMCTBAEHOr UCTPaXuBaYKor paga

e [Ja npeanioxeHa gucepraumja y UENWHW HU y AenoBuMa Huje buna npeanoxeHa
3a fgobujare GuUNo Koje Aunnome npema CTyAUjCKUM Mporpamuma Apyrx
BUCOKOLLIKOJICKUX YCTaHOBa

e [1a Cy pesynTaTu KOPEKTHO HaBeOEeHU U1

e [a HUCaM KplUMo/nia ayTopcka npasa U KOPUCTUO WHTENEKTyanHy CBOjuHY

Apyrvx nuua

MoTnuc gokropaHaa-

Hrdic

7~ ] ) P //1 7
Y Beorpagy, 20 05. X0 I .




Mpwunor 2.

M3jaBa 0 MICTOBETHOCTH LITAMNAaHe U eNeKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paaa

Wwme v npesume aytopa Anekcangpa Kpctuh

Bpoj ynuca  07-4C-MM-05

Ctyamjckm nporpam MOMeKynapHa meauunHa

Hacnos paga

Mpaherwe xumepusma aHarnnM3oM reHeTU4KUX MapKepa HakoH
arioreHe TpchnnaHTauuje MaTuuHux henuja xematonoese KoA

pele obonene o XxeMaTosOWKUX bonectu

MeHTop JoueHT ap Onueep Crojkosuh
Komentop  Mpodpecop ap Mapwuja MN'yh-LLhekuh

Motnucann  AnekcaHgpa Kpctuh

WsjaBrbyjeM pa je wrTamMmnaHa Bepauja Mor [JOKTOPCKOr paja WCTOBETHA
ENeKTPOHCKOj Bepauju Kojy cam npefao/na 3a objaerbuBadje Ha nopTany
OurutanoHor penosutopujMa YHuBepauteta y Beorpaay.

JlossorbaBam Aa ce o6jase MOjy NIWYHM NofaLy BesaHu 3a fobujarbe akagemckor
3Barba JOKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy MMe 1 npesume, roanHa 1 mecto pohetba U
Jatym ogbpaHe paga.

OB nu4HKM nogaun Mory ce o0ajBuTU Ha MPEeXHWM CTpaHuuama purutanHe
GUBnMoTeKe,y EneKTPOHCKOM katanory u Yy nybnukauvjama YHusepsuteTa vy
beorpagy.

MoTnuc gokropaHaa

Mrstic

Y Beorapay, 200 ¢ £ ol .




MNpunor 3.

M3jaBa o kopulhewy

Oenauwihyjem YHusepsutetcky Gubnuoteky "Csetosap Mapkosuh" aa y [inrutantn
penosuTopujym YHusepanuteTa y Beorpaay yHece mojy AOKTOpCKY AvcepTaluy nog
HacnoBoM:

Mpaherse XMMepn3Ma aHanNnM30M reHeTH4KUX Mapkepa HakoH
anoreHe TpaHcnnaHTauuje MatuuHux henuja xematonoese kop

Aeue obornene oA XxemaTonowkux Gonectu

Koja je Moje ayTopcKo 4eflo.

JvcepTaunjy ca cBAM Mpwuriosuma npepaoc/nia cam Yy enekTPOHCKOM opmary
MOrogHoOM 3a TPajHO apXuBUpat:e.

Mojy MOOKTOpcky AucepTauMjy noxpakseHy Yy [JurutanHn  penosutopujym
YHuBepauTeTa y beorpagy Mory Ja KopucTe CBY Koju nowTyjy oapeabde canpxkaHe
y ogabpaHom Tuny nuueHue KpeatusHe 3ajennuue (Creative Commons) 3a Kojy
cam ce ofny4no/na.

1. AyTopcTBO
2. AyTOpCTBO — HEKOMEpLIjarnHo
@AyTOpCTBO — HekoMepuujanHo — 6es npepane
4. AyTOpCTBO — HEKOMEpLWjanHo — AEnUTK nod UCTMM YCrioB1ma
5. AytopcTteo 6e3s npepage
6. AyTOpCTBO — [AeN1TH NoA UCTUM YCIIOBUMA
(Monum fia 3a0KpYXWTE CaMo jefHY O, LUeCT NoHyfeHux NuUEeHUW, KpaTtak onuc

NULEHUM AaT je Ha nonefuHu nucra)
MoTtnuc AokTopaHaa

v Beorpany, 00 05, /. /ﬂ/ e
v s%Id




