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Prognosticki i prediktivni zna¢aj polimorfizama i ekspresije gena za proteine uklju¢ene u transport i
metabolizam citarabina i antraciklina i regulaciju apoptoze u akutnoj mijeloidnoj leukemiji odraslih

SAZETAK

Uvod: Znacajne razlike u odgovoru na standardnu indukcionu terapiju, zasnovanu na
citarabinu i antraciklinu, u odraslih bolesnika sa akutnom mijeloidnom leukemijom (AML),
delimicno bi se mogle objasniti geneti¢kim varijabilitetom metabolickih puteva citarabina i
antraciklina, kao i poremecenoj regulaciji apoptoze. Cilj ovog istraZivanja bilo je ispitivanje uticaja
polimorfizama u farmakogenima SLC29AL1 (engl. solute carrier family 29 member 1), DCK (gen za
deoksicitidin kinazu), ABCB1 (engl. ATP binding cassette subfamily B member 1), GSTM1 i GSTT1
(geni za glutation-S transferaze M1 i T1) i ekpsresije antiapoptotskog BCL2 (engl. B-cell leukaemia
2) i proapoptotskog BAX (engl. BCL2 associated X) i gena rezistencije na lekove (ABCBL1), sa jedne
strane i demografksih, klini¢kih, laboratorijskih i parametara vezanih za AML, sa druge strane, na
ishode lecenja odraslih bolesnika sa AML.

Materijal i metode. Ukupno 100 bolesnika sa AML ukljuceno je u studiju. Farmakogeneticki
polimorfizmi SLC29A1 rs9394992, DCK rs12648166, ABCB1 rs2032582 i delecije gena GSTML1 i
GSTT1 odredivane su metodologijom zasnovanom na PCR-u, analizom fragmenata i direktnim
sekvenciranjem. U podgrupi pedesetjednog bolesnika sa AML i normalnim kariotipom (NK),
analizirane su ekspresije gena BCL2, BAX i ABCB1 PCR-om. Sve analize su sprovedene na uzorcima
kostane srzi uzete na dijagnozi. KoriS¢ene su metode deskriptivne i analiticke statistike. Analiza
prezivljavanja je sprovedena prema Kaplan-Majerovom metodu upotrebom Log-Rank testa.

Rezultati. Ovo je prva farmakogeneticka i farmakotranskriptomicka studija odraslih bolesnika
sa AML u srpskoj populaciji. Polimorfizmi u genima SLC29A1, DCK, ABCB1, GSTM1 i GSTT1 nisu
uticale na ishode lecenja u nasoj kohorti obolelih od AML, samostalno ili u medusobnim
kombinacijama. Medutim, postizanje kompletne remisije (KR) bolesti istaklo se kao nezavisni
prediktor ishoda lecenja. Analiza u podgrupi NK AML bolesnika pokazala je da je povecana
ekspresija BCL2 (BCL2") udruzena sa pojavom rezistencije (p=0,024), snizena ekspresija BAX-a sa
relapsom (p=0,047), dok je u analizi zdruzenog uticaja BAX-a i BLC2, 87% bolesnika sa
BAX/BCL2"# statusom bilo primarno refraktarno (p=0.044). Povisena ekspresija ABCBL1 bila je
udruzena sa BCL2* statusom (p<0.001) i odsustvom mutacije FLT3-ITD (engl. fms related receptor
tyrosine kinase 3 inter tandem duplication) (p=0.019).

Zakljucci. Polimorfizmi gena SLC29A1, DCK, ABCB1, GSTM1 i GSTT1 nisu uticali na ishode
leCenja i1 prezivljavanje, pojedinac¢no ili u medusobnim kombinacijama. U podgrupi NK AML
bolesnika uoceni Su: veca stopa rezistencije kod visoke ekspresije BCL2, veca stopa relapsa kod niske
ekspresije BAX-a i &es¢a primarna refraktarnost u onih sa BAX/BLC2"2% statusom. Postizanje KR, u
multivarijantnoj analizi, istaklo se kao nezavisni i jedini prediktor prezivljavanja bez bolesti i
ukupnog prezivljavanja u nasoj grupi odraslih novodijagnostikovanih bolesnika sa AML.

Kljuéne reci: akutna mijeloidna leukemija, citarabin, antraciklini, polimorfizmi gena, SLC29A1,
DCK, ABCB1, GST, BCL2, BAX
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Prognostic and predictive influence of polymorphisms and gene expression of proteins involved in
transport and metabolism of cytarabine and anthracyclines and apoptosis regulation in adult acute
myeloid leukaemia

ABSTRACT

Background: Remarkable differences in therapy response among acute myeloid leukaemia
(AML) patients, treated with standard cytarabine-anthracycline remission induction chemotherapy,
could be partly explained by the patients’ genetic variability related to metabolic paths of cytarabine
and anthracyclines and dysregulation of apoptosis. The aim of this study is to evaluate the effect of
polymorphisms in pharmacogenes SLC29A1 (solute carrier family 29 member 1), DCK
(deoxycytidine kinase), ABCB1 (ATP binding cassette subfamily B member 1), GSTM1 and GSTT1
(glutathione-S transferases M1 and T1) and gene expression profiles of anti-apoptotic BCL2 (B-cell
leukaemia 2), pro-apoptotic BAX (BCL2 associated X) and multi-drug resistance (ABCB1), as well as
laboratory and AML-related parameters on clinical outcomes and survival in adult AML patients.

Methods: A total of 100 AML patients were included in the study. Pharmacogenetic
polymorphisms SLC29A1 rs9394992, DCK rs12648166, ABCB1 rs2032582, GSTM1 and GSTT1
gene deletions were detected by methodology based on PCR, fragment analysis and direct
sequencing. In subgroup of 51 normal karyotype (NK) AML patients the expression of BCL2, BAX
and ABCB1 was analysed by PCR. All of the analyses were performed form bone marrow specimens
obtained at diagnosis. Descriptive, analytic and survival (using Kaplan-Meier method / Log-Rank
test) statistical analysis were performed.

Results: This is the first study of pharmacogenetics and pharmacotranscriptomics in adult
Serbian AML population. Clinical outcomes in our cohort of AML patients were not impacted by
analysed polymorphisms in SLC29A1, DCK, ABCB1, GSTM1 and GSTT1 genes, independently or in
combinations. Achievement of complete remission (CR) was identified as an independent prognostic
indicator of clinical outcome. Subgroup analysis of NK AML patients showed high expression of
BCL2 (BCL2*) was associated with chemoresistance (p=0.024), while patients with decreased BAX
expression were susceptible to relapse (p=0.047). Joint effects of the BCL2 and BAX expression
revealed that 87% of patients with BAX/BCL2'° were chemo resistant (p=0.044). Increased ABCB1
expression corelated with BCL2* (p<0.001) and with absence FLT3-ITD (fms related receptor
tyrosine kinase 3 inter tandem duplication) mutations (p=0.019).

Conclusions: polymorphisms of SLC29A1, DCK, ABCB1, GSTT1l and GSTM1 didn’t
influence clinical outcomes, either independently or in combinations. Subgroup analysis of NK AML
patients revealed that high BCL2 expression was related with chemoresistance while low expression
of BAX with grater relapse rate. In addition, the patients with BAX/BLC2'°" status experienced primary
refractoriness more frequently. Moreover, achievement of CR, in multivariate analysis, was
independent and unique predictor of disease free and overall survival in our cohort of adult newly
diagnosed AML patients.

Keywords: acute myeloid leukaemia, cytarabine, anthracyclines, gene polymorphisms, SLC29A1,
DCK, ABCB1, GST, BCL2, BAX
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1. Uvod
1.1. Akutna mijeloidna leukemija (AML): definicija

Akutna mijeloidna leukemija (AML) je klonalna bolest mati¢ne celije hematopoeze ili
predodredene mati¢ne Celije odredene loze (granulocitne, eritrocitne ili megakariocitne) (1). AML
predstavlja jednu od Cetiri vrste leukemije, prikazane u Tabeli 1.

Tabela 1. Osnovna Klasifikacija leukemija

Celijska linija Akutne Hroni¢ne

Akukna limfoblastna Hroni¢na limfocitna leukemija
Limfoidne leukemija (ALL) — najc¢esca (HLL) — najcéesce kod starijih

akutna leukemija dece od 55 godina

Akutna mijelodina leukemija ~ Hroni¢na mijeloidna leukemija
Mijeloidne (AML) — prisutna i kod (HML) — najc¢esce kod

mladih i starih odraslih

1.2. Epidemiologija AML

AML je najcesc¢a akutna leukemija odraslih, sa incidencijom od 5-8/100.000 stanovnika u
evropskoj populaciji (2). Pritom, 65% obolelih je starije od 60 godina (3), sa medijanom oboljevanja
od 72 godine (1). Pokazana je nesto veca predominacija muskog pola medu obolelima od AML i to
u svim dobnim grupama, sem kod najmladih (<24 godine) (2). Takode, najveca stopa mortaliteta
zabelezena je kod musSkaraca u grupi 65-74 godine i u Zena starijih od 75 godina (2). Kako je
pokazano da incidencija i mortalitet u AML rastu sa staro$¢u bolesnika (2), sve vecéi zdravstveni
problem ¢e predstavljati stariji bolesnici sa AML, pogotovo oni nepodobni za intenzivno lecenje.

Novoovoleli na 100 000 st.

15-24 25-34 35-44 45-54 55-64 65-74 75+

Godine starosti

Dijagram 1. Prosecne stope incidencije obolevanja od AML, prilagodene uzrastu i razvrstane prema
dobnim grupama, u populaciji grada Beograda u periodu 1999-2013. Dijagram napravljen prema
podacima iz istrazivanja Maksimovic N i sar 2018 (2).

1.3. Istorijat AML

Prvi opis bolesnika sa akutnom leukemijom (AL) jeste od strane Vlepea iz 1827 (4), koji
opisuje: ,,cvecara i prodavca limunade, odanog alkoholu i zenama, koji pri tom ne oboleva od
sifilisa’’. Navedeni bolesnik zali se na umor, a prezentuje se distenzijom abdomena, febrilno$¢u i
,,posledicama uratnih kamenaca’’ (4-6). Fizikalni nalaz ukazuje na izrazenu hepato/splenomegaliju,
dok se krv bolesnika opisuje nalik ,.kasi’’ (4-6). Po hospitalizaciji bolesnik je ubrzo preminuo, stoga
jasna dijagnoza AL nikada nije postavljena (4-6). Prvi opis AL dali su istovremeno 1845. dvojica

1



patologa, nemac Rudolf Virhof i englez DZon Benet (5,6). Virhof je predlozio ime nem. leukamie,
kovanicu od dveju grékih reci: leukos (gré. Agvkdg) — belo i haima (gré. aipa) — krv, dok je Benet
dao ime leukocypaenia, implicirajué¢i podtip pijemije. Dvadeset godina kasnije, potvrdena je
Virhofova teza. Evolucija dijagnostike AL, prizazana je u Tabeli 2.

Tabela 2. Evolucija dijagnostike AML. Adaptirano prema Paolo Piccaluga P. i sar. (6)

Godina Dostignuée

1600. god. PNE Prvi pisani dokaz kancera u starom Egiptu

1670. Analiza krvi pod sloZenim mikroskopom

1827. Prvi klinic¢ki opis leukemije — Alfred Armand Luis Mari Valpeo

1847. Pojam leukemija — Rudolf Virhof

1872. Leukemija kao bolest k. srzi — Franc Ern Kristijan Nojman

1877. Histohemijsko bojenje — Pol Erlih

1913. Distinkcija akutne i hroni¢ne, limfoidne i mijeloidne leukemije

1914. Nastanak leukemije iz jedne ¢elije usled hromozomskih promena — Teodor
Boveri

1974. FAB Kklasifikacija (citoloska)

2008 SZO klasifikacija leukemija sa molekularnim podtipovima

Skracenice: PNE — pre nove ere, FAB (Francusko-Americko-Britanska), SZO — Svetska zdravstvena
organizacija

Od tada, pa do dana danasnjeg neprestani su pokusaji u nalazenju adekvatnog tretmana ove
bolesti. Prvi opis uspesnog tretmana AL datira iz 1930-ih godina 20. veka od strane dr. Glora iz
Ciriha, koji je opisao ,,slu¢aj ameri¢kog biznismena”’, kod koga je broj leukocita (Le) bio 100x10%,
pracen febrilno$¢u i anemijom (5-7) Primenjeno je leCenje iradijacijom, arsenikom i mezotorijumom
(torijum-X), uz primenu transfuzija krvi, na koji je postignuta kompletna remisija bolesti (5,6).
Nailaze¢i na nevericu od strane kolena u prikazane rezultate leCenja, Dr Glor po objavi svojih
rezultata (7), biva premesten da radi u drugoj bolnici u udaljenom $vajcarsnom kantonu, a bolesnik
Eugen Mecger, dozivljava narednih pedesetak godina i umire u 102. godini Zivota u Nju Jorku (5).
Iako se u terapiji nekih leukemija (akutne promijelocitne) danas koristi arsenik, mogu¢ uspeh le¢enja
ovog bolesnika moze biti i primena transfuzije krvi, kao vida male transplantacije mati¢nih ¢éelija
hematopoeze (TMCH). U Tabeli 3. prikazan je razvoj antileukemijskih terapija kroz vreme (6).

Tabela 3. Razvoj antileukemijskih terapija. Adaptirano prema Paolo Piccaluga P. i sar (6)
Godina Dostignuce

1895 Primena radioterapije sa kratkotrajnim uspehom

1930 IzleCenje prvog bolesnika sa leukemijom uz pomo¢ arsen-trioksida,
iradijacijom, mezotorijumom i transfuzijom krvi — Valter Glor

1969 FDA odobrava citarabin

1979 FDA odobrava daunorubicin

1983 FDA odobrava etopozid

1987 FDA odobrava mitoksantron

Skracenice: FDA (engl. Food and Drugs Afministration) — regulatorno telo Sjedinjenih Americkih
Drzava, koje odobrava primenu leka

Sve do sedamdesetih godina 20. veka, prognoza obolelih od AML bila je nepovoljna, kada se
u lecenje uvodi kombinacija citostatika citarabina i daunorubicina — shema ,,7+3* (8). Razvoj
hemioterapije pratio je i razvioj TMCH. Tokom pedesetih godina 20. veka, subletalnom iradjacijom
kostane srzi miSeva, a potom engrafmentom mati¢nih éelija hematopoeze (MCH), postignut je
nestatak leukemijskih ¢elija (9). Potom je 1957. Donald Tomas sproveo prvu i.v. infuziju MCH iz
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kostane srzi u odraslih bolesnika (10). Kasniji razvoj TMCH pratili su razli¢iti vidovi prikuplajnja
MCH - iz kostane sri, iz periferne krvi, iz krvi pupéanika, kako iz srodnika, tako i dobrovoljnih
donora, §to je vodilo prvom registru MCH u Ujedninjenom Kraljevstu 1974 (6).

Zajedno sa razvojem antileukemijskih terapija, na prezivljavanje znacajno su uticali i
poboljsanje simptomatsko-suportivne terapije, kako antimikrobne, tako i transfuzione. Na prvom
mestu izdvaja se otkri¢e krvnih grupa 1901. od strane Landstajnera i sar, uspostavljanje prvih instituta
za transfuziju krvi 1937. i primene transfuzije trombocita 1954 (6,11) (Tabela 4).

Tabela 4. Razvoj suportivno-simpomatskin mera i TMCH. Veéinom adapritano prema Paolo
Piccaluga P. i sar. (6)

Godina Dostignuce

1873 Prva transfuzija krvi u bolesnika sa leukemjom — Kalender

1901 Prvi opis krvnih grupa — Landstajner i sar.

1937 Prvi institut za transfuziju krvi pri bolnici

1954 Uvodenje transfuzija trombocita

1957 Prva singena TMCH

1968 Prva uspesna srodna TMCH (imunodeficijencija)

1972 Prva uspesna srodna TMCH (aplastiéna anemija)

1974 Prvi registar MCH (Anthony Nolan Bone Marrow Registry) UK

1977 Prezivljavanje 18/110 bolesnika sa uznapredovalom leukemijom nakon
nesrodne TMCH

1979 Uspeh > 50% za srodnu TMCH u bolesnika sa AML u KR1

1983 Prva uspe$na haploidenti¢na T-éelelijski depletirana TMCH

1986 Nacionalni program registra MCH u SAD

1989 Prva uspesna TMCH iz krvi pupéanika

1997 Prva uspesna TMCH kondicioniranjem sniZenog intenziteta

2002 Prva generacija CAR-T ¢elija

2005 Registar davalaca MCH Srbije

Skraé¢enice: TMCH — transplantacija MCH — mati¢ne ¢elije hematopoeze, UK — Ujedinjeno
Kraljevstvo, KR1 — prva kompletna remisija bolesti, SAD — Sjedinjene Americke Drzave, CAR-T
(engl. chimeric antigen receptor T cells)

Razvoju precizne dijagnostike i pravilnom le¢enju bolesnika sa AML znacajno je doprinelo
otkri¢e rekurentnih geneti¢kih aberacija sedamdesetih godina 20. veka, koje su prvi put dovele do
stratifikacije bolesnika po grupama rizika za relaps bolesti (6,12,13). Kasnije dolaze tehnike bazirane
na polimeraznoj lanc¢anoj reakciji (engl. polymerase chain raction — PCR), koje omogucavaju
praéenje merljive rezidualne bolesti (MRB), stoga i pristup terapiji (intenzifikaciji, TMCH, ciljnoj
terapiji). Konacno, tehnike bazirane na ,,Sekvenciranju slede¢e generacije’’ (engl. next generation
sequencing — NGS) 2008. godine (14), doprinele su boljoj molekularnoj klasifikaciji AML (15),
otkrivajuéi nove ciljne molekule i1 stvarajuéi preduslov za uspostavljanje personalizovane medicine

(6).
1.4. Etiologija AML

AML nastaje usled brojnih genetickih i epigenetickih promena u nezrelim ¢elijama hematopoeze
hematopoeze (3). lako somatske mutacije vode razvoju AML, prisustvo epigenetickih promena na
blastima, promene u mikrosredini kostane srzi, kao i sveukupni funkcionalni kapacitet
hematopoeznog sistema, znacajno uticu na razvoj AML (16). Imajuc¢i u vidu da se danasnje
standardne metode dijagnostike baziraju primarno na dokazivanje promena u genomu somatskih
¢elija leukemijskog klona, etiologija bolesti u vecini slu¢ajeva AML ostaje nepoznata.



Naime, nekoliko je faktora rizika za pojavu bolesti identifikovano, a to su ekspozicije jonizuju¢em
zracenju, benzinu, benzenu i derivatima benzena, a koje mogu dovesti do oSteCenja koStane srzi i
posledi¢ne leukemogeneze (1). Takode, prethodna citotoksi¢na terapija, primenjena U le¢enju drugog
maligniteta, moze dovesti do razvoja tzv. therapy-related AML (16).

Odredene bolesti, kao $to su mijelodisplazni sindrom (MDS) i mijeloproliferativne neoplazne
(MPN), a rede aplasti¢na anemija mogu se smatrati tzv. preleukemijskim stanjima (1).

Takode, ¢es¢a pojava AML je registrovana bolesnika sa odredenim naslednim sindromima, kao
Sto su Down-ov i Bloom-ov sindrom (1). Imaju¢i u vidu sve ve¢u spoznaju da AML ima i naslednu
osnovu (engl. tzv. germline predisposition), poslednje preporuke Evropske radne grupe za leukemiju
(engl. European LeukemiaNet — ELN) iz 2022. snazno preporucuju da se, pored standardne analize
somatskih promena lekukemijskog klona, analiziraju i promene u germinativnim ¢elijama (npr.
fibroblasta koze). Neke od ovih promena u germinativnom genomu ukljucuju one koje su specificne
za: kvalitativne i kvantitativne poremecaje trombocita, kao $to su ANKRD26 (engl. Ankyrin repeat
domain-containing protein 26), ETV6 (engl. ETS Variant Transcription Factor 6) i RUNX1 (engl.
RUNX family transcription factor 1), kao i one udruzene sa bolestima drugih organa, kao §to su
GATA2 (GATA-binding factor 2) (u imunodeficijenciji), Svahman-Dajmondov sindrom (sa
insuficijencijom egzokrinog pankreasa i skeletnim displazijama), Fankonijeva anemija (dismorfija
lica, sklonost ka skvamocelularnim karcinoma i tumorima jetre), kao i Diskeratosis congenita (sa
fibrozom pluca, cirozom jetre i vaskularnim abnormalnostima). Neke od ovih mutacija vidaju se samo
u AML, kao sto je CEBPA (CCAAT/enhancer-binding protein alpha), dok se ostale vidaju i u drugim
malignitetima (16). ZnaCaj ovog testiranja jeste i u odabiru srodnih donora mati¢ne celije
hematopoeze (MCH), gde oni sa promenama u RUNX1 i CEBPA, ne bi smeli biti donori MCH (16).

1.5. Patogeneza AML

Smatra se da ulogu u patogenezi AML imaju brojne kaskadne molekulane i geneticke promene
(engl. multistep pathogeneis). Ovaj model bolesti pretpostavlja da je AML posledica dve grupe
promena u genima (1). Prvu grupu c¢ine aktivirajuCe mutacije signalnih puteva, kao §to su:
BCR::ABL1 (engl. Breakpoint cluster region::Abelson murine leukaemia viral oncogene homologue
1), TEL(ETV6)/PDGFRR (engl. platelet derived growth factor receptor beta), N-RAS, K-RAS (engl.
Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog) ili aktivirani FLT3 (engl. fms related receptor tyrosine
kinase 3), Sto rezultuje pojatanom proliferacijom i imortalizacijom leukemijskih progenitora. Drugu
grupu ¢ine mutacije koje dovode do gubitka funkcije transkripcionih faktora ili komponenti
transkripcionog koaktivacijskog kompleksa. U njih se ubrajaju: t(8;21), inv(16)/t(16;16) i t(15;17) ili
mutacije CEBPA, MLL (KMT2A — lizin metiltransferaza 2A) i NPM1 (engl. nuclepohosmin 1). Ove
mutacije su se pokazale kao znacajni prognozni pokazatelji, ali i kao ciljna mesta novih terapijskih
modaliteta (1).

1.6. Dijagnoza AML

Dijagnosticki kriterijum za AML je prisustvo > 20% blasta u razmazu aspirata koStane srzi
(mijelogramu) ili razmaza periferne krvi. Medutim, ukoliko su prisutne rekurentne citogeneticke
aberacije, koje su prikazane u Tabeli 5, dijagnosticki kriterijum za AML je prisustvo > 10% blasta u
mijelogramu ili  razmazu periferne  krvi. Sa druge strane, kod AML sa
t(9;22)(q34.1;911.2)/BCR::ABL1", dijagnosticki kriterijum je >20% blasta, u cilju razlikovanja faze
akceleracije hroni¢ne mijeloidne leukemije od transformacije u AML (16).

Imunofenotipizacija celija koStane srzi multiparametarskom proto¢nom citometrijom (MPC)
preporucuje se radi precizne dijagnoze i odredivanja podtipa AML.



Promene u kariotipu prisutne su kod 55% bolesnika sa AML (17). Konvencionalna citogeneticka
analiza, metodom G traka, nepohodna je pri dijagnozi AML, buduéi da se na osnovu citogeneti¢kih
aberacija definisu pojedini entiteti AML, a takode se vrsi i stratifikacija bolesnika u grupe rizika (16).

Molekularna dijagnostika neophodna je u klasifikaciji AML na podtipove, stratifikaciji rizika i
odredivanju ciljnih molekula za ciljnu (engl. target) terapiju AML. Analiza molekularnih markera
uklucuje ispitivanje prisustva mutacija u genima, kao $to su: FLT3, IDH1 (izocitrat dehidrogenaza
1), IDH2, NPM1, CEBPA, DDX41 (engl. DEAD-box helicase 41), TP53 (tumorski protein p53),
ASXL1 (engl. ASXL transcriptional regulator 1), BCOR (engl. BCL6 corepressor), EZH2 (engl.
enhancer of zeste 2 polycomb repressive complex 2 subunit), RUNX1, SF3B1 (engl. splicing factor
3b subunit 1), SRSF2 (engl. serine and arginine rich splicing factor 2), STAG2 (engl. STAG2 cohesin
complex component), U2AF1 (engl. U2 small nuclear RNA auxiliary factor 1) i ZRSR2 (engl. zinc
finger CCCH-type, RNA binding motif and serine/arginine rich 2), uz odredivanje i prethodno
navedenih rekurentnih citogeneti¢kih aberacija, kao s§to su: PML::RARa (engl. promyelocityc
leukemia gene::retinoic acid receptor alpha), CBFB::MYH11 (engl. core-binding factor subunit
beta::myosin heavy chain 11), RUNX1::RUNX1T1 (engl. RUNX family transcription factor
1::RUNX1 Partner Transcriptional Co-Repressor 1), KMT2A i BCR::ABL1 (16).

Tabela 5. Rekurentne citogenetickih aberacije u AML (prema ELN klasifikaciji iz 2022). Adaptirano
prema Déhner H. i sar. (16).

APL sa 1(15;17)(q24.1,921.2)/PML::RARa

AML sa 1(8;21)(922;922.1)/RUNX1::RUNX1T1

AML sa inv(16)(p13.1922) ili 1(16;16)(p13.1;022)/CBFB::MYH11

AML sa t(9;11)(p21.3;923.3)/MLLT3::KMT2A

AML sa t(6;9)(p22.3;q34.1)/DEK::NUP214

AML sa inv(3)(g21.3926.2) ili t(3;3)(q21.3;q26.2)/GATA2, MECOM(EVI1)
AML sa drugim retkim rekurentnim translokacijama

AML sa mutiranim NPM1

AML sa in-frame mutacijom u bZIP domenu CEBPA (mono ili bialelska)
AML sa 1(9;22)(q34.1;011.2)/BCR::ABL1

Skracenice: ELN - Eurpoean LeukemiaNet, APL - akutna promijelocitna leukemija, PML::RARo. -
promyelocityc leukemia gene::retinoic acid receptor alpha, RUNX1::RUNX1T1 - RUNX family
transcription factor 1::RUNX1 Partner Transcriptional Co-Repressor 1, CBFB::MYH11 - core-
binding factor subunit beta::myosin heavy chain 11, MLLT3::KMT2A - MLLT3 super elongation
complex  subunit::lysine  methyltransferase  2C, DEK::NUP214 - DEK proto-
oncogene::nucleophorin214, GATA2, MECOM(EVI1) - GATA binding protein 2, MDS1 and EVI1
complex locus, NPM1 — nukleofozmin 1, bZIP- basic leucine-zipper 8, CEBPA - CCAAT enhancer
binding protein alpha, BCR::ABL1 - Breakpoint cluster region::Abelson murine leukaemia viral
oncogene homologue 1.

1.7. Citogeneti¢ko-molekularna obelezja bolesti i prognoza

Zasada najbolje predterapijske prediktore ishoda lecenja, u smislu postizanja kompletne remisije
(KR), duzine remisije, prezivljavanja bez bolesti (engl. disease-free survival, DFS), prezivlavanja bez
dogadaja (engl. event-free survuval, EFS) i OS kod odraslih bolesnika sa AML, predstavljaju kako
aberacije kariotipa tako i molekularni markeri poput mutacija u genima FLT3 i NPM1 (17). Naime,
na osnovu citogeneti¢kih i molekularnih markera, bolesnici sa AML se prema preporukama ELN-a
iz 2022. svrstavaju u tri grupe rizika (Tabela 6): 1) povoljnu, kod koje 65-70% bolesnika biva izle¢eno
samo hemioterapijom, 2) intermedijarnu - sa dugoro¢nim prezivljavanjem kod 40-50% bolesnika i 3)
nepovoljnu, kod koje samo 10-15% bolesnika prezivi dugoroéno bez primene alogene TMCH (16-
18).



Tabela 6. Stratifikacija rizika u AML prema citogenetickim i molekularnim aberacijama pri
dijagnozi (prema ELN 2022). Adaptirano prema Dohner H. i sar. (16).

Grupa rizika Citogeneticke/molekularne aberacije

* 1(8;21)(q22;q22.1)/RUNX1::RUNX1T1?
+ inv(16)(p13.1g22) or t(16;16)(p13.1;q22)/CBFB::MYH11!
» Mutacija NPM1? bez FLT3-ITD

* bZIP in-frame mutacija CEBPA

+ Mutirani NPM1%sa FLT3-ITD

* nemutirani NPM1sa FLT3-ITD

* 1(9;11)(p21.3;023.3)/MLLT3::KMT2A®

* Citogeneticke i/ili molekularne abnormalnosti koje nisu
klasifikovane kao povoljne ili nepovoljne

Povoljna

Intermedijarna
(srednji rizik)

Skracenice: ELN - Eurpoean LeukemiaNet, RUNX1::RUNX1T1 - RUNX family transcription factor
1::RUNX1 Partner Transcriptional Co-Repressor 1, CBFB::MYH11 - core-binding factor subunit
beta::myosin heavy chain 11, NPM1 — nukleofozmin 1, FLT3-ITD - fms related receptor tyrosine
kinase 3-inter tandem duplication, bZIP- basic leucine-zipper 8, CEBPA - CCAAT enhancer binding
protein alpha, MLLT3::KMT2A - MLLT3 super elongation complex subunit::lysine
methyltransferase 2C, DEK::NUP214 - DEK proto-oncogene::nucleophorin214, BCR::ABL1 -
Breakpoint cluster region::Abelson murine leukaemia viral oncogene homologue 1,
KAT6A::CREBBP - lysine acetyltransferase 6A::CREB binding protein, GATA2, MECOM(EVI1) -
GATA binding protein 2, MDS1 and EVI1 complex locus, ASXL1 — ASXL transcriptional regulator
1, BCOR - BCL6 corepressor, EZH2 - enhancer of zeste 2 polycomb repressive complex 2 subunit,
RUNX1 - RUNX family transcription factor 1, SF3B1 - splicing factor 3b subunit 1), SRSF2 - serine
and arginine rich splicing factor 2, STAG2 - STAG2 cohesin complex component, U2AF1 - U2 small
nuclear RNA auxiliary factor 1, ZRSR2 - zinc finger CCCH-type, RNA binding motif and
serine/arginine rich 2, TP53 — tumor supresor protein p53, KIT - KIT proto-oncogene, receptor
tyrosine kinase, CBF — core binding factor.
Napomene:

!Istovremena mutacija KIT i/ili FLT3 gena ne utie na promenu grupe rizika.

2AML sa NPM1 udruzenom sa nepovoljnim citogeneti¢kim aberacijama se svrstavaja u grupu nepovoljnog

rizika.

3Prisustvo t(9;11)(p21.3;q23.3) odreduje grupu riizika ¢ak iako je udruZen sa retkim nepovoljnim mutacijama.

41zuzev parcijalne tandem duplikacije (PTD) KMT2A.

SKompleksan kariotip: >3 nepovezanih genetickih aberacija u odsustvu aberacija koje definisu AML sa

rekurentnim geneti¢kim aberacijama; isklju¢uje se hiperdiploidan kariotip sa >3 trizomija (ili polizomija) bez

strukturnih aberacija.

®Monozomalni kariotip: >2 razli¢ite monozomije (izuzev gubitka X ili Y hromozoma), ili bar jedna monozomija

autozoma i bar jedna strukturna hromozomska aberacija (sem CBF-AML).

"Ukoliko se ovi markeri javljaju udruZeni sa gen. aberacijama povoljnog rizika, ne svrstavaju se u nepovoljan

rizik.

8Mutacija TP53 prisutna u 10% frakcija alela (mono- ili bialelska). Cesta sa kompleks. i monozomalnim

kariotipom.
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1.7.1. FLT3 mutacija

FLT3 je receptor tirozin kinaza, ¢iji je gen lociran na hromozomu 13q12. Ima vaznu ulogu u
prezivljavanju i proliferaciji hematopoeznih mati¢nih i progenitorskih celija. ReguliSe celijsku
proliferaciju i diferencijaciju zbog ¢ega konstitutivno aktiviran FLT3 protein promovise kontinuiranu
fosforilaciju Stat5 (engl. signal transducer and activator of transcription 5) signalnog puta, koja
dovodi do nekontrolisane proliferacije hematopoeznih ¢elija. Brojne studije su pokazale prisustvo
mutacije FLT3-ITD (interne tandemske duplikacije) u oko 30% obolelih od AML. Mutacija FLT3-
ITD povezana je sa losijom prognozom i hiperleukocitozom na prezentaciji, $to ukazuje da je ova
mutacija zasluzna za progresiju bolesti (1).

1.7.2. Mutacija NPM1

Mutacije nukleofozminl gena (NPM1) najcesce su steCene mutacije u AML (1). Falini i sar.
su opisali najées¢e mulacije u poslednjem egzonu NPM1 gena u de novo AML sa normalnim
kariotipom. Alteracija N terminalnog domena, dovodi do abnormalne citoplazmatske akumulacije
NPM1 fosfoproteina, §to se dokazuje kvatitativnim PCR-om (g-PCR) (19). Mutacije NPM1 gena
sre¢u se u 25-35 % AML odraslih i to kod 45-64 % AML sa normalnim kariotipom (1,3).
Nukleofozmin ima brojne uloge: 1. kodira fosfoprotein sa pleiotropnim ulogama, 2. stabilizacija
genoma i reparacija DNK, 3. endoribonukleazna aktivnost, 4. duplikacija centrozoma tokom ¢elijske
deobe, 5. regulacija ARF (CDKN2A, engl. cyclin dependent kinase inhibitor 2) - p53 tumor
supresorskog puta, 6. Saperon histona i 7. spre¢avanju apoptoze (1).

1.7.3. Mutacije CEBPA

CEBPA je klju¢ni transkripcioni faktor granulocitne diferencijacije. Mutacija ovog gena
dovodi do prekida diferencijacije granulocita. Mutiran CEBPA prisutan je u 15-20 % AML sa
normalnim kariotpiom. Pritom, su otkrivene dve glavne heterozigotne forme za mutirani CEBPA.
Najcesca je kombinacija mutacija N terminalnog kraja i bZIP mutacija. Kada su obe mutacije
prisutne, obi¢no su locirane na razli¢itim mutiranim alelima zbog ¢ega CEBPA wild-type protein nije
eksprimiran (1).

1.7.4. Stariji stratifikacioni sistemi grupa rizika
Pored najnovije stratifikacije rizika po ELN-u iz 2022. donedavno je koris¢en i stratifikacioni

sistem po ELN-u iz 2017 (3), prema kome su bolesnici sa FTL3-1TD mutacijom i odustvom NPM1
mutacije kategorizovani u visok rizik (Tabela 7).



Tabela 7. Stratifikacija rizika prema ELN 2017 Klasifikaciji. Adaptirano prema Déhner H. i sar (3)

t(8;21)(922;922.1); RUNX1-RUNX1T1

inv(16)(p13.1922) or t(16;16)(p13.1;922); CBFB-MYH11
Mutirani NPM1 bez FLT3-ITD ili sa FLT3-1TDnizak alelski odnos
Bialelno mutirani CEBPA

Povoljni

Mutirani NPM1 i FLT3-TDVisok alelni odnos

Nemutirani NPM1 bez FLT3-ITD ili sa FLT3-ITD"izak alelni odnos . o\ olinin aberacija)
t(9;11)(p21.3;23.3); MLLT3-KMT2A

Citogenetic¢ke aberacije koje nisu klasifikovane kao povoljne ili nepovoljne

Intermedijarni

t(6;9)(p23;q34.1); DEK-NUP214

t(v;11923.3); KMT2A rearanzman

t(9;22)(q34.1;q11.2); BCR-ABL1

inv(3)(g21.3926.2) or t(3;3)(q21.3;926.2); GATA2,MECOM(EVI1)
25 ili del(5q); 27; 217/abn(17p)

Kompleksan ili monozomalni kariotip

Nemutirani NPM1 sa FLT3-1TDVisokalelni odnos

Mutirani RUNX1

Mutirani ASXL1

Mutirani TP53

Nepovoljni

Napomena: alelski odnos — nizak <0,5, visok >0,5; odnos povrsina pod krivom FLT3-ITD i
nemutiranog FLT3. Skrac¢enice: ELN - Eurpoean LeukemiaNet, RUNX1::RUNXI1T1 - RUNX family
transcription factor 1::RUNX1 Partner Transcriptional Co-Repressor 1, CBFB::MYH11 - core-
binding factor subunit beta::myosin heavy chain 11, NPM1 —nukleofozmin 1, FLT3-ITD - fms related
receptor tyrosine kinase 3-inter tandem duplication, CEBPA - CCAAT enhancer binding protein
alpha, MLLT3::KMT2A - MLLT3 super elongation complex subunit::lysine methyltransferase 2C,
DEK::NUP214 - DEK proto-oncogene::nucleophorin214, BCR::ABL1 - Breakpoint cluster
region::Abelson murine leukaemia viral oncogene homologue 1, GATA2, MECOM(EVI1) - GATA
binding protein 2, MDS1 and EVI1 complex locus, RUNX1 - RUNX family transcription factor 1,
ASXL1 — ASXL transcriptional regulator 1, TP53 — tumor supresor protein p53
Takode, jos starija britanska stratifikacija rizika - MRC-C (engl. UK Medical Research

Council - Classification) (20).

1.8. Klasifikacije AML
Brojne klasifikacije AML su u upotrebi, naves¢emo najznacajnije.
1.8.1 Citolosko-morfoloska klasifikacija

Na osnovu citoloskih karakteristika blasta, bolesnici se svrstavaju u jednu od 7 kategorija po
FAB (Francusko-Americko-Britinskoj) klasifikaciji (21) (Dijagram 2).

Tabela 8. Francusko-Americ¢ko-Britanska (FAB) klasifikacija akutne mijeloidne leukemije (AML).
Adaptirano prema Bennet-u i sar. (21).

FAB Klasifikacija
M1 | AML sa minimalnom diferencijacijom
M2 | AML bez sazrevanja
M3 | AML sa sazrevanjem
M4 | Ak. promijelocitna leukemija
M5 | Ak. mijelomonocitna leukemija
M6 | Ak. eritroleukemija
M7 | Ak. megakarioblastna leukemija
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1.8.2. Klasifikacija prema Svetskoj zdravstvenoj organizaciji (SZ0O) iz 2022

Prethodna morfoloska klasifikacija FAB grupe, zamenjena je klasifikacijama SZO 2008,
potom 2016. i 2022. godine, kada je poslednji put revidirana. Brojne revizije klasifikacija AML su
posledica sve boljeg razumevanja biologije AML, otkrivanja novih prognoznih markera i novih
terapijskih modaliteta u AML (22).

U odnosu na prethodnu Klasifikaciju SZO iz 2016. (23), u poslednjoj kalasifikaciji iz 2022.
(22) promenjene su grani¢ne vrednosti procenata blasta neophodnih za dijagnozu u odnosu na
prisustvo ili odsustvo rekurentnih citogenetickih aberacija. Takode, uvedeni su novi geneticko-
molekularni entiteti AML, kao §to su AML sa rearanzmanima KMT2A (lizin metiltransferaza 2C),
MECOM (EVI1) (engl. MDS1 and EVI1 complex locus) i sa NUP98 (engl. nucleoporin 98 and 96
precursor) rearanzmanom (Khoyuri). S obzirom na veéi znacaj aberacija kariotipa i molekularnih
markera u AML u odnosu na anamnesti¢ke podatke (therapy related AML, sekundarne AML nastale
na terenu prethog MDS-a ili MPN-a; nasledna osnova AML) na ispoljavanje bolesti i ishode lecenja,
geneti¢ko-molekularnim aberacijama dat je primat u klasifikaciji podtipova AML. Sa druge strane,
predispozicioni faktori (therapy-related, raniji MDS, MPN, sa naslednom osnovom), postali su
dijagnosticki kvalifikatori (obelezja) AML, ali ne i posebni podtipovi AML (22). Kod bolesnika bez
specifi¢ne citogeneticko-molekularne aberacije klasifikacija je sprovedena prema diferencijaciji
leukemijskih blasta, ranija NOS (engl. non otherwise specified) grupa (22). U Tabeli 9. prikazana je
najnovija SZO Kilasifikacija AML.

Tabela 9. SZO klasifikacija AML iz 2022. Adaprirano prema Khoury JD. i sar (22)

AML definisana prema citogenetickim AML definisna prema stepenu
aberacijama diferencijacije blasta

APL (PML::RARa fuzija) Minimalno diferenovana
AML sa RUNX1::RUNXI1T1 Bez sazrevanja
AML sa CBFB::MYH11 Sa sazrevanjem
AML sa DEK::NUP214 Akutna bazofilna leukemija
AML sa RBM15::MRTFA Akutna mijelomonocitna leukemija
AML sa BCR::ABL1 Akutna monoblastna/monocitna leukemija
AML sa KMT2A rearanzmanom Akutna eritroleukemija
AML sa MECOM rearanzmanom Akutna megakarioblastna leukemija
AML sa NUP98 rearanzmanom
AML sa mutiranim NPM1
AML sa mutiranim CEBPA
AML nastala progresijom ranijeg MDS-a
AML sa drugim definisanim aberacijama kariotipa

Skracenice: AML — akutna mijeloidna leukemija, APL — akutna promijelocitna leukemija,
PML::RARa - promyelocityc leukemia gene::retinoic acid receptor alpha, RUNX1::RUNX1T1 -
RUNX family transcription factor 1::RUNX1 Partner Transcriptional Co-Repressor 1,
CBFB::MYH11 - core-binding factor subunit beta::myosin heavy chain 11, DEK::NUP214 - DEK
proto-oncogene::nucleophorin214, RBM15::MRTFA - RNA binding motif protein 15::myocardin
related transcription factor, BCR::ABL1 - Breakpoint cluster region::Abelson murine leukaemia
viral oncogene homologue 1, KMT2A — lizin metiltransferaza 2C, MECOM(EVI1) - MDS1 and EVI1
complex locus, NUP98 - nucleoporin 98 and 96 precursor, NPM1 — nukleofozmin 1, CEBPA -
CCAAT enhancer binding protein alpha, MDS — mijelodisplazni sindrom



1.9. Dva genoma obolelih od AML

Bolesnika sa AML karakterise dvostruki genom: konstitucionalni, prisutan u svim ¢elijama sem
leukemijskim i genom leukemijskih ¢elija, koji sadrzi steCene, somatske mutacije i koji evoluira u
toku bolesti (24). Postepeno sticanje somatskih mutacija u maticnim i progenitorskim celijama
hematopoeze, koje imaju moguénost samoobnavljanja, smatra se klju¢nim korakom u leukemogenezi
(16). Pritom, varijante (polimorfizmi) konstitucionalnog genoma, imaju zna¢ajnu ulogu u modulaciji
distribucije i matabolizma lekova, sa posledicnim uticajem na efikasnost i nezeljene efekte
hemioterapeutika, koji se koriste u lecenju AML. Sa druge strane, genom leukemijskog klona smatra
se odgovornim za rezistenciju tumora na terapiju (24).

1.10. Farmakogenetika, farmakotranskriptomika i personalizovana medicina

Oblast farmakogenetike ispituje uticaje genetickih polimorfizama (varijanti) na odgovor
bolesnika na odredeni lek. Farmakotranskriptomika, sa druge strane, ispituje znacaj varijacija u
transkriptomu, ukupnoj ribonukleinkoj kiselini (RNK), tj. ekspresiji ogredenih gena, na odgovor
bolesnika na odredeni lek. Obe oblasti su komplementarne i obe se bave izuCavanjem uticaja
genetickih varijanti, kako na farmarmakokinetiku — apsorpciju, distribuciju, metabolizam i
eliminaciju leka, ali i na farmakodinamiku, u smislu efikasnosti leka, ali i nezeljenih dejstava lekova
u bolesnika, kod kojih je odredena terapija primenjena. Obe naucne oblasti imaju za cilj razvoj
efikasnijih i bezbednijih terapijskih protokola, ali i pronalazenja novih ciljnih molekula, krojenih po
,»genetickoj meri”’ pojedinca, time predstavljaju preduslov u razvoju personalizovane medicine
(25,26).

Informacije dobijenr istrazivanjima objedinjuje Konzorcijum implementacije klinicke
farmakogenetike (engl. Clinical Pharmacogenetics Implementation Consortium - CPIC) (27), u
kome su u trenutku pisanja teze registrovane 518 interakcije izmedu lekova i gena. Devedeset devet
od navedenih interakcija, koje uklju¢uju 23 gena i 82 leka, imaju najveci stepen dokaza i ukljuéeni
Su u vodice za propisivanje lekova. Ova 82 leka predstavlja mali udeo u ukupnom broju lekova
odobrenih za primenu u humanoj populaciji, ali predstavljaju znacajan udeo u propisanoj terapiji,
Naime, 35-65% populacije je izlozeno ovim lekovima sa farmakogenetickom oznakom (26).

Odgovor na lek
Neurotoksicnost
(citarabin)

== Enzimska reakcija
== Povecan fluks

== Smanijen fluks
"= O Metabolit
< * Geneticka varijanta

£ Lek
Kardiotoksi¢nost
(antraciklini)

Metabolom

/ Proteom

/I'ranskriptom
Genom i
Epigenom

Dijagram 3. Shematski prizaz oblasti istrazivanja raznih ,,omika’’ i zbirnog uticaja na odredenog
bolesnika. Preuzeto i adaptirano prema Auwerx i sar (26).

Mijelosupresija
(citarabin,
antraciklini)
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1.11. Lecenje AML

Standard le¢enja AML, osim akutne promijelocitne leukemije (APL), u poslednjih Cetrdeset
godina, predstavlja kombinacija nukleozidnog analoga citarabina i antraciklina (daunorubicina ili
idarubicina) u okviru indukcione kure hemioterapije ,,7+3”’. Uprkos visokoj stopi postizanja remisije,
koja se krec¢e od 60-80% kod bolesnika mladih od 60 godina i od 40 do 60% kod starijih od 60 godina
(3), petogodisnje ukupno prezivlajvanje (overall survival - OS) je < 50% kod mladih i < 20% kod
starijih od 60 godina (17, 28). Postremisiono leCenje se bazira na primeni tri ciklusa intermedijarnih
ili visokih doza citarabina i na transplantaciji mati¢ne ¢elije hematopoeze (TMCH) u odabranih
bolesnika (16). Kod bolensika ¢ije leukemijske Celije ekspirmiraju odredene ,target’” molekule, uz
standardnu terapiju, moze biti primenjena i ciljana (engl. target) terapija, u vidu FLT3 inhibitora ili
anti-CD33 monoklonskih antitela (16). Medutim, polovina bolesnika u kasnijem toku bolesti
relapsira, prvenstveno zbog izostanka eliminacije MRB. Takode, odredeni broj bolesnika egzitira
usled toksi¢nosti hemioterapije, primarno refraktarne bolesti ili relapsa. Nepovoljni ishodi lecenja
kod bolesnika sa AML, delom, mogu biti objasnjeni varijabilitetom u genima koji enkodiraju proteine
ukljucene u metabolicke puteve citarabina i antraciklina.

1.11.1. Citarabin

Citarabin (citozin arabinozid, ara-C), sintetisan 1959. godine, nezaobilazni je citostatik
protokola za leCenje AML. Aktivna forma citarabin-trifosfat, svoj antileukemijski efekat ostvaruje
spreCavanjem pretvaranja citidilata u 2’deoksicitidilat, neophodnog u sintezi dezoksiribonukleinske
kiseline (DNK), njegovom inkorporacijiom u molekule DNK i RNK, kao i na inhibiciji DNK zavisne
polimeraze (17).

NH,

Dijagram 4. Hemijska struktura citarabina

1.11.1.1. Transport citarabina u ¢eliju

Citarabin u standardim dozama koje se primenjuju u indukciji, 100-200mg/m? i.v. tokom
sedam dana u okviru protokola ,,7+3”, postize koncentracije u plazmi <1 uM, zbog ¢ega je glavni put
ulaska (>80%) u leukemijske celije putem nukleozidnog transportera SLC29A1 (engl. solute carrier
family 29 member 1), koji se naziva jo$ i hENT (eng. humanequilibrative nucleoside transporter) (18,
28). Medutim, pri veéim dozama citarabina od 1-2g/m? i.v./dan tokom tri dana, koje se primenjuju u
kurama konsolidacije, postizu se koncentracije u plazmi >10 pM, §to omogucava da citarabin
slobodno difunduje u leukemijsku ¢eliju, nezavisno od nukleozidnog transportera (18,28).

1.11.1.2. Metabolicki put citarabina u ¢eliji

Ulaskom u ¢eliju, citarabin ulazi u metabolicki put, kao i ostali nukleotidni analozi.
Intracelularno, citarabin se aktivira u kaskadnom procesu sto rezultira nastankom citarabin-trifosfata.
Prvi u nizu i ograni¢avajuéi korak aktivacije posredovan je enzimom deoksicitidin-kinaza (DCK),
koji konvertuje citarabin u citarabin-monofosfat. Potom, pomoc¢u enzima deoksicitidilat kinaze
(citidin monofosfat kinaze — CMPK) u citarabin-difosfat i kona¢no u nukleozidni analog citarabin-
trifosfat, pomocu nukleozid difosfat kinaze (NDPK). Terapijski efekat citarabina direktno je
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srazmeran intracelularnoj koncentraciji citarabin-trifosfata (5r3). Inaktivacija citarabina se odvija bilo
putem uklanjanja aminogrupe deaminazama ili putem defosforilacije (u izvorni citarabin)
5’nukleotidazama (17).

ara-C
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Dijaram 5. Metabolicki put citarabina. Preuzeto i adaptirano prema Emadi A. i sar. (17).

Skracéenice: ara-C — citarabin, hENT1 (engl. human nucleoside transporter 1), DCK — deoksicitidin
kinaza, CMPK1 - citidin monofosfat kinaza 1, NDPK - nukleozid difosfat kinaza, ara-CMP —
citarabin monofosfat, ara-CDP — citarabin difosfat, ara-CTP — citarabin trifosfat, CDA — citidin
deaminaza, DCTD — deoksicitidin fosfat deaminaza, ara-C — uracil arabinozid, ara-UMP — uracil
arabinozid monofosfat

1.11.1.3. Farmakogeneticki markeri citarabina

Polimorfizmi ili varijante, engl. single nucleotide variants / polymorphisms (SNV ili
SNP), u genima SLC29A1 rs9394992 i DCK rs12648166 pokazale su povezanost sa rizikom za razvoj,
ali 1 klinickim ishodima lec¢enja u drugim malignitetima (18). Naime, u de¢joj akutnoj limfoblastnoj
leukemiji polimorfizam rs12648166 DCK, bio je udruzen sa 2,6 puta veCom Sansom sa razvoj
hematoloskih tokis¢nosti tokom primene citarabina (29), dok je u pacijenta sa kancerom pankreasa,
lecenih nukleotidnim analogom gemcitabinom, AA genotip rs12648166 DCK, je bio udruzen sa
duzim DFS i OS (30), dok je CT genotip SLC29A1 rs9394992 bio udruzen sa veéim rizikom od
neutropenije gradusa 3 i 4 (31). Imajuci u vidu znacaj ovih gena u mehanizmu dejstva nukleotidnog
analoga citarabina, naveni polimorfizmi mogli bi biti potencijalni farmakogeneticki markeri i u AML.
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Dijagram 6. Pozicija SCL29A1 gena na hromozomu 6 (obeleZena crvenom crticom). Preuzeto
putem GenelLoc-a (32).
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Dijagram 7. Pozicija DCK gena na hromozomu 4 (obelezena crvenom crticom). Preuzeto putem
GeneLoc-a (32).
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1.11.2. Antraciklini

Antraciklini (daunorubicin i idarubicin) se, od Sezdesetih godina XX veka, koriste u
standardoj terapiji AML. Svoje antileukemijsko dejstvo ostvaruju interkalacijom u heliks DNK,
sprecavanjem replikacije DNK usled inhibicije enzima topoizomeraze II, kao i produkcijom
reaktivnih Kiseonickih radikala (17).

NH, :

Idarubicin Daunorubicin

Dijagram 8. Hemijska struktura antraciklina

1.11.2.1. Efluks antraciklina i ABC transporteri

Superfamiliju transportnih proteina ABC (engl. adenosine triphosphate-binding cassette)
¢ine nekoliko pumpi koje imaju klju¢nu ulogu u efluksu antraciklina iz leukemijskih ¢elija. ABCB1
gen lociran je na hromozomu 7¢g21.31 i enkodira P-gp, glikoprotein od 120 kb, koji se naziva i
ABCBI, jedan od najvise izu¢avanih gena u AML. ABCBI je efluksna pumpa, koja transportuje
Stetne supstance iz Celije (33,34). Promenom intracelularne koncentracije lekova ABCBI utice i na
toksi¢nost i na rezistenciju leukemijskih ¢elija na antracikline. U ranijim istrazivanjima pokazana je
povezanost minornih alela SNV u ovom genu - ABCB1 rs20132582, ¢.2677G > T/A, sa smanjenom
funkcijom pumpe (35), posledi¢no izrazenijoj toksi¢nosti antraciklina, ali i vecoj stopi KR u bolesnika
sa AML (36).
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Dijagram 9. Pozicija ABCB1 gena na hromozomu 7 (obelezena crvenom crticom). Preuzeto putem
GeneLoc-a (32).
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Dijagram 10. Mehanizam dejstva antraciklina. Adaptirano prema Megias Vericat JE. i sar. (35).
Skracenice: ANT — antraciklin, SLCO1B1 - solute carrier organic anion transporter family member
1B1, SLC22A16 - solute carrier family 22 member 16, SLC28A3 - solute carrier family 28 member
3, ABCBL1 — ATP binding cassette subfamily B member 1 (p-glikoprotein), ABCC1 i ABCC2 - ATP
binding cassette subfamily C member 1i 2, ABCG2 - ATP binding cassette subfamily G member 2,
GST - glutation-S transferaze, SOD1 — superoksid dizmutaza 1, CAT — katalaza, GPX1 — glutation
preroksidaza 1, RKR — reaktivni kiseoni¢ni radikali, XDH — ksantin dehidrogenaza, NQO1 - NADPH
hinon dehidrogenaza 1, NOS1,2 i 3 — azot oksid sintetaza 1,2 i 3, NDUFS - NADH dehidrogenaza
[ubihinon] Fe-S, CBR1 i 3 — karbonil reduktaza 1 i 3, AKR1A1 i C3 — aldoketo reduktaza familija 1,
¢lan Al i C3, ANTol — sekundarni alkohol (daunorubicinol/idarubicinol), POR — P450
oksidoreduktaza, TOP2A — topoizomeraza 2 A

1.11.2.2. Glutation S-transferaze (GST)

Citosolna familija glutation S-transferaza (GST) obuhvata sedam klasa, od kojih su
najvise izucavane klase alfa, mi, pi i teta (A, M, P, T). GST, enzimi faze Il, su glavni intracelularni
detokisifkatori, koji svoje dejstvo ostvaruju bilo direkthom konjugacijom glutationa sa
ksenobiotikom ili neutralizacijom reaktivnih kiseonickih i drugih radikala, koje stvaraju citotoksi¢ni
lekovi (35,37,38). Delecije (nulti genotipovi) gena GSTM1 i GSTT1 su odgovorne za odsustvo
enzimske aktivnosti, §to moze biti uzrok povecane toksi¢nosti antraciklina u pacijenata sa AML, a
povezane su i sa inferiornim odgovorom na terapiju i kra¢im OS (35,37).
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Dijagram 11. Pozicija GSTM1 gena na hromozomu 1 (obeleZena crvenom crticom). Preuzeto putem
GenelLoc-a (32).
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Dijagram 12. Pozicija GSTT1 gena na hromozomu 22 (obelezena crvenom crticom). Preuzeto
putem GenelLoc-a (32).

1.11.2.3. Farmakogeneticki markeri antraciklina

Potencijalni kandidati za farmakogeneticke markere antraciklina mogli bi biti
polimorfizmi u genima koji kodiraju efluksne pumpe (ABC), a koje utiCu na intracelularnu
koncentraciju antraciklina (ABCB1 rs20132582, ¢.2677G >T/A) ili u genima koji kodiraju enzime
zaduzene za detoksifikaciju (GST) reaktivnih kiseonickih radikala stvorenih dejstvom antraciklina
(nulti i ne-nulti genotipovi GSTM1 i GSTT1).

1.12. Refraktarnost na le¢enje AML

Hemiorezistencija predstavlja glavni uzrok neuspeha le¢enja AML, kao inicijalnog, tako i leCenja
relapsa bolesti. Rezistencija na lekove koji se koriste u le¢enju AML (eng. Multi Drug Resistance,
MDR) je geneticki determinisana (39,40). Dva osnovna mehanizma odgovornih za hemiorezistenciju
u terapiji hematoloskih maligniteta, jesu: 1) transportna, odnosno pumpna rezistencija, koja je
odredena poviSenom ekspresijom proteina efluksnih pumpi i 2) apoptotska rezistencija, koja je
odredena povisenom aktivno$¢u antiapoptotskog sistema (41-43).

1.12.1. Transportna rezistencija u AML

Povecéana ekspresija gena ABCB1, koji kodira efluks pumpu antraciklina (P-gp, ABCBL1)
smatra se nezavisnim prediktorom razvoja MDR-a u AML (44). Takode, pokazana je uloga P-gp u
inhibiciji apoptoze u AML, modulacijom puta sfingomijelin-ceramida (44).

1.12.2. Apoptoza i apoptotska rezistencija u AML

Jedno od glavnih obelezja leukemijskih ¢elija je smanjena ili odsutna apoptoza (45). Apoptoza
predstavlja fizioloSki proces samoodstranjivanja ¢elija u cilju odrzavanja homeostaze tkiva i
organizma u celini. Ovaj mehanizam programirane ¢elijske smrti posebno je bitan u tkivima koja se
fizioloSki ubrzano dele, kao Sto je hematopoezno. U normalnim uslovima, odredeni stresori (npr.
ostecenje tkiva, ostarelost ¢elije) mogu pokrenuti ovaj proces. Medutim, ove signale stresa mogu
nadvladati antiapoptotski faktori, kao §to je povecana ekspresija BCL2 (engl. B-cell lymphoma 2) u
leukemijskim ¢elijama. Takode, pored gore navedenih, mehanizmi hemioterapeutika koji se koriste
u leCenju AML podrazumevaju i pokretanje apoptoze, kao bitnog antileukemijskog efekta (46).
Imajudi u vidu navedeno, analiza obrazaca ekspresije Cinilaca uklju¢enih u proces apoptoze bi mogla
objasniti pojavu hemiorezistencije u AML.

Proces apoptoze kontroliSu dva posebna puta, unutrasnji i spoljni, koji se medusobno
nadovezuju. Unutra$nji put apotpoze je pod kontrolom familije proteina BCL2, koju ¢ine: pro-
apoptotski (BAX i BAK) i antiapoptotski proteini (BCL2, BCL-XL, MCL1) (47). Povecana
ekspresija gena BCL2 pokazana je u svim fazama razvoja AML — na dijagnozi, u relapsu i tokom
nastanka rezistencije na hemioterapiju. Takode, povecana ekspresija BCL2 povezana je sa
nepostizanjem KR i kra¢im OS kod obolelih od AML (48,49). Navedene osobine BCL2 dovele su i
do razvoja BCL2 inhibitora. Proapoptotski BAX (engl. BCL2-associated X) transkripciono je
aktiviran od strane tumor supresorskog gena p53. Ekspresija BAX-a je klju¢na u zavr$nim koracima
apoptoze i dovodi do oslobadanja citohroma ¢ iz mitohondrija i posledi¢ne smrti ¢elije (50). Neke
studije su pokazale da je povecana ekspresija BAX-a dobar prognozni maker u AML (51,52), dok
druge to nisu potvrdile (53-55).
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Dijagram 13. Pozicija BCL2 gena na hromozomu 18 (obeleZena crvenom crticom). Preuzeto putem
GeneLoc-a (32).
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Dijagram 14. Pozicija BAX gena na hromozomu 19 (obelezena crvenom crticom). Preuzeto putem
GenelLoc-a (32).

Imajuci u vidu literaturnu nekonzistentnost pojedina¢nih uticaja ekspresije BCL2 i BAX-a na
prognozu AML, a budu¢i da BCL2 i BAX medusobnim povezivanjem formiraju heterodimere i koji
u tom obliku reguliSu proces apoptoze, istrazivaci su konstruisali BAX/BCL2 odnos (43,52). Naime,
studija Del Poete G. i sar. (52) pokazala je dobar prognozni potencijal ovog odnosa, dok je u studiji
Kornblau SM i sar. (53) ovaj prognozni potencijal zavisio od citogeneti¢kog rizika bolesti.

1.12.3. Farmakotranskripcioni markeri u AML

Analiza ekspresije gena BCL2 i BAX-a, njihovog odnosa BAX/BCL2, kao i ekspresije gena
glavne efluks pumpe antraciklina ABCB1 u leukemijskim ¢elijama pacijenata obolelih od AML, moze
biti osnova za procenu njihovog znacaja u razvoju apoptotske, odnosno pumpne rezistencije na
hemioterapiju, kao i njihovog potencijala da postanu farmakotranskripcioni markeri u AML.
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2. Ciljevi istrazivanja

Bili su slede¢i:
1. Utvrdivanje uticaja prisustva polimorfizama u genima SLC29A1, DCK, ABCB1, GSTM1 i
GSTT1, kao i ekspresije ABCB1, BCL2 i BAX gena na:

(@)

O
O
O
O

Stopu i duzinu KR,

Stopu rane (indukcione) smrtnosti (engl. early death, ED),
Stopu primarne refraktarnosti

Stopu relapsa i duzinu perioda do pojave relapsa i
Prezivljavanje: DFS, EFS i OS.

2. Utvrdivanje povezanosti polimorfizama u genima SLC29A1, DCK, ABCB1, GSTM1 i
GSTT1, kao i ekspresije ABCB1, BCL2 i BAX gena, sa jedne strane i drugih prognostickih
markera:

O

O O O O O O O

Godina starosti

Pola

Klinicke prezentacije bolesti

Parametara krvne slike

Biohemijskih parametrara

Citoloskog

Imunofenotipskog i

Citogeneticko-molekularnog tipa bolesti, sa druge strane.
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3. Materijal i metode

3.1. Dizajn studije
Kohortna studija
3.2. Studijska populacija, mesto i period istrazivanja

U ovu kohortnu studiju uklju€en je 121 odrasli novodijagnostikovani bolesnik sa AML, osim
akutne promijelocitne leukemije (APL), kod koga je dijagnoza postavljena u periodu od januara 2015.
do januara 2018. u Klinici za hematologiju Univezitetskog klini¢kog centra Srbije (UKCS), le¢enih
indukcionom kurom hemioterapije ,,7+3“ i konsolidacionom hemioterapijom u vidu tri ciklusa
(visokih i intermedijarnih doza citarabina) i TMCH u odabranih bolesnika.

Sve molekularno-geneti¢ke analize, uzete na dijagnozi bolesti, sprovedene su u Laboratoriji za
molekularnu biomedicinu pri Institutu za molekularnu genetiku 1 geneti¢ko inzenjerstvo (IMGGI), u
sklopu Projekta Ministarstva prosvete, nauke 1 tehnoloSkog razvoja Republike Srbije pod brojem
11141004, potprojekat 4, pod rukovodstvom dr sc. Sonja Pavlovi¢, nau¢ni savetnik. Odlukom Eti¢kog
odbora Klinickog centra Srbije (KCS) (br. 1435/10), od dana 08.09.2011. odobrena su istrazivanja u
okviru ovog projekta. Ostale analize sprovedene su u odgovaraju¢im laboratorijama UKCS, 1 to:
laboratoriji za citologiju (krvna slika sa razmazom krvi i citomorfoloskim pregledom mijelograma),
laboratoriji za imunofenotipizaciju (imunofenotip ¢elija koStane srzi i likvora) i laboratoriji za
citogenetiku i molekularnu genetiku Klinike za hematologiju (kariotip, FL3-ITD i NPM1), kao i u
Centru za medicinsku biohemiju - sluzba za klini¢ku laboratorijsku dijagnostiku UKCS (biohemijske
analize seruma). Napomena: u trenutku pisanja doktorske teze ime ustanove KCS je promenjeno u
UKCS (,,SI. glasnik RS", br. 5/2021 od 22.1.2021). Oba naziva se odnose na istu ustanovu i kliniku
gde su istrazivanja sprovedena i u tekstu Teze imaju ekvivalentno znacenje.

Dijagnoza AML postavljena je na osnovu klinicke slike, analize razmaza periferne krvi,
mijelograma, imunofenotipizacije ¢elija kostane srzi kao i citogeneticko-molekularne analize
mononukleara iz kostane srzi a u skladu sa preporukama SZO iz 2022 (22). Analiza likvora
sprovodena je kod bolesnika sa faktorima rizika za infiltraciju centralnog nervnog sistema (CNS-a),
prema preporukama NCCN (engl. National Comprehensive Cancer Network) (56,57), ELN (3,58) i
,, Vodica za dijagnostiku i lecenje akutnih leukemija, Klinike za hematologiju, KC Srbije iz 2015,
Prisutni neuroloski simptomi i znaci (u odsustvu mass lezija ili krvarenja na nuklearnoj magnetnoj
rezonanciji/kompjuterizovanoj tomografiji endokranijuma)

o Bez neurosimptoma kod:

AML sa mijelomonocitnom i monocitnom diferencijacijom
FLT3-ITD/TKD+

Le>30x10%I na dijagnozi

Organomegalija ili ekstramedularne AML

Kariotip: inv16/t(16;16), t(8;21)

AML/CD56+

LDH> 1000 J/1

Kod kandidata za TMCH

Refraktarna bolest

0O O OO0 O OO0 0 Oo

3.3. Selekcija ispitanika

U Klinici za hematologiju UKCS godiSnje se dijagnostikuje oko 100 bolesnika sa AML svih
starosnih grupa, od kojih su 50% kandidati za intenzivno leCenje. S obzirom da izraCunati uzorak za
a gresku od 5% i snagu studije od 80%, iznosi 249 bolesnika, a na osnovu godiSnje frekvencije
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bolesnika, u Klinici za hematologiju, nije moguce lako dostignuti ovaj uzorak, odlucili smo se za tzv.
prigodni uzorak od oko 100 bolesnika.

Inkluzioni kriterijumi bili su:

o Starost 18-62 godine,

o Novodijagnostikovana AML, ukljucujuéi i one nastale iz mijelodisplaznog sindroma
(MDS) ili mijeloproliferativne neoplazme (MPN) ili posle citotoksi¢ne terapije (engl.
therapy-reletad AML)

o Procena opsteg funkcionalnog stanja ,,ECOG PS’’ (engl. Eastern Cooperative Oncology
Group, Performance Status) skalom <2 (59)

o Indeks komorbiditeta - ,,HCT-CI skor’’ (engl. Hematopoietic cell transplantation -
specific comorbidity index) <3 (60)

o Leceni indukcionom kurom "3+7" 1 sa tri konsolidacione kure ara-C u
intermedijarnim/visokim dozama, sa ili bez TMCH, Pritom, primena prethodne
citoreduktivne terapije — hidroksiureom ili merkaptopurinom nije bila kriterijum za
iskljucenje).

Ekskluzioni kriterijumi bili su:

Mladi od 18 i stariji od 62 godine

Dijagnoza APL

ECOG PS >2

HCT CI >3

Relaps AML

Bilo koja druga indukciona kura osim ,,3+7" ili bilo koji drugi konsolidacioni ciklus osim
intermedijarnih/visokih doza ara-C.

0O O O O O O

Minimalna duzina prac¢enja u studiji bila je dve godine.

3.4. Kontrolna grupa

U analizama ekspresije gena, koriS¢eni su mononukleari kostane srzi, dobijeni od 14 zdravih
kontrola — donora mati¢ne ¢elije hematopoeze.

3.5. Eticki aspekti istrazivanja

Svi bolesnici, uklju€eni u studiju, svojeru¢nim potpisom su potvrdili pristanak za izvodenje
dijagnostickih procedura. Istrazivanje je sprovedeno u skladu sa etiCkim principima sadrzanim u
Helsinskoj deklaraciji Svetske medicinske asocijacije (dopunjena verzija iz 2013) (61). Eticki
komitet KCS dao je odobrenje za istrazivanja, pod brojem 110/11 od 23.5.2019.

3.6. Materijal

Sve molekularne i geneticke analize u okviru ove doktorske teze sprovedene su na bioloSkom
materijalu (aspirat koStane srzi i bris bukalne sluzokoze), uzetom rutinski pri dijagnozi bolesti koji je
cuvan u biobanci IMGGI.
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3.7. Klinicke karakteristike 1 osnovna hematoloska ispitivanja

Kod svih bolesnika na dijagnozi zabeleZena su osnovne demografske i klini¢ke karakteristike
kao i karakteristike AML:
o Pol
Starost
Prisustvo uvec¢anih limfonodusa (limfadenopatija)
Prisustvo uvecane jetre ili slezine (hepato/splenomegalija)
Prisustvo bilo kog tipa krvarenja (koza, sluzokoze, organsko)
Hiperplazija gingiva
Prisustvo infiltracije CNS-a
Broj leukocita
Vrednost hemoglobina
Broj trombocita
Laktat dehidrogenaza (LDH) u serumu
Procenat blasta u koStanoj srzi
Procenat blasta u perifernoj krvi
FAB podtip

O O OO OO O O0OO0OO0oOO0o0OO0OOo

3.8. Analiza parametara krvne slike

Kompletna krvna slika (vrednost hemoglobina, broja leukocita i trombocita, kao i automatska
leukocitarna formula) uradena je na Coulter-ovom brojacu (Coulter S plus VI, Coulter Electronics,
Krefeld, Nemacka). Citomorfoloska analiza razmaza periferne krvi (sa procentom blasta) radena je
ru¢nim brojanjem razmaza krvi bojenim po metodu May-Griinwald Giemsa (MGG).

3.9. Biohemijske analize

Na dijagnozi uzete su i kompletne biohemijske analize, a u istrazivanju pratili smo vrednost LDH
u serumu, koja je odredena spektrofotometrijski.

3.10. Citomorfoloska analiza mijelograma

Aspirat koStane srzi dobijen je punkcionom aspiracijom sternuma ili kriste ilijacne kosti.
Sproveden je citomorfoloski pregled aspirata koStane srzi (mijelograma), nakon bojenja po metodi
MGG i dopunskim bojenjima na mijeloperoksidazu, sudan crnim B, periodic acid-schiff i na
nespecifi¢nu esterazu, a nakon prebrojanih 500 ¢elija sa jedrom. Na osnovu pregleda odredivan je
procenat blasta. Citohemijskim bojenjima definisani su morfologija, linijska pripadnost, stepen
celularnosti 1 zrelosti ¢elija koStane srzi. Na osnuvu morfoloskih kriterijuma bolesnici su razvrstani
prema FAB klasifikaciji (21).

3.11. Imunofenotipizacija ¢elija koStane srzi metodom protoc¢ne citometrije

Predterapijska analiza ¢elija koStane srzi kod 121 novootkrivenog ispitanika sa AML sprovedena
je metodom imunofenotipizacije multiparametarskom proto¢nom citometrijom (MPC).

Obrada i analiza uzoraka sprovedena je prema zvani¢nim smernicama (62,63). Postpunkcioni
uzorci kostane srzi skupljani su u epruvetama sa Kz etilen diamin tetra sir¢etnom kiselinom (EDTA)
ili K2EDTA (Becton Dickinson). Hemocitometrom je odredivana koncentracija ¢elija. Koncentracija
éelija odredivala je dalji postupak: 1) kod 1-10x10° ¢el/ml — obelezavani su nerazblazeni uzorci u
alikvotima od sto mikrolitara, a 2) >10x10%el/ml — uzorci su razblazeni rastvorom dvopostotnog
fetalnog govedeg seruma (,,FBS — fetal bovine serum’’) / 0,01% natrijum azida (NaNs) / fosfatom
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puferisanog natrijum hlorida (,,PBS — phosphate bufered saline’’) pH 7,2, do postizanja razblazenja
sa 10x10° ¢elija/ml.

3.11.1. Monospecifi¢na antitela

antitelima (MoAt) specificnim za antigene humanih leukocita (Ag), prema zvani¢nim smernicama
(63,64) i preporukama proizvodaca (Tabela 10). MoAt, koriS¢ena u ovoj tezi, bila su konjugati
antitela i odredene fluoroscentne boje (,,FITC’’ (fluorescein izocijanat), ,,PE’’ (fikoeritrin), ,,PerCP*’
(peridinhlorofil profein) ili ,,APC’’ (alofikocijanin)). Proizvodac¢i MoAt bili su: , Invitrogen”’,
Sjedinjene Americke Drzave - SAD (SAD) (anti-Lizozim) i ,,R&D Systems’’, SAD (anti-CD163) i
,,BD Biosciences’” SAD (sva ostala).

3.11.2. Direktna multikolorna imunofluorescencija

Analiza direktnom 4-kolornom imunofluorescencijom, sprovedena je iz uzoraka ,,pune’’ K.
srzi (62), dok su analize uzoraka periferne krvi sprovodene direktnim obelezavanjem konjugatima
MoAt sa fluorohromom, prema panelu standardnih MoAt za AML (Tabela 10). Opis metode:
inicjalno je dno epruvete ispunjeno MoAt u adekvatnoj koli¢ini, prema preporukama panela, a zatim
je u epruvetu dodato sto mikrolitara uzorka (milion ¢elija) 1 deset mikrolitara humanog seruma AB
krvne grupe (Sigma, SAD), sa ciljem redukcije nespecificnog vezivanja MoAt za celije. Nakon
vorteksiranja, inkubacija alikvota srovedena je na 20°C tokom petnaest minuta na zamra¢enom
mestiu, a potom je sprovedena liza eritrocita hipotoni¢nim rastvorom NH4CI (2ml, pH7.2) na 20°C
tokom deset minuta. Nakon petominutnog centrifugiranja na 260g pri 20°C i eliminacije supernatanta,
ispiranje taloga je sprovedeno dvopostotnim FBS/PBS, 0.01%natrijum azidom/PBS sa pH 7.2. Potom
je uzorak tokom pet minuta centrifugiran na 260g i 20°C, a potom je srpovedena fiksacija uzorka
standardnom solucijom sa formaldehidom (,,BD CelFI1X*’, SAD).

3.11.3. Obrada uzoraka multiparametarskom proto¢nom citometrijom

Na aparatu ,,FACSCalibur’’ (BD Biosciences, San Hoze, Kalifornija, SAD) metodom MPC
odredivane su sledece karakteristike ¢elija: 1) fizicke: relativna veli¢ina i granulacija celija i 2)
fluorescentne (,,FL1 — FITC, FL2 — PE, FL3 — PerCP’), koji reprezentuju obrasce ekspresije
leukocitnih antigena na ispitivanim blastima (62). Odredivanje blastnih signala fluorescencije
sprovodeno je putem ,,BD CELLQuest’’ analiti¢kog softvera verzije 4.0.1. (BD, SAD). U cilju dalje
analize blasti ispitivanog uzorka selektovani su prema gore navedenim fizickim karakteristikama i
ekspresiji molekukla CD45, a rezultat ispitivanja ekspresije odredenog antigena prikazan je kao
postotak celija u populaciji blasta sa ekspresjom datog antigena. Pozitivnim markerom smatrano je
prisustvo ekspresije > 20% za membranski ili > 10% pozitivnih ¢elija za odredeni unutarcelijski
antigen (63). Klasifikacija AML bolesnika sprovedena je prema Evropskoj grupi za imunolosku
klasifikaciju leukemija (EGIL) (63) i smernicama SZO (65). Imunotip AML kategorisan je prema
ekspresiji antigena diferencijacije mijelomonocitne loze: CD11a, CD11b, CD11lc, CD13, CD14,
CD15, CD33, CD61 CD64, CD117, CD163 i GpA, dok je nediferentovana (mlada) AML,
karakterisana ekspresijom diferencijacionih i linijski nespecifi¢nih antigena CD34, CD38 i HLA-DR.
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Tabela 10. Panel standardnih MoAt za dijagnozu AML. Adaptirano prema dokumentu H43-A2
Instituta za klinicki i laboratorijski standard (,,CLSI’’) (62).

Epruvete alofikocijanin fikoeritrin fluoresceinizotiocijanat peridinhlorofil profein

I CD19 CD56 CD2 CD45
1 CD34 CD13 CD7 CD45
Il CD33 CD117 HLA-DR CD45
v CD4 CD14 CD64 CD45
\ CDl1c CD22 CD15 CD45
VI CD1la CD11b CD24 CD45
Vil CD10 CD16 CD66b CD45
VIl CD38 CD36 CD41la CD45
IX CD235a CD71 CD45
X mslgG1l mslgG1l mslgG1l mCD45
XI cCD3 cCD79a cMPO mCD45
XlI CD163 cLizozim mCDA45
XIII cmslgGl cmslgGl cmslgGl mCD45

Skracenice: mslg - imunoglobulin misa

3.12. Klasi¢na citogeneticka analiza (kariotip)

Klasi¢na citogeneticka analiza (kariotip) izvedena je metodom G (giemsa) traka na nestimulisanoj
kostanoj srzi, uzetoj na dijagnozi, direktnom preparacijom, a potom i kultivacijom tokom 24h.
Kariotip bolesnika se opisivan je prema preporukama Internacionalnog sistema za humanu
citogeneticku nomenklaturu (,,ISCN 2009°") (66).

Dvomililitarski uzorci kostane srzi preneti su u osmomililitarski ,,1640 RPMI medijum”’ (engl.
Roswell Park Memorial Institute) sa 20% FBS U cilju zaustavljanja ¢elijske deobe u metafazi, uzorku
je dodat je kolcemid 0,2 ml (0,02 mg/ml). Ovako pripremljeni uzorci su inkubirni na 37°C tokom
jednog sata. Prepreparacije: ispiranje ¢elija vrsi se centrifugiranjem u ,,1640 RPMI medijumu’’ na
1600 obrtaja u minuti tokom deset minuta. Po eliminaciji supernatanta talog sa ¢elijama dopunjavamo
hipotonom solucijom (9,8 ml 0,075 molarnog kalijum hlorida, 0,1 ml 0.025% tripsina i 0,1 ml
0.001pg/ml kolcemida). Hipotoni postupak na 37°C traje dvadeset minuta sa naknadnim
centrifugiranjem na 1600 obrtaja u munuti. Resuspenzija dobijenog taloga vrsi se sa ,,Karnerovim
fiksativom’> (10 ml - 3/4 metil alkohola, 1/4 acetatne kiseline). Dobijeni materijal se aplicira
metodom ,,kap po kap’’ na ohladene plo¢ice sa naknadnim prevla¢enjem preko plamena. Bojenje
preparata vrsi se dvopostotnim rastvorom Giemsa-e tokom pet minuta u puferu koji se sastoji do 0,9%
monokalijum fosfata, 1,2% dinatrijum fosfata, a potom se pod svetlosnim mikroskopom preparati
analiziraju.

Citogenetic¢ka analiza sprovodi se pregledom dvadeset do trideset metafaznih celija (najmanje
deset u onih sa normalnim kariotipom) (67). Citogeneticki patoloski klon definisan je prisustvom
minimalno dve c¢elije istih strukturnih aberacija / trizomije ili >3 metafaza sa monozomijom istog
hromozoma (67).

3.13. Molekularno-geneticka ispitivanja

Testovi molekularne genetike FLT3-ITD i NPM1 sprovodeni su u IMGGI i Laboratoriji za
citogenetiku i molekularnu genetiku Klinike za hematologiju UKCS. Rezultati analiza klasi¢ne i
molekularne genetike omogucéili su preciznu dijagnozu bolesnika prema klasifikaciji SZO (22) ali i
preciznu stratifikaciju bolesnika u citogeneticke grupe rizika, prema ELN klasifikaciji 2022 (16).
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Bolesnici su stratifikovani i analizirani i prema dve starije klasifikacije: Evropskoj - ELN iz 2017.
(3) i Britanskoj MRC-C (engl. UK Medical Research Council - Classification) (20).

Aspirati kostane srzi antikoagulisani 0,38% natrijum citratom su koris¢eni za sve molekularno-
geneticka ispitivanja.

3.13.1. Izolacija mononukleara kostane srzi

Sprovedena je izolacija mononukleara iz kosStane srzi bolesnika i Cetrnaest zdravih kontrla,
prema standardnom protokolu izolacijom putem gradijenta gustine:

o Tromililitarski rastvor ,,Ficoll-Plaqgue™ PLUS>’ (General Electric (GE) Healthcare,
Bakingemsir, Ujedinjeno Kraljvesto) sipa se na dno desetomililitarske sterilne epruvete.
Potom se na navedeni gradijent aplicira cetvoromililitarski razblazeni uzorak u jednakom
odnosu sa 0,9%NacCl.

o Sprovodi se centrifugiranje kliniCom centrifugom (bez kocenja) na 1500g tokom
dvadesetpet minuta.

o Naknadno se ispipetira ,,buffy coat’” medufaza sa mononuklearima u drugu sterilnu
epruvetu

o Sprpvodi se dvostruko propiranje PBS-om, a potom centrifugiranje na 1500g tokom
petnaest minuta.

o Konacno, resuspenzija taloga vrsi se u dvestotine mikrolitara PBS-a

Mononukleari su ¢uvani u PBS rastvoru na -20°C do izolacije DNK.

3.13.2. I1zolacija DNK iz mononukleara

Izolacija DNK mononukleara vrsena je pomocu ,,QlAamp DNA Blood Mini Kit’’(Qiagen,
Dizeldorf, Nemacka), prema uputstvima proizvodaca:

o Inicijalno se sprovodi vorteksovanje tube koja sadzi dvadesetmikrolitarsku proteinazu K
(20 mg/ml) sa dvestotine mikrolitara rastvora mononukleara u PBS-u i isto toliko AL
pufera

o Potom inkubacija u vodenom kupatilu tokom deset minuta na 56°C

Nakon adicije dve stotine 96-100% etil-alkohola vr$i se novo vorteksovanje

o Spreman uzorak se aplikuje na kolonu ,,QlAamp Mini spin’’, koji se potom centrifugira
na 8000 obrtaja u min tokom minuta

o Naknadno vrsi se ispranje kolone sa pet stotina mikrolitara AW1 pufera i centrifugiranje
na 8000 obrtaja u min tokom minuta

o Potom ispiranje kolone sa isto toliko AW2 pufera i centrifugiranje na 13000 obrtaja u
minuti tokom tri minuta

o Na posletku kolona se premesta u Cistu tubu sa dodatkom dve stotine mikrolitara AE
pufera i centrifugirnja se na 8000 obrtaja u min tokom minuta

O

3.13.3. Polimerazno lan¢ano umnozavanje DNK — opis metode

PCR, imitiranjem prirodnog provesa replikacije, predstavlja in vitro umnozavanje odredene
DNK sekvencije od zna¢aja. Oivi¢avanje sekvencije od znacaja vrs$i se pomo¢u dva medusobno
suprotno orijentisana oligonukleotida (prajmera), duzine petnaest do dvadeset nukleotida, a koji su
komplementarni krajevima sekvencije od znacaja. Umnozavanje DNK je katalizovano
termostabilnom DNK polimerazom, a ukljucuje: denaturaciju DNK, hibridizacije prajmera
(,,aniling’’) i ekstenziju hibridizovanih prajmera, u ciklusima koji se ponavljaju. Kao rezutat dobija
se umnozeni fragment DNK, koji oivi¢avaju 5’ krajevi prajmera. Za uspesnu PCR reakciju neophodni
su osnovni sastojci za in vitro sintezu DNK: matrica (DNK koja se umnozava), prajmeri, nukleotidi,
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»T1ag polimeraza’ (termostabilna DNK polimeraza zasluzna za ugradnju nukleotida po principu
komplementarnosti sa matricom), Mg** i pufer (bitan za postizanje sredine u kojoj Taq polimeraza
najadekvatnije radi).

3.13.4. Odredivanje mutacije FLT3-1TD

Sastav 30 pl reakcione smese: 100 — 300ng DNK, jednostruki PCR pufer, jednostruki Q-
rastvor, dvomilimolarni deoksinukleotidtrifosfat, magnezijum hlorid (2,75 mM), ushodni 14 i
nishodni 15 prajmer (Tabela 11) (350 mM) i 2J ,,HotStarTag®DNA Polimerase ’’ (Qiagen, Nemacka).

Tabela 11. Sekvencije prajmera za odredivanje mutacija FLT3-1TD i NPM1 mutacija (19, 68,69)

Naziv prajmera Sekvencija

14 ushodni 5’GCAATTTAGGTATGAAAGCCAGCY

15 nishodni 5’CTT TCAGCATTTTGACGGCAACC3’

NPM1 ushodni 5’TTAACTCTCTGG TGGTAGAATGAA3’
NPM1 nishodni 5’CAAGACTATTTG CCATTCCTAAC3’
NPM1 1112 nishodni | 5>CCTGGACAACATTTATCAAACACGGTA3’

Skracenice: FLT3-ITD - fms related receptor tyrosine kinase 3 inter tandem duplication, NPM1 —
nukleofozmin 1

Termociklusi su sprovedeni slede¢im redom:

o Petnaest minuta na 95°C — polimerazna aktivacija
o Tridesetpet ciklusa

o Munut na 95°C — denaturacija

o Minut na 60°C —,,aniling”’

o Dva minuta na 72°C — elongacija
o Deset minuta na 72°C — konac¢na ekstenzija

Odredivanje PCR produkata sprovedena je elektroforezom (EF) na 4% agaroza gelu.
Predvidena veli¢ina wt (engl. wild type) proizvoda PCR-a je 325bp. Dokaz mutacije FLT3-ITD
registrovano je dokazom duzeg PCR produkta. Kod pozitivnog nalaza mutacije FLT3-1TD,
sprovedeno je iskrajanje duzeg PCR produkta sa agaroza gela, a po precis¢avanju produkt je
sekvenciran amplifikacionim prajmerima.

3.13.5. Odredivanje mutacija NPM1

Sastav 50 ul reakcione smese: 100 — 300 ngDNK, jednostruki PCR pufer, jednostruki Q-
rastvor, deoksinukleotidtrifosfat (0,3 mM), magnezijum hlorid (2,25 mM), ushodni NPML1 i nishodni
NPM1 prajmer (Tabela 11) (500 mM) i 2J ,,HotStarTag®DNApolimerase "’ (Qiagen, Nemacka).

Termociklusi su sprovedeni slede¢im redom:

o Petnaest minuta na 95°C — polimerazna aktivacija
o Tridesetpet ciklusa

o Minut na 95°C — denaturacija

o Minut na 60°C — ,,aniling”’

o Dva minuta na 72°C — elongacija
o Deset minuta na 72°C — kona¢na ekstezija

Po umnoZavanju primenjeno je presis¢avanje na koloni (,,QlAquick PCR Purification
kit’, Qiagen, Nemacka) po protokolu proizvodaca. Potom je sprovedeno sekvenciranje
NPM1_1112 nishodnim prajmerom (Tabela 11)
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3.13.6. Genaotipizacija polimorfizama u genima SLC29A1 i DCK

Polimorfizmi u genuma SLC29A1 (rs9394992) i DCK (rs12648166) odredene su metodama
multiple PCR, alelske diskriminacije i direktnog sekvenciranja (30,70).

Tabela 12. Sekvencije prajmera za odredivanje polimorfizama gena rs9394992 (SLC29A1) i
rs12648166 (DCK). Adaptirano prema (30,70).

Naziv prajmera Sekvencija

rs9394992 ushodni | S’CTACTTCCCAGGAAGTGGA3’
rs9394992 nishodni | >GAGAAGCTAAAGGCTTGGTT3’
rs12648166 ushodni | >TCTAGG ACCATAGGCCAC3’
rs12648166 nishodni | S>TCCTACAGAAACTTTTGCATGTA3’
Skracenice: SLC29A1 - solute carrier family 29 member 1, DCK — gen za deoksicitidin kinazu

Segmenti gena koji okruzuju varijantni region prvo se umnozavaju putem PCR amlifikacije
sa prajmerima, navedenim u Tabeli 12. Sastav zarSne reakcione smese volumena od 20 pl: jednostruki
pufer 25 nmol magnezijum hlorida, 10 nmol deoksinukleotidtrifosfata, 10 pmol ushodnih i nishodnih
prajmera, 1J Taq polimeraze (,,FastGene Tag Polymerase’’, Nippon Genetics Europe, Diren,
Nemacka) i 100ng DNK.

Termociklusi su sprovedeni slede¢im redom:

o Pet minuta na 95°C —inicijalna denaturacija
o Trideset ciklusa
o Pola minuta na 95°C - denaturacija
o Minut na 57°C - ,,aniling”’
o Minut na 72°C - elongacija
o Deser minuta na 72°C — kona¢na ekstenzija

Po umnozavanju PCR-a vrsi se pre¢is¢avanje na koloni (,,QIAquick PCR Purification
kit’, Qiagen, Nemacka) po protokolu proizvodaca. Potom je sprovedeno sekvenciranje PCR
produkata na ,,Genetic Analyzer 3130°” (Applied Biosystems, Foster siti, Kalifornija, SAD).

3.13.7. Genotipizacija polimorfizama ABCB1
Polimorfizam rs2032582 ABCBL1 gena je genotipizirana koris¢enjem dva PCR sistema

Prvi sistem koriS¢en za tipiziranje je bio amplifikaciono-refraktorni mutacioni sistem
polimerazne lan¢ane reakcije (ARMS-PCR). Prilagodeno protokolu Kurzavskog i sar. (71) za svaki
alel posebno su kreirani prajmeri, u cilju preciznog odredivanja genotipa. Pripremane su po tri smese
za PCR po uzorku, sa razli¢itim prajmerima karakteristicnim za odreden alel uz istovetan ostatak
reakcione smese.

Tabela 13. Sekvence prajmera za alel-specifiénu genotipozaciju polimorfizma rs2032582 u genu
ABCB1 (71).

Naziv prajmera Sekvencija

ABCB1 2677 A ushodni | 5TGAAAGATAAGAAAGAACTAGAAGGTAY’
ABCB1 2677 _G_ushodni | 5 TGAAAGATAAGAAAGAACTAGAAGGTG3’
ABCB1 2677 _T_ushodni | S>TGAAAGATAAGAAAGAACTAGAAGGTTY
ABCB1 2677 _K_ushodni | >’ AGCAAATCTTGGGACAGGAAY’

ABCB1 2677 nishodni 5’AGTCCAAGAACTGGCTTTGC3?

Skracenice: ABCB1 — ATP bnding casette subfamily B member 1
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Finalnu reakcionu smesu od petnaest mikrolitara ¢inili su: jednostruki pufer, tromilimolarni
magnezijum hlorid, 0,67mM deoksinukleotidtrifosfat, 0,3M ushodni i nishodni prajmeri, 1J Taq
polimeraze (,,Hot Start polymerase "', Qiagen, Hilden, Nemacka) i Sezdeset nanograma DNK.

Termociklusi su sprovedeni slede¢im redom:

o Petnaest minuta na 95°C — inicijalna denaturacija
o Deset ciklusa

o Pola minuta na 95 °C

o Pola minuta na 60°C

o Cetrdeset sekundi na 72 °C
o Trideset ciklusa

o Pola minuta na 95°C

o Pola minuta na 56°C

o Cetrdeset sekundi na 72°C

o Pet minuta na 72 °C — konacna ekstenzija

U Tabeli 13. prikazani su prajmeri za polimorfizma rs2032582 za ,,ARMS PCR”’.
Umnozavanje kontrole sprovedeno je ABCB1_2677_K ushodnim i ABCB1_2677_nishodnim
prajmerom, dok su produkti karakteristicnih alela detektovani vezivanjem odgovarajuceg alel
specificnog ushodnog i nishodnog prajmera navedenih u Tabeli 13..

Drugi PCR sistem kojim je polimorfizam rs2032582 ABCB1 gena genotipiziran, bio je
,,Kompetitivni Alel Specificni PCR genotipizirajuéi sistem (KASP)’’ (LGC, Tedington, Middlesex,
UK), koji je primenjivan po protokolu proizvodaca.

KASP vrsi genotipiziranje po principu ,,fluorescentnog rezonantnog prenosa energije
(FRPE)’. Sistem se sastoji od donorske hromofore (nosioca fluorescencije) i prijemne hromofore
(,,kvencera’’), koja onemogucava emitovanje svetlosti izvan tacno odredenih uslova.

KASP zahteva tri komponente:
1. Pet do deset nanograma DNK

2. ,,KASP Assay mix’’ (dva ushodna prajmera specificnih za odredene alele i jedan
zajednicki nishodni prajmer)

3. ,,KASP Master mix’’ (dva dvolancana oligonukleoida markirana raznim fluoroforama;
KASP Tagq, deoksinukleotidtrifosfati, soli, pufer)

Ushodni prajmeri u ovom sistemu, specificni za odredene alele, poseduju alel koji je
podudaran sa jednim od alela polimorfizma rs2032582 ABCB1 na 3’ kraju. Na 5’ kraju ovi prajmeri
poseduju odredenu oligonukleotidnu sekvenciju, koja ne hibridizuje sa DNK (rep fluorofore),
»FAM’’  (fluorescein) ili ,,HEX’’ (heksahlorfluorescein), ve¢ je vezana za jedan lanac
oligonukleotida, dok je za komplementarni lanac istog oligonukleotida vezan ,,kvencer’’. Nishodni
region fluorescentno obelezenog oligonukleotida je komplementaran repovima alel-specifi¢nih
ushodnih prajmera.

KASP metoda inicijalno podrazumeva ,,HotStart "’ na 95°C , u cilju denaturacije i aktiviracije
enzima ,,KASP Tag’’. Potom otpoc¢inje denaturacija lanca DNK, a nakon toga ,,aniling’’ jednog od
ushodnih prajmera. U zavisnosti od toga koji se u kompeticiji snaznije vezao, shodno
komplementarnosc¢u sa polimorfizmom (otuda i naziv metode) vrsi se elongacija.

Druga etapa PCR-a podrazumeva denaturacija preostalog originalnog DNK i PCR proizvoda
formiranog u inicijalnoj fazi. Vrsi se ,,aniling’” i elongacija. Tokom ove faze, formira se
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komplementaran niz sa elongiranim ushodnim prajmerom, kao i komplementarna sekvenca repa
prajmera.

U poslednjoj fazi PCR-a, ponovo dolazi do denaturacije proizvoda PCR-a iz predasnje faze.
Stavise, tokom ,,anilinga’’, dolazi do spajanja lanca oligonukleotida sa fluoroforom komplementom
repa odgovaraju¢eg prajmera, nakon cega se sprovodi elongacija. Tokom umnozavanja
oligonukleotid sa fluoroforom se elongira i fluorofora biva separisana od ,,kvencera’’.

Na posletku sa redukcijom temperature <40°C, u cilju ,,kven¢ovanja’’preostalih fluorofora,
odreduje se signal koji emituju fluoresciraju¢i umnozeni proizvodi. Zavisno koja fluorofora daje
snignal (jedna, druga ili obe), o¢itava se genotip bolesnika.

3.13.8. Detekcija delecija gena GSTM1 i GSTT1

Odredivanje delecije u homozigotnom obliku (nultog genozipa) GSTM1 i GSTT1 sprovedena
je pomoc¢u multiplog PCR-a prema protokolu Chen CL i sar. (72). Metoda se sastoji u dodatku tri
para prajmera u svaku meSavinu za PCR — za segmente GSTM1, GSTT1 i gena beta-globina, koji je
koristen kao pozitivna kontrola. Sve amplifikacije su analizirane na gel EF (2% agarozni gel).
Prajmeri za ovu metodu dati su u Tabeli 14.

Tabela 14. Sekvence prajmera za detekciju homozigotne delecije gena GSTM1 i GSTTL1 (72).

Naziv prajmera Sekvencija
beta-globin_ushodni | S>CAACTTCATCCACGTTCACC3’
beta-globin_nishodni | 5>GAAGAGCCAAGGACAGGTACY’

GSTM1_ushodni 5’CTGGATTGTAGCAGATCATGC3’
GSTM1_nishodni 5’CTCCTGATTATGACAGAAGCC3’
GSTT1 _ushodni S’TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC3’
GSTT1_nishodni 5’TCACCGGATCATGGCCAGCA3’

Skracenice: GSTM1 i T1 — gen za glutation-S transferaze M1i T1

Sastav reakcione smesa zapremine 50 pl: 60mN TrisHCL (pH 9,5), 15mM (NH)4SO4, 2mM
MgCly, 0,1 uM ushodna i nishodna, GSTML1 i/ili GSTT1 prajmera (Tabela 14), 0,1 uM prajmera beta-
globina, 1,5 J Taq DNK polimeraze (,,HotStarTag®DNApolimerase’’ (Qiagen, Nemacka)), 0,2 mM
dNPT i 500ng DNK. Za pojedinac¢no dokazivanje priusustva alela GSTT1 i GSTM1, reakciona smesa
je sadrzala nishodni i ushodni prajmer jednog gena — GSTT1 ili GSTM1. Za dokazivanje dvostrukih
nultih genotipova GSTT1 i GSTM1, reakciona smesa je sadrzala ushodne i nishodne prajmere GSTM1
i GSTTL.

Termociklusi su sprovedeni slede¢im redom:

o Cetiri minuta na 95°C — polimerazna aktivacija

o Tridesetpet ciklusa
o Minut na 94°C — denaturisanje
o Cetrdesetpet sekundi na 58°C — ,,aniling”’
o Minut na 72°C — elongiranje

o Sedam minuta na 72°C — konac¢na ekstenzija

Produkti PCR-a (20 uL) analizirani su na EF na dvopostotonom agar gelu koji sadrze etidijum
bromid (0,5 pg/ml) i fotografisani pod ultraljubicastim svetlom. DNK bolesnika sa prisutnim GSTM1
alelom bio je veli¢ine fragmenta od 215bp, dok je kod onih sa prisutnim GSTT1 alelom umnozeni
fragment bio 480bp. Pozitivna kotrola beta-globina bila je veli¢ine umnozenog fragmenta od 268bp.
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3.13.9. Izolacija RNK

Ukupna RNK izolovana je klasi¢nom metodom modifikovanom od strane Chomczynski P. i
Sacchi N. (73), koja uklju¢uje homogenizaciju mononukleara u ,, TRI reagensu’” (Ambion, Thermo
Fisher Scientific, Voltam, Masacusets, SAD), potom separaciju dodatkom hloroforma i naknadnim
centrifugiranjem. Precipitacija ukupne RNK iz vodene faze sprovedena je izopropil alkoholom,
peletiranjem i ispiranjem sa 70-75% etil-alkoholom.

Protokol:

o U mililitru TRI reagensa rastvoreno je najviSe deset miliona celija, koje su lizrane
prolaskom kroz 0,7 milimetarsku iglu

o Takav uzorak potom odstoji na temperaturi sobe tokom pet do deset minuta

o Po dodatku dvesta mikrolitara hloroforma uzorak se jako promucka i potom odstoji
tokom pet do petnaest minuta na temperaturi sobe

o Po centrifugiranju na 12000 obrtaja u minuti tokom petnaest minuta na +4°C dolazi
do jasnog izdvajanja faza: vr$na (te¢na) faza, koja sadrzi RNK, medufaza i najniza,
organska (crevena) faza koja sadrzi proteine i DNK

o Vrsna, te¢na, faza prenosi se u drugu tubicu uz dodatak pola mililitra izopropil
alkohola. Okteranjem tubice, uzorak se promesa, a potom se ostavi da odstoji tokom
deset do petnaest minuta na temperaturi sobe, ¢ime se vrsi talozenje RNK

o Centrifugiranje se sprovodi na 12000 obrtaja u minuti tokom petnaest minuta na +4°C,
nakon Cega se supernatant odstranjuje presipanjem, a talog se propira sa mililitrom
ohladenog 70-75% etil-alkohola

o Potom se centrifugira na 12000 obrtaja u minuti tokom deset minuta na +4°C,
odstranjuje se lagano etil-alkohol, a talog se su$i na temperaturi sobe

o Finalno istalozenu RNK rastvaramo u vodi bez RNK-aze. Potom se putem
spektrofotometra ,,A260/A280°’ odreduje precis¢enost i sama koncentracija RNK.

Jedan mikrogram ukupne RNK koristen je za sintezu komplemetarne DNK (cDNK) pomocu
,RevertAid reverzne transkriptaze’’ (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Voltam, Masacusets,
SAD).

Protokol:

o Smesu finalnog volumena od jedanaest i po mikrolitara, koja sadrzi dva mikrograma
RNK i sto pikomola prajmera ,,random-hexamer inkubira se tokom pet minuta na
70°C, a potom se hladi na ledu

o Potom se dodaje smesa kona¢ne zapremine od osam i po mikrolitara, u kojoj su
prisutni Cetiri mikrolitra petostrukog ,,RT-pufera’’, dvadeset jedinica inhibitora RNK-
aze, dva mikrolitra deoksinukleotidtrifosfata (10 mM) i cetrdeset jedinica
Fermentasove reverzne transkriptaze ,,M-MuLV "’

o Tokom deset minuta na 25°C, a potom tokom sat vremena na 42°C sprovodi se
inukbacija

o Terminacija reakcije se sprovodi inkubiranjem tokom deset minuta na 70°C

3.13.10. Analiza ekspresije gena putem ,,real time’’ PCR-a (RT-PCR)

Analiza RT-PCR-om sprovedena je na sistemu ,,7900HT Fast Real-Time PCR’’ (Applied
Biosystems, Foster siti, Kalifornija, SAD).

RT-PCR, odnosno ,,kvantitativni’> PCR (q-PCR) predstavlja tehniku precizne kvantifikacije
koli¢ine produkta PCR-a u toku svakog ciklusa u tzv. realnom trenutku. RT-PCR meri signal
fluorescencije koji se ispusta tokom rekcije PCR-a, a izravno je srazmeran koli¢ini proizvoda PCR-
a u odredenom trenutku ciklusa. Ono $ta ovaj PCR, razlikuje od ,klasi¢nog®, jeste da se, pocev od
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eksponencijale faze duz celog daljeg ciklusa prati koliCina stvorenog produkta, za razliku od
,.klasi¢nog’’, gde se koli¢ina zna tek na kraju reakcije (Dijagram 15).
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Dijagram 15. Etape umnozavanja PCR-a. Skracenice: Rn - vrednost fluorescencije boje reportera,
ARn - razlika vrednosti Rn uzorka i kontrole (,,no template control*). (Slika dobijena ljubaznos¢u
dr sc. Natase Tosi¢)

Tokom ranih cikslusa fluorescentni nivo se odrzava u granicama osnovnih (engl. baseline)
vrednosti. Onaj ciklus, tokom koga nivo fluorescencije prede bazalni, nazivamo ,,treshold cycle
(Ct)”’. Ct vrednost direktno korelira koli¢inama ciljne sekvencije uzorka — sa veé¢im inicijalnim

brojem umnozaka ciljne sekvencije dobijamo nizu vrednost Ct-a i obratno (Dijagram 16).
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Dijagram 16. Plotovi amplifikacije sa razli¢itim inicijalnim koli¢inama ciljnih molekula. Niska
vresnost Ct predstavlja ve¢i broj molekula inicijalno. (Slika dobijena ljubaznosc¢u dr sc. Natase
Tosi¢)

U naSem radu koristili smo SYBR Green tehniku RT-PCR-a, koja se zasniva na upotrebi boje

»OYBR Green I”” koja se ugraduje u manji zleb dvolancanog molekula DNK. Kako tokom
sukscesivnih ciklusa PCR-a dolazi od umnozavanja DNK, proporcijalno se o¢itava i uvecanje signala

emitovanog od strane ove boje na talasnoj duzini od 520nm (Dijagram 17).
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Dijagram 17. Prikaz SYBR Green tehnike. (Slika dobijena ljubazno$¢u dr sc. Natase ToSi¢)
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Kako je ,,SYBR Green’’ tehnika nespecifi¢na i posledi¢no moze dokazivati i neodredeno
umnozene produkte PCR-g, ali i medusobno povezane prajmere, u cilju ocene specifi¢nosti koristimo
krivulju otapanja (engl. ,,melting curve analysis’’). U toku ove analize sve vreme pratimo signal
fluorescencije tokom postupnog povecanja reakcione temperature (40-95°C). Visok fluorescentni
signal na nizim temperaturama karakteristi¢an je za dvolan¢anu DNK. Pri tacki topljenja proizovda
PCR-a dolazi do znac¢ajnog smanjenja fluorescencije. Razliciit proizvodi PCR-a, u odnosu na svoju
duzinu, imaju i drugacije tacke topljenja, samim tim i drugacije vr$ne vrednosti fluorescencije. Ono
Sto izdvaja ciljni proizvod PCR-a jeste postojanje jednistvenog vrha fluorescencije (Dijagram 18).

Dissociation Curve

Derivative

Temperature (C)
Dijagram 18. Kriva topljenja specificnog produkta PCR-a (Slika dobijena ljubaznos§¢u dr sc. Natase
Tosi¢)

Ocena podataka qPCR-a:
1. Apsolutna: rezultat predstavlja broj umnozaka ciljne sekvencije, a meri se u odnosu na
standardnu krivulju uzoraka znane koncentracije.
2. Relativna: rezultat predstavlja odnos normale (kalibratora) i izmerenog uzorka.

Prilikom oba merenja neophodna je normalizacija dobijenih vrednosti, u cilju eliminacije
greSke merenja. Budu¢i da je finalna koncentracija proizvoda PCR-a srazmerna inicijalnoj koli¢ini
DNK matrice, zajedno sa amplifikacijom ciljne, sprovodimo i amplifikaciju sekvencije ,,unutrasnje
kontrole’’. Za ,,unutra$nju kontrolu”’ najc¢e$¢e biramo tzv. ,.housekeeping gen’’ sa stabilnom
ekspresijom u svim ispitivanim uzorcima.

U naSem istrazivanju obrada rezultata izvrSena je relativnom kvatifikacijom, primenom
komparativnog ,,ddCt metoda’’. Zdrave kontrole su kori$¢ene kao kalibratori (74,75). U ovoj analizi
sprovedena je normalizacija koli¢ine ciljnog gena u odnosu na ,,unutrasnju kontrolu’’ i relativno u
odnosu na kalibrator:

Q =219 gde je

ddCt = dCtuzorka — dCtxalibratora =
(thiljnog gena — Ctendogene kontrole) - (thiljnog gena,kalibratora — Ctendogene kontrole, kalibratora)

3.13.11. Odredivanje ekspresija gena ABCB1, BCL2 i BAX komparativnom metodom ddCt

Ekspresiju gena ABCB1, BCL2 i BAX pratili smo qPCR metodom na aparatu ,,7500 Real-time
PCR’’ (Applied Biosystems, Foster siti, Kalifornija, SAD), metodom ,,SYBR Green’’. Unutrasnje
kontrole bili su: Abll (engl. Abelson proto-oncogene 1) i GADPH (gen gliceraldehid fosfat
dehidrogenaze) geni. Sve reakcije su radene u duplikatu, a prajmeri sa sekvencijama gena navedeni
su na Tabeli 15.
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Tabela 15. Prajmeri kori$¢eni u odredivanju ekspresije gena ABCB1, BAX i BCL2, kao i endogenih
kontrola (42,43)

Naziv prajmera | Sekvencija

ABCB1 ushodni | 5’GTCTACAGTTCGTAATGCTGACGT?’

ABCB1 nishodni | TGTGATCCACGGACACTCCTAC3’

BCL2 ushodni 5’TCGCCCTGTGGATGACTG A%

BCL2 nishodni 5’CAGAGACAGCCAGGAGAAATCY

BAX ushodni 5’TGGCAGCTGACATGTTTTCTGAC3’

BAX_nishodni 5’TCACCCAACCACCCTGGTCTT3?

GAPDH_ushodni | 5’ ATGGGGAAGGTGAAGGTCG3’

GAPDH nishodni | >GGGTCATTGATGGCAACAATATC3’

Abl_ushodni 5’TGGAGATAA CACTCTAAGCATAACTAAAGG TS
Abl_nishodni 5’GARGTAGTTGCTTGGGACCCA3’

Skracenice: ABCB1 - ATP bnding casette subfamily B member 1, BCL2 - B-cell lymphoma 2, BAX —
BCL2-associated X, GADPH — gen gliceraldehid fosfat kinaze, Abl — Abelson proto-oncogene 1

Reakcija PCR-a (10 pl) sadrzi: 1ul cDNK (50 ng RNK ekvivalenta), ,,.SYBR™ Green PCR
Master Mix’’ (Applied Biosystems, Foster siti, Kalifornija, SAD) i ushondog i nishodnog prajmera u
razli¢itoj finalnoj koncentraciji, zavisno od ispitivanog gena (Tabela 15).

Konac¢na zapremina od deset mikrolitara PCR-a sadrzi (Tabela 16):

Tabela 16. Sastav reakcione smese PCR-a u odredivanju ekspresije ABCB1, BCL2, BAX-a i
endogenih kontrola (42,43)

ABCB1 | BCL2, BAX, GAPDH | ABL1
Pedeset nanograma komplemetarne DNK
., SYBR™Green PCR Master Mix’’
Prajmer konaé¢ne konc. 400 nM | Prajmer konac¢ne konc. 50 nM \ Prajmer konac¢ne konc. 200 nM
Skracenice: ABCB1 - ATP bnding casette subfamily B member 1, BCL2 - B-cell lymphoma 2, BAX —
BCL2-associated X, GADPH — gen gliceraldehid fosfat kinaze, ABL1 — Abelson proto-oncogene 1

Termociklusi su sprovedeni slede¢im redom:

o Dva minuta na 50°C

o Deset minuta na 95°C

o Cetrdeset ciklusa
e Petnaest sekundi na 95°C
e Minut na 60°C

Komparativnim ,,ddCt metodom’’ sprovedena je obrada podataka, a za kalibrator je uzeta
medijana ,,dCt’” vrednosti merena u zdravih kontrola:

Q = 2-ddCt
ddCt = dCtuzorka — dClialibratora = dCtuzorka — dCt medijane zdravih kontrola

Imajuéi u vidu potvrden prognozni znacaj citogeneticko-molekularnih aberacija na ishode
leCenja i prezivljavanje bolesnika sa AML u analizi prognoznog znacaja nivoa ekspresije gena
ABCB1, BCL i BAX na ishode le¢enja i prezivljavanje, odluc¢ili smo se da navedene analize ispitamo
samo u podgrupi bolesnika sa AML i normalnim kariotipom (NK), koji po ELN 2022 klasifikaciji
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pripadaju intermedijarnom stepenu rizika, u cilju bolje stratifikacije ove, inace veoma heterogene,
citogeneticko-molekularne grupe rizika.

3.14. Ispitivanje uzoraka cerebrospinalnog fluida metodom multiparametarske proto¢ne citometrije

Bolesnici su odabrani za ispitivanje na osnovu prisustva neuroloskih simptoma i/ili na osnovu
specificnih hematoloskih parametara i/ili imunofenotipskih karakteristika AML, prema prema
preporukama NCCN-a (56,57), ELN-a (3, 58) i,,Vodica za dijagnostiku i leCenje akutnih leukemija,
Klinike za hematologiju, KC Srbije iz 2015°’. Analiza uzoraka cerebrospinalnog fluida (CSF) je
izvodena na dijagnozi AML, primenom multiparametarske proto¢ne citometrije (BD FACSCalibur,
BD Biosciences, San Hoze, Kalifornija, SAD; BD Diva Software ver. 4.0.1. BD Biosciences, San
Hoze, Kalifornija, SAD), prema metodologiji Kraan i sar. iz 2008. (76). Svezi uzorci CSF (~2ml) su
bili stabilizovani tokom kolekcije 1 transporta, koris¢enjem podloge od rashladenog fosfatnog pufera
(+4°C) sa 5% fetalnim govedim serumom (5% FBS/PBS, pH 7.2), kako bi se izbegla brza degradacija
éelija. Uzorci CSF su obradivani neposredno posle lumbalne punkcije (unutar 1h). Celije uzorka CSF
su sedimentirane (2000 obrtaja u min tokom 10 min) i resuspendovane u 300ul 5% FBS/PBS/+4°C.
Panel za ispitivanje ¢elija CSF je dizajniran prema imunofenotipskom profilu leukemijskih ¢elija
utvrdenom pri dijagnozi, primenom 4-kolornih kombinacija, uz strategiju selektovanja zasnovanu na
ekspresiji pojedih antigena-(CD34/CD117/CD64/CD14/CD45/SSC). Skrining panel je primenjivan
na alikvotu od 100ul (1. epruveta), a dalja analiza je podrazumevala obradu preostalog alikvota CSF
od 200ul (2. epruveta), primenom istog ili slicnog panela MoAt. Tokom merenja uzoraka na
proto¢nom citometru, iz svake epruvete su prikupljane sve prisutne ¢elije. Rezultati za sve analizirane
populacije ¢elija CSF (limfociti, monocitni elementi i ¢elije AML) su izrazavani kao procenat
nukleiranih celija (CD45+ c¢elije) 1 kao apsolutan broj izmerenih celija svake populacije u
reprezentativnoj epruveti (epruveta 2). Rezultati analize uzorka CSF su tumaceni na slede¢i nacin:
CSF-pozitivan (>25 AML c¢elija), CSF-sumnjiv (10-24 AML ¢elija) i CSF-negativan (<10 AML
¢elija) (76).

3.15. Lecenje i1 procena odgovora na lecenje

Kod bolesnika lecenje je sprovedeno primenom hemioterapije koja se sastojala iz kura indukcije
remisije i konsolidacija remisije bolesti, prema ELN preporukama (3,16,58).

Kod bolesnika starih < 60 godina primenjena je standardna indikciona kura ,,7+3”’, u sastavu:
citarabin 200mg/m?/dan kontinurianom i.v. infuzijom tokom sedam dana i daunorubicin 60
mg/m?/dan tokom prva tri dana jednoéasovnom infuzijom. Bolesnici stariji od 60 godina primili su
terapiju po istom protokolu, ali u snizenim dozama: citarabin 100mg/m?%/dan kontinurianom i.v.
infuzijom tokom sedam dana i daunorubicin 45 mg/m?/dan tokom prva tri dana jedno¢asovnom
infuzijom.

Kod bolesnika koji su postigli KR nakon indukcije leCenje je nastavljeno primenom jednog do tri
konsolidaciona ciklusa srednjih/visokih doza citarabina, u sastavu: citarabin 1,5-3 g/m? na 12h
dnevno tokom prva tri dana kod < 60 godina ili na 12h prvog, tre¢eg i petog dana > 60 godina.

Kod bolesnika sa primarnom refraktarnosti ili kod kojih je potvrden relaps bolesti leCenje je
nastavljeno primenom ili jo§ jedne indukcije ,,7+3” ili jednom od salvage kura hemioterapije:
Mitox VP, u sastavu mitoksantron 10 mg/m?/dan i.v. i etopozid 100 mg/m?/dan i.v. tokom pet dana;
FLAG-IDA, u sastavu: fludarabin 30mg/m?/dan i.v. i citarabin 1500 mg/m?/dan i.v. tokom pet dana,
idarubicin 8 mg/m?/dan i.v. od treéeg do petog dana, granulocitni faktor rasta ,,G-CSF”’ 5 pg/kg s.c.
dan pre primene hemioterapije i sedam dana nakon zavrSetka poslednje doze hemioterapije do
oporavka broja leukocita >1 x10%I; HiIDAC-DA: citarabin 3 g/m? i.v. na 12h prvog, treceg, petog i
sedmog dana i daunorubicin 50mg/m?/dan i.v. drugog, etvrtog i $estog dana; MEC: mitoksantron 6
mg/m?/dan i.v, etopozid 100 mg/m?%dan i.v. i citarabin 1000mg/m?%dan i.v. tokom Sest dana; kod
bolesnika sa losim opstim funkcionlnim stanjem ECOG PS >2 ili kod kojih su nastale znacajne
komplikacije tokom lecenja (HCT-CI >3) dalje leCenje je nastavljeno simptomatsko-suportivnom
terapijom: niske doze citarabina, hidroksiureja ili 6-merkaptopurin.
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Bolesnici sa nepovoljnim inicijalnim markerima bolesti: leukocitoza > 30x10%1,
imunofenotipskim (CD56+) i citogeneticko-molekularnim markerima bolesti prema ELN-u i leceni
su alogenom TMCH u prvoj KR. U bolesnika sa intermedijarnim stepenom rizika po ELN-u, TMCH
je primenjena u prvoj KR u slucaju pozitivne MRB ili u drugoj i slede¢im KR.

3.16. Metode procene odgovora na terapiju

Procena odgovora na terapiju sprovodena je prema ELN Kriterijumuma (3,16,58).

Procena remisije vrSena je najranije dvadesetosmog dana svakog ciklusa hemioterapije, pocev od
indukcionog ciklusa.

KR je definisana nalazom normocelularne koStane srzi, sa <5% blasta, odsustvom blasta u
perifernoj krvi, odsustvom ekstramedularne bolesti, brojem neutrofila >1x10%!I i brojem trombocita
>100x10%1 (3,16,58).

Primarno refraktarna bolest definisana je kao nepostizanje KR, nakon dva ciklusa hemioterapije
(indukcije i jednog ciklusa konsolidacije) (3,16,58), sa dodatnim kriterijumom po Chessonu i sar. —
u prezivelih > nedelju dana po okonc¢anju indukije (zaostajanje blasta u mijelogrami ili razmazu
periferne krvi) (77).

Relaps bolesti je definisan kao:

o Hematoloski relaps:
o >5% blasta u kostanoj srzi ili registrovanje blasta u perifernoj krvi (u bar dva uzorka
krvi, uzorkovanih u razmaku od najmanje 7 dana) ili
o pojava ekstramedularne bolesti
o Molekularni relaps: registrovanje prisutne MRB, definisane MPC, kod prethodno MRB
negativne KR (3,16,58).

ED se definiSe se kao pojava smrti, usled bilo kog uzroka, u periodu do 30 dana, racunato od
prvog dana primene hemioterapije (3,16,58).

Prezivljavanje bez ,,dogadaja” (EFS) definisano je kao vreme od postavljanja dijagnoze do
datuma potvrde primarno refraktarne bolesti, relapsa nakon postignute KR ili smrti/datuma
poslednjeg pracenja (3,16,58).

Prezivljavanje bez bolesti (DFS), definisano je kao vremenski period protekao od potvrde KR do
pojave relapsa bolesti ili smrti/ datuma poslednjeg pracenja (3,16,58).

Ukupno prezivljavanje (OS) predstavlja kao vremenski period od postavljanja dijagnoze do smrti
ili datuma poslednjeg pracenja (3,16,58).

3.17. Odredivanje merljive rezidualne bolesti (MRB)

Imajuci u vidu uspostavljanje merode pracenja MRB MPC u Klinici za hematologiju UKCS, u
periodu ovog istrazivanja, ispitivanje prisustva MRB sprovedeno je samo kod 35 bolesnika. Kod
ispitanih bolesnika pri dijagnozi bolesti definisan je za leukemiju specifican imunofenotip (LSIF)
(78). Imunofenotipske aberacije u ekspresiji humanih leukocitnih molekula na blastima pri dijagnozi
bolesti definisane su u vise kategorija: a) maturaciona asinhronija (zajedni¢ka ekspresija molekula,
koji se uobicajeno ne eksprimiraju u procesu normalne mijelopoeze); b) ektopi¢na ekspresija
(neuobicajeno eksprimiranje limfoidnih molekula na blastima mijeloidne loze); ¢) atipi¢ni obrasci
ekspresije Ag (neuobicajena (veca/manja/odsutna) ekspresija Ag u odnosu na o¢ekivanu za odredeni
razvojni stadijum). Kod bolesnika je na dijagnozi definisan bar jedna LSIF kombinacija.

Bolesnici koji su tokom lec¢enja postizali kompletnu citomorfolosku remisiju bolesti (<5% blasta
u kostanoj srzi), ispitivani su posle nakon drugog ciklsa hemioterapije. Alikvoti nativnih uzoraka
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kostne srzi (~1,5x10° éelija) su obelezavani 4-kolornim LSIF kombinacijama MoAt primenom
standardne direktne imunofluorescentne metodologije (78). Analiza uzoraka kostane srzi je izvodena
primenom MPC (BD FACSCalibur, BD Biosciences, San Hoze, Kalifornija, SAD; BD Diva Software
ver. 4.0.1. BD Biosciences, San Hoze, Kalifornija, SAD). Analiziran je dovoljan broj nukleisanih
éelija uzorka (~1x10° ¢elija) u cilju postizanja senzitivnosti na nivou od 0,01% u detekciji
leukemijskih ¢elija (detekcija najmanje 50 - 100 ¢elija sa LSIF karakteristikama od ukupnog broja
CD45+ ¢elija). MRB je definisana kao pozitivna, ukoliko je detektovana populacija leukemijskih
¢elija na nivou od >0,1% nukleisanih ¢elija (16,79).

3.18. Metode prikupljanja podataka

Demografski, standardni laboratorijski i parametri vezani za AML prikupljeni su iz istorija bolesti
i ambulantskih izvesStaja. Navedeni podaci ukljucuju: godine starosti i pol bolesnika, klinicku
prezentaciju (limfadenopatija, hepato/splenomegalija, krvarenje, hiperplazija gingiva, infiltracija
CNS-a, parametre kompletne krvne slike (hemoglobin, broj leukocita i trombocita) sa
diferencijalnom formulom, LDH u serumu, blastni % blasta u razmazu p. krvi i mijelogramu,
citoloske, imunofenotipske i citogeneticko-molekularne parametre, primenjen vid le¢enja (indukcija,
reindukcija, broj konsolidacionih ciklusa, TMCH), ED (sa danom i uzrokom smrti), stopu, broj dana
I broj cikusa hemioterapije potrebnih za postizanje kompletne remijsije KR, trajanje KR, prisustvo
MRB, stopu primarne rezsitencije, stopu relapsa, vremena do pojave relapsa (engl. time to relapse -
TTR) i eventualnu terapiju posle relapsa. [z navedenih podataka ra¢unate su mere prezivljavanja EFS,
DFSi OS.

3.19. Metode statisticke analize podataka
U ovom istrazivanju koristili smo se brojnim statistickim postupcima:

1. Deskriptivnim
o Merama centralne tendencije - aritmetickom sredinom i medijanom
o Merama varijabiliteta - intervalom varijacije, standardnom devijacijom i
interkvartilnim opsegom i
o Relativnim brojevima
2. Analitickim
o Odredivanjem epirijksih distribucija
o Ocenjivanjem signifikantnosti razlike primenom:
i. ,,Student’’-ovog t testa za dva nezavisna uzorka i Mann-Whitney U testa (testa
sume rangova) — za broj¢ane varijable
ii. y-kvadrat i Fisher-ovog testa taéne verovatnoce — za nominalne/ordinalne
varijable
o Ocenom povezanosti, primenom korelacionih koeficijenata (shodno normalnosti
raspodele variabli):
i. Pearson-ovog (linearne korelacije) za one sa normlanom i
Ii. Spearman-ovog (korelacije ranga) za sve ostale raspodele
3. Ocene funkcije prezivlajvanja, primenom neparametarskog Kaplan-Meier-ovog metoda
upotrebom Log-Rank testa, za komparaciju fukcija prezivljavanja izmedu ispitivanih grupa
bolesnika.
4. Identifikacije prognostic¢kih faktora povezanih sa vremenom prezivljavanja, upotrebom uni- i
multivarijantnog Cox-ovog regresionog modela proporcionalnih hazarda.

Uticaje genetic¢kih polimorfizama na klini¢ke ishode ispitivan je u dominantnom, recesivnom
i kodominantnom modelu. Zdruzeni uticaji SLC29A1 rs9394992, DCK rs12648166, ABCB1
rs2032582 u dominantnom i SLC29A1 rs9394992 i DCK rs12648166 u recesivnom modelu, takode
su testirani.
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Statisticka obrada podataka srovedena je pomocu softverskog paketa ,,SPSS v.21.0 (IBM)”’ i
u programskog okruzenja ,,R v4.1.2°". Statisticki znac¢ajna P vrednost definisnana je na nivou <0,05.

4. Rezultati
4.1. Ispunjenost inkluzionih kriterijuma i odabir uzoraka za analizu

Inkluzione kriterijume ovog istrazivanja ispunio je 121 bolesnik sa AML.

Imajuéi u vidu dostupnost i kvalitet uzoraka u biobanci IMGGI, finalnu grupu bolesnika na kojoj
je sprovedena analiza prisustva polimorfizama u genima SLC29A1, DCK, ABCB1, GSTM1 i GSTT1,
¢inilo je 100 bolesnika sa AML.

Analiza ekspresije gena ABCB1, BAX i BCL2 sprovedena je u podgrupi bolesnika sa AML koji
su imali normalni kariotip (NK), koju je ¢inilo ukupno 51 bolesnik (iz inicijalne grupe od 100
bolesnika).

4.2. Demografske karakteristike bolesnika

Demografske, klinicke, standardne laboratorijske i karakteristike AML u bolesnika na dijagnozi
prikazane su u Tabeli 17.

Demografske, klini¢ke, standardne laboratorijske i karakteristike AML u podgrupi bolesnika sa
NK AML na dijagnozi prikazane su u Tabeliama 28 i 29, zajedno sa analizama genskih ekspresija.
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Tabela 17. Demografske, klini¢ke, standardne laboratorijske i karakteristike AML u bolesnika na
dijagnozi

Varijabla Broj (%) Medijana (opseg)
N =100 (100%)
Starost 51 (18-62)
Starost>50 godina 53 (53%)
Starost>55 godina 36 (36%)
Pol, muski / zenski 52 /48 (52 / 48%)
Limfadenopatija, prisutna 19 (19%)
Hepato/splenomegalija, prisutna 38 (38%)
Krvarenje, prisutno 37 (37%)
Hiperplazija gingiva, prisutno 8 (8%)
Infiltracija CNS-a, prisutno / od ukupno testiranih 15/ 40 (37.5%)
Broj leukocita (Le) x10%/I 16,5 (1-349)
Broj Le>30 x10Y/I 31 (31%)
Hemoglobin g/l 98 (65-166)
Broj trombocita x10%I 43,5 (1-422)
Laktat dehidrogenaza (LDH) J/I 253 (2-4169)
LDH>450 J/I 36 (36%)
% blasta u kos$tanoj srzi 61,5 (20-97)
% blasta u perifernoj krvi 16 (0-98)
FAB
MO 7 (7%)
M1 10 (10%)
M2 30 (30%)
M4 35 (35%)
M5 18 (18%)
Kariotip
Normalan 51 (51%)
Aberantan 49 (49%)
Citogenetik¢o-molekularna grupa rizika (ELN
2022)
Povoljna 16 (16%)
Intermedijarna 60 (60%)
Nepovoljna 24 (24%)
FLT3-ITD, pozitivan 14 (14%)
NPM1, mutiran 16 (16%)
CD34, pozitivan 57 (57%)
CD25, pozitivan 2 (2%)

Skraéenice: CNS — centralni nervni sistem, FAB — Francusko-Ameri¢ko-Britanska citomorfoloska
klasifikacija, ELN — European LeukemiaNet, FLT3- ITD - fms related receptor tyrosine kinase 3-
inter tandem duplication, NPM1 — nukleofozmin 1

4.2.1. Distribucija bolesnika i zdravih kontrola prema starosti i polu

Finalnu grupu, od 100 bolesnika, medijane starosti 51 godinu (opsega: 18-62), ¢inilo je 52
(52%) muskaraca i 48 (48%) Zena.

U grupi od 51 bolesnika sa NK AML, medijane starosti 51 godinu (opsega: 23-62), bilo je 25
muskaraca (49%) i 26 zena (51%).
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Grupu 14 zdravih kontrola, medijane starosti 31 godinu, ¢inilo je 8 muSkaraca (57%) 1 6 Zena
(43%).

BNK ®Drugi kariotip
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Dijagram 19. Distribucija bolesnika prema starosnim kategorijama i kariotipu. Skrac¢enica: NK —
normalan kariotip

4.3. Klinicke karakteristike bolesnika
Klinicke karakteristike bolesnika na dijagnozi prikazani su u Tabeli 1.
4.3.1. Distribucija bolesnika prema klini¢kim karakteristikama
Na dijagnozi u fizikalnom nalazu bili su prisutni: limfadenopatija kod 19 (19%),

hepato/splenomegalija, prisutnakod 38 (38%), krvarenje kod 37 (37%) i hiperplazija gingiva kod 8
(8%) bolesnika.

Hiperplazija gingiva

Krvarenje

Hepato/splenomegalija

Limfadenopatija

N pacijenata o 5 10 15 20 25 30 35 40

Dijagram 20. Distrbucija pacijenata prema klinickim karakteristikama



4.4. Standardne laboratrijske karakteristike bolesnika

U nasoj grupi bolesnika sa AML, medijane vrednosti su bile:
Hemoglobina: 98 g/l (opsega: 65-166)
2. Broja leukocita: 16,5x10%1 (opsega: 1-349), sa zabeleZenom:
a. Leukocitozom > 30 x10%1 kod 31 bolesnika (31%)
b. Leukocitozom > 100x10%1 kod 11 bolesnika (11%).
Broja trombocita: 43,5x10%1 (opsega: 1-422x10%/1)
4. Aktivnosti LDH: 253 J/I (opseg: 2-4169), sa izmerenim:
a. LDH > 450 J/I kod 36 bolesnika (36%)
Procenta blasta u perifernoj krvi od 16% (opseg: 0-98) i
6. Kostanoj srzi od 61,5% (opsega: 20-97)

=

w

o

U podgrupi bolesnika sa NK AML, medijane vrednosti standardnih laboratorijskih parametara
bile su slede¢e: hemoglobina: 99 g/l (opsega: 66-131) (onih sa hemoglobinom < 80 g/l bilo je 6
(12%)), broja leukocita: 22 x10%1 (opsega: 1-349), broja trombocita: 55x10%I (opsega: 8-422), LDH:
321 J/I (opsega: 1-2094), procenta blasta periferne krvi: 14% (opsega: 0-98) i procenta blasta u
mijelogramu: 62% (opsega: 30-9).

4.5. Karakteristike bolesnika vezane za AML
4.5.1. Raspodela bolesnika prema FAB-u
U nasSoj grupi bolesnika sa AML, distribucija bolesnika po FAB kasifikaciji bila je sledeca:

MO 7 bolesnika (7%), M1 10 bolesnika (10%), M2 30 bolesnika (30%), M4 35 bolesnika (35%) i M5
bHe-18 bolesnika (15%).

FAB (% bolesnika)

Dijagram 21. Udeo bolesnika po kategorijama FAB (Francusko-Americko-Britanske) klasifikacije.
Ukupan broj bolesnika je 100 zbog ¢ega procenat predstavlja i apsolutni broj bolesnika po grupi

4.5.2. Raspodela bolesnika prema imunofenotipskim markerima blasta

Prikazana je u Tabeli 18. Najve¢u ucestalost imali su markeri: CD33 80 (91%), CD13 77
(89%), CD117 76 (85%), CD34 57 (63%) i MPO 68 (75%).
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Tabela 18. Raspodela bolesnika sa prema imunofenotipskim markerima leukemijskih blasta

Antigen | > N bolesnika | N bolesnika sa markerom (%) | N bolesnika bez markera (%0)
CD13 87 77 (89) 10 (11)
CD34 90 57 (63) 33 (37)
CD33 88 80 (91) 8 (9)
MPO 91 68 (75) 23 (25)
CD117 89 76 (85) 13 (15)
CD7 89 20 (22) 69 (78)
CD15 87 31 (36) 56 (64)
CD19 90 10 (11) 80 (89)
CD22 99 11 (112) 88 (89)
CD25 100 2(2) 98 (98)
CD56 100 37 (37) 63 (63)

Skracenice: Y, - ukupan, N- broj, MPO — mijeloperoksidaza
4.5.3. Infiltracija CNS-a

Infiltracija CNS-a leukemijskim c¢elijama bila je prisutna u 15 bolesnika od ukupno 40
testiranih (37.5%).

4.5.4. Citogeneticko-molekularne karakteristike bolesnika

U naSoj grupi pacijenata najvec¢i broja pacijenata 51 (51%) imao je normalan kariotip.
Nepovoljne citogeneticke karakteristike u vidu kompleksnog kariotipa imalo je 15 (15%), a
monozomalnog 4 (4%) pacijenata. sa Fladelfija hromozomom imao je jedan bolesnik (1%). Povoljne
citogeneticke aberacije u vidu t8;21 imalo je 5 (5%), a sa inv16 bilo je 2 bolesnika (2%). Tetraploidni
kariotip imali su dva bolesnika (2%). Grupu od 21 (21%) bolesnika sa drugim aberacijama kariotipa,
¢inili su: oni sa aditivnim Kkariotipom (10 bolesnika; 10%), sa slede¢im aberacijama: +21, +der(6),
+6, +mar, +C , +8, +10, der(C),+min; oni sa gubitkom hromozomskog materijala (7 bolesnika; 7%),
sa slede¢im aberacijima: nedostatak nepoznatog hromozoma, del(20), -C, del(9), del(11), del(5),
dell16; i oni sa trasnlokacijama (2 bolesnika (2%)): t6;9 i t9;21.

Mutacija FLT3-ITD bila je prisutna kod 14 (14%), a NPM1 kod 16 (16%) bolesnika.
Raspodela prisustva mutacija u grupi sa NK, prikazana je na Dijagramu 22.

Prema ELN klasifikaciji iz 2022. 16, 60 i 24 bolesnika, redom su klasifikovani u povoljan,
intermedijarni i nepovoljan citogeneticko-molekularni rizik (Dijagram 23). Uporedni prikaz
raspodele bolesnika prema kategorijama ELN 2022 i starijim klasifikacijama: ELN 2017 i MRC-C,
prikazani su u Tabeli 19. Porede¢i klasifikacije ELN iz 2022 i 2017. godine, uocava se veci broj
pacijenata u intermedijarnoj grupi pacijenata, redom 60 (60%) u odnosu na 48 (48%), uz isti broj u
grupi povoljnig rizika 16 (16%), Sto ukazuje da su novom klasifikacijom iz 2022, 12 (12%) bolesnika
iz grupe visokog, reklasifikovani u intermedijanri rizik.
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Tabela 19. Raspodela bolesnika prema aberacija kariotipa

Kariotip N pacijenata | %
Normalan 51 51%
inv(16) 2 2%
t8;21 5 5%
Kompleksan 15 15%
Monozomalni 4 4%
Tetraploidni 2 2%
Drugi 21 21%

N bolesnika
18

16
14
12
10

(= A

FLT3-ITD pozitivan NPM1 mutiran

ENK ®Drugi kariotip

Dijagram 22. Raspodela FLT3-ITD i NPM1 mutacije u grupama sa normalnim (NK) i drugim
kariotipom. Skracenice: FLT3-ITD - fms related receptor tyrosine kinase 3 — inter tandem
duplication, NPM1 — nukleofozmin 1

ELN 2022

16
24 (16%)
(24%)

EPovoljan ®Intermedijarni = Nepovoljan
Grupe rizika

Dijagram 23. Raspodela pacijenata prema citogeneticko-molekularnim grupama rizika, prema ELN
2022 klasifikaciji. Skrac¢enice: ELN — European LeukemiaNet
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Tabela 20. Raspodela bolesnika prema kategorijama ELN 2022, ELN 2017 i MRC-C Klasifikacije
citogeneticko-molekularnog rizika

ELN 2022 | ELN 2017 | MRC-C
Grupe rizika N (%) N (%) N (%)
Povoljan 16 (16%) | 16 (16%) | 6 (6%)
Intermedijarni | 60 (60%) | 48 (48%) | 75 (75%)
Nepovoljan 24 (24%) | 36 (36%) | 19 (19%)
Skracéenice: ELN - — European LeukemiaNet, MRC-C - UK Medical Research Council —
Classification

4.5.5. Raspodela bolesnika prema klasifikaciji SZO

Na osnovu morfoloskih i citogeneticko-molekularnih oblelezja AML, bolesnici su razvrstani
prema poslednjoj, 5. Kklasifikaciji SZO hematolimfoidnih  tumora: mijeloidnih i
histiocitnih/dendriti¢nih neoplazmi iz 2022 (Tabela 21).

Tabela 21. Distribucija bolesnika prema kategorijama SZO Klasifikacije iz 2022

Kategorije klasifikacije N pacijenata = 100 (%)
AML definisana prema citogeneti¢kim aberacijama 72 (72%)
AML nastala progresijom ranijeg mijelodisplaznog 28 (28%)
sindroma
AML sa drugim definisanim citogeneti¢kim aberacijama 21 (21%)
AML sa mutiranim NPM1 16 (16%)
AML sa RUNX1::RUNX1T1 5 (5%)
AML sa CBFB::MYH11 1 (%)
AML sa DEK::NUP214 1 (1%)
AML definisna prema stepenu diferencijacije blasta 28 (28%)
Minimalno diferentovana 3 (3%)
Bez sazrevanja 5 (5%)
Sa sazrevanjem 8 (8%)
Akutna mijelomonocitna leukemija 11 (11%)
Akutna monoblastna/monocitna leukemija 1 (1%)

Skracenice: SZO — Svetska zdravstvena organizacija, NPM1 — nukleofozmin 1, RUNX1::RUNX1T1
- RUNX family transcription factor 1::RUNX1 Partner Transcriptional Co-Repressor 1,
CBFB::MYH11 - core-binding factor subunit beta::myosin heavy chain 11, DEK::NUP214 - DEK
proto-oncogene::nucleophorin 214

4.6. Primenjeno lecenje, ishodi le¢enja i prezivljavanje u nasoj grupi bolesnika
4.6.1. Indukciono lecenje

Od ukupno 100 bolesnika, 80% bolesnika primilo je indukcionu kuru ,,7+3*’ u standardnoj
dozi, citarabin 200mg/m?i.v. tokom sedam dana i daunorubicin 60mg/m? i.v. tokom prva tri dana,
dok je 20% bolesnika primilo redukovanu dozu hemioterapeutika, citarabina 100mg/m?i.v. tokom
sedam dana i daunorubicin 45mg/m?i.v. tokom prva tri dana.

Drugu indukciju ,,7+3” primilo je 37 bolesnika (37%). Raspodela bolesnika prema
primenjenom indukcionm le¢enju prikazana je na Dijagramu 24.
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= citarabin 200mg/m2, DA 60mg/m2 = citarabin 100mg/m2, DA 45mg/m2

Dijagram 24. Raspodela bolesnika prema primenjnom indukcionom le¢enju. Napomena: ukpan broj
bolesnika je 100, stoga su apsolutni brojevi ekvivalentni procentia. Skra¢enice: DA — daunorubicin.

4.6.2. Odgovor na terapiju — kompletna remisija, rana smrtnost i primarno refraktarna bolest

Na primenjeno le¢enje KR je postiglo 57/100 bolesnika (57%), sa medijanom do postizanja
KR od 48 dana (opseg: 21-246). Broj terapija potrebnih za postizanje KR bio je redom, jedna, kod 41
bolesnika (72%), dve kod 13 bolesnika (23%), dok je kod tri bolesnika (5%) KR postignuta tek nakon
trece terapije (Dijagram 25).

Osamnaest bolesnika (18%) preminulo je u toku indukcionog le¢enja (Dijagram 25), sa
medijanom 16,5 dana (opsega: 3-28) od pocetka lecenja. Uzroci ED navedeni su na Dijagramu 26.

Sedamnaest bolesnika (17%) bilo je primarno refraktarno nakon minimalno dva primenjena
ciklusa hemioterapije.

Osam bolesnika (8%) nije ispunjavalo kriterijume za KR, ED ili primarno refraktarnu bolest.
Kod svih, sem jednog bolesnika, primenom indukcionog lecenja (koje ukljucuje indukciju 1
eventualno drugu indukciju) nije postignuta KR, ali je smrtni ishod nastupio pre dokaza primarne
refraktarnosti (dokaza refraktarnosti nakon dva ciklusa hemioterapije) (Dijagram 25). Medijana OS
u ovoj grupi bila je 2,35 meseci (opsega 1,5-4).

Ostali
8 (8%)

KR nakon jedne
indukcije
41(72%)

Primarno refraktarni
17 (17%)

KR
57(57%)

KR nakon druge
indukcije

/ KR nakon tri kure 13(23%)
' j
)

hemioterapije
3 (5%

Dijagram 25. Raspodela bolesnika prema stopi postizanja KR, ED i primarne refraktarnosti. Grupa
KR dodatno je podeljena po broju ciklusa hemioterapije koji su bili potrebni za postizanje KR.
Napomena — grupa ostalih sadrzi bolesnike koji je isunjavaju kriterujume za jedan od tri ishoda
leCenja. Skracenice: KR — kompletna remisija; ED (early death) - rana smrtnost.
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Broj bolesnika (%)

Intrakranijalno krvarenje
Diseminovana intravaskularna koagulacija
Neutropenijski enterokolitis

Dijagram 26. Raspodela bolesnika prema uzrocima rane smrtnosti (ED)

Uzrok ED

Akutni respiratorni distres sindrom

Akutni koronarni sindrom

Rezultati mera ishoda lecenja i prezivljavanja u podgrupi NK AML, prikazani su kasnije,
zajedno sa analizom uticaja ekspresija gena.

4.6.3. Konsolidaciono le¢enje i TMCH

Kod bolesnika, kod kojih je postignuta KR nakon indukcionog le¢enja (57 bolesnika; 57%),
leCenje je nastavljeno primenom konsolidacionih kura srednjih do visokih doza citarabina, a 30

bolesnika (30%) je kasnije podvrgnuto TMCH. Raspodela bolesnika prema broju primenjenih
konsolidacionih kura, prikazana je na Dijagramu 27.

7 (17%)

Broj primenjenih
konsolidacija
mi

ul
35 (50%)
3

15 (33%)

N pacijenata (%)
Dijagram 27. Raspodela bolesnika prema broju primenjenih konsolidacionih ciklusa
4.6.4. Merljiva rezidualna bolest (MRB)

MRB bila je pozitivna u 14 bolesnika, od 35 ukupno testiranih (40%).
4.6.5. Relaps
U nasih bolesnika, sa inicijalno verifikovanom KR (57 bolesnika), relaps je zabelezen kod 33

bolesnika (stopa relapsa: 58%), sa medijanom vremena do pojave relapsa od 11 meseci (opseg:

2-324). Raspodela bolesnika prema primenjenom lecenju posle pojave relapsa, prikazana je na
Dijagramu 28.
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Palijacija
Intenzivna HT

Intenzivna HT+TMCH

N bolesnika (%)

Dijagram 28. Primenjena terapija nakon dijagnoze relapsa AML

4.6.6. Prezivlajvanje bez bolesti, bez dogadaja i ukupno prezivljavanje (DFS, EFS i OS)

U naSoj grupi pacijenata sa AML, medijana DFS bila je 7,3 meseca (opsega: 0,3-88,2),
medijana EFS bila je 4,85 meseca (opsega: 0,3-88,2), dok je medijana OS bila 9 meseci (opseg:
0,3-88,2).

U podgrupi sa NK AML, medijane parametra prezivljavanja bile su slede¢e: DFS 6,6 meseci
(ospeg: 0,3-86,5), EFS 4 meseca (opseg: 0,3-86), dok je za OS bila 8 meseci (ospeg: 0,3-86,5).

4.6.7. Analiza uticaja demografskih, klini¢kih, standarnih laboratorijskih i parametara AML na
ishode lecenja 1 prezivljavanje

Stopa postizanja KR, razvrstano prema ELN 2022 klasifikaciji, bila je 93,8% za povoljnu,
51,7% za intermedijanrnu i 45,8% za nepovoljnu grupu rizika (p=0,005). Uzevsi u obzir grupe rizika
po ELN-u 2022, manju Sansu za postizanje KR imali su bolesnici u intermedijarnoj (OR (engl. ,,0odds
ratio’’ - odnos $ansi) 0,071, 95%CI (engl. ,,confidence interval *’ — interval poverenja) 0,009-0,574)
i nepovoljnoj grupi (OR 0,056, 95%CI 0,006-0,498, p=0,01) u odnosu na povoljnu grupu rizika.

U naSoj grupi bolesnika sa AML nijedan od drugih demografskih, klini¢kih, standarnih
laboratorijskih i parametara AML nije uticao na ishode lecenja.

Sprovedena je analiza prediktora prezivljavanja, u koju su ukljuceni svi demografski, klini¢ki,
standardni laboratorijski i parametri vezani sa AML. Svi nezavisni prediktori ishoda, pri nivou
znacajnosti 0,05 u univarijantnoj analizi, uklju¢eni su u multivarijantni regresioni COX-ov model
proporcionalnih hazarda sa DFS (starost >55godina i postizanje KR) i OS (starost >55godina,
kategorija rizika po ELN-u 2022 i postizanje KR), kao zavisnim varijablama. Zbog multikolinearnosti
izmedu varijable KR i primarne refraktarnosti, primene konsolidacije i TMCH, navedene varijable
nisu ukljucene u finalni model. Takode, buduéi da su samo dva pacijenta bila CD25 pozitivna i
Cinjenice da nakon relapsa terapija nije bila primenjena kod svih pacijenata, parametri CD25
pozitivnost i relaps su iskljulena iz finalnog modela.

Nakon odabira prediktora iz univarjantne analize, multivarjantni model je izdvojio postizanje
KR, kao nezavisnog prediktora za DFS (engl. hazard ratio — HR 0,284, 95%CI = 0,158-0,511, p=
<0,01) i OS (HR 0,114, 95%CI = 0,064-0,204, P= <0,01) (Tabela 22).
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Tabela 22. Analiza nezavishih prediktora ishoda le¢enja COX-ovim regresionim modelom

proporcionalnih hazarda

Varijable iz univarijantnog | Multivarijantna analiza za DFS Multivarijantna analiza za OS
modela HR 95%ClI p HR 95%ClI p
Starost>55godina 1.142 | 0.748-1.742 | 0.538 0.966 | 0.616-1.517 0.882
ELN 2022 povoljna g.r. referentna 0.973
ELN 2022 intermedijarna g.r. 1.071 | 0.518-2.213 | 0.853
ELN 2022 nepovoljna g.r. 1.019 | 0.453-2.295 | 0.963
KR 0.030 | 0.012-0.075 | 0.003* 0.015 | 0.006-0.040 <0,001*

DFS (engl. disease free survival) — prezivljavanje bez bolesti, OS (engl. overall survival) — ukupno
prezivlajvanje, HR (engl. hazard ratio) — odnos hazarda (rizika) sa donjim i gornjim CI (engl.
confidence interval) — intervalom poverenja, klasifikacija ELN-a (engl. European LeukemiaNet) —
evropske mreze za leukemiju, citogeneticko-molekularne g.r. — grupe rizika, KR — kompletna

remisija, * - znacajnost razlike

4.7. Analiza uticaja genskih polimorfizama na ishode le¢enja i prezivljavanje

U ispitivanoj grupi bolesnika sa AML, raspodela genotipova GSTM1, GSTT1, ABCB1, DCK

I SLC29A1, pirkazanajejeu T

abeli 23.

Tabela 23. Raspodela genotipova u ispitivanoj grupi bolesnika sa AML

Gen Broj (%)
Genotip N =100 (100%)

GSTM1

Nulti 52 (52%)

Ne-nulti 48 (48%)
GSTT1

Nulti 25 (25%)

Ne-nulti 75 (75%)
GSTM1, GSTT1

Dvostruki nulti 10 (10%)

Ne-dvostruki nulti | 90 (90%)
ABCB1

GG 36 (36%)

GT 37 (37%)

GA 1 (1%)

TA 3 (3%)

1T 23 (23%)
DCK

AA 15 (15%)

AG 40 (40%)

GG 45 (45%)
SLC29A1

CC 54 (54%)

CT 39 (39%)

1T 7(7%)

Skracenice: GST T1 i M1 — gen za glutation-S transferaze T1 i M1, ABCB1 — ATP bnding casette
subfamily B member 1, DCK — gen za deoksicitidin kinazu, SLC29AL1 - solute carrier family 29

member 1.
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4.7.1. Analiza uticaja prisustva pojedina¢nih genskih polimorfizama u ispitivanim genima na ishode
lecenja i prezivljavanje

Nijedan od ispitivanjih genskih polimorfizama pojedina¢no, testirana u dominantnom,
recesivnom i kodominantnom modelu, nije uticao na stopu postizanja KR, ED, primarne
refraktarnosti i relapsa (Tabela 24), kao ni na DFS, EFS ili OS (Tabela 25).

Tabela 24. Pojedina¢ni uticaj genetickih polimorfizama na ishode le¢enja

Gen Genotip KR ED Refrakarna bolest Relaps
Genetic¢ki Da, Ne, >, P Da, Ne, s Da, Ne, >, p Da, Ne, s
model N(%) ‘ N(%) ‘ N(%) ‘ N(%) ‘ N©) | N(®%) N(% ‘ N@%) | N(%) ‘ N@®%) | N©) | N(©%)
GSTM1
Ko Nulti 30 22 52 10 42 52 10 42 52 20 32 52
(53) (51) (52) (53) (52) (52) (59) (51) (52) (61) (48) (52)
Ne-nulti 27 21 48 9 39 48 7 41 48 13 35 48
(47) (49) (48) 0.884 | (47) 48) | (48) | 0951 | (41) | (49) (48) 0536 | (39) | (52) | (48) | 0.227
GSTT1
Ko Nulti 11 14 25 6 19 25 7 18 25 8 17 25
(19) (33) (25) (32) (23) (25) (41) (22) (25) (24) (25) (25)
Ne-nulti 46 29 75 13 62 75 10 65 75 25 50 75
(81) (67) (75) 0.130 | (68) 77 | (75 | 0557 | (59) | (78) (75) 0123 | (76) | (75) | (75) | 0.902
GSTM1, GSTT1
Ko Dvostruki nulti 6 4 10 0 10 10 4 6 10 5 5 10
11) 9) (10) 0) (12) (10) @) | (@ (10 (15 (8) (10)
Ne-Dvostruki 51 39 90 19 71 90 13 7 90 28 62 90
nulti (89) 91) (90) 1.000 (100) (88) (90) 0.201 (77) (93) (90) 0.064 (85) (92) (90) 0.291
ABCB1
Do GG 23 13 36 4 32 36 6 30 36 12 24 36
(40) (30) (36) (21) (40) (36) (35) (36) (36) (36) (36) (36)
GT+GA+TA+TT 34 30 64 15 49 64 11 53 64 21 43 64
(60) (70) (64) 0.297 | (79) (60) (64) 0.132 | (65) | (64) (64) 0.947 | (64) (64) (64) 0.958
DCK
Ko AA 11 4 15 2 13 15 1 14 15 8 7 15
(20) ) (15) (10 (16) 15 (6) 7 (15 (24 (10) (15)
AG 23 17 40 10 30 40 7 33 40 12 28 40
(40) (40) (40) (53) (37) (40) (41) (40) (40) (36) (42) (40)
GG 23 22 45 7 38 45 9 36 45 13 32 45
(40) (51) (45) 0,321 (37) (47 (45) 0.450 (53) (43) (45) 0.489 (40) (48) (45) 0.191
Do AA 11 409 | 15 2 13 15 1 14 15 8 7 15
(19) (15) (11) (16) (15) (6) 17) (15) (24) (10 (15)
AG+GG 46 39 85 17 68 85 16 69 85 25 60 85
(81) (91) (85) 0.166 | (89) 84) | 85 | 0729 | (94) | (83) (85) 0.456 | (76) | (90) | (85) | 0.081
Re GG 23 22 45 7 38 45 9 36 45 13 32 45
(40) (51) (45) (37) (47) (45) (53) (43) (45) (39) (48) (45)
AA+AG 34 21 55 12 43 55 8 47 55 20 35 55
(60) (49) (55) 0.282 | (63) (53) | (55) | 0.427 | 47) | (57) (55) 0.470 | (61) | (52) | (s5) | 0.429
SLC29A1
Ko cc 31 23 54 10 44 54 9 45 54 17 37 54
(54) (53) (54) (53) (54) (54) (53) (54) (54) (52) (55) (54)
CT 22 17 39 6 33 39 7 32 39 15 24 39
(39) (40) (39) (31) (41) (39) (41) (39) (39) (45) (36) (39)
TT 4(7) 3 7 3 4 7 1 6 7 1 6 7
7 1) 1.000 | (16) (5) 7 0.231 | (6) 7 7 1.000 | (3) (9) 1) 0.501
Do cC 31 23 54 10 44 54 9 45 54 17 37 54
(54) (53) (54) (53) (54) (54) (53) (54) (54) (52) (55) (54)
CT+TT 26 20 46 9 37 46 8 38 46 16 30 46
(46) (47) (46) 0.929 | (47) (46) (46) 0.894 | (47) | (46) (46) 0.923 | (48) (45) (46) 0.726
Re TT 4(7) | 3 7 3 4 7 1 6(7) | 7 1 6 7
(U] (U] (16) (5) (1) (6) U] (©)] (10 (U]
CC+CT 53 40 93 16 7 93 16 7 93 32 61 93
(93) (93) (93) 1.000 | (84) (95) (93) 0.124 | (94) | (93) (3) 1.000 | (97) (90) (93) 0.420

Skracenice: Ko - kodominantan, Do - dominantan, Re - recesivan genski model; KR - kompletna
remisija, ED (engl. early death) - rana smrtnost, > ukupno, GST T1 i M1 — gen za glutation-S
transferaze T1i M1, ABCB1 —ATP bnding casette subfamily B member 1, DCK — gen za deoksicitidin
kinazu, SLC29A1 - solute carrier family 29 member 1.

46



Tabela 25. Pojedina¢ni uticaj geneti¢kih polimorfizama na prezivljavanje

Gen Genotip EFS DFS oS
Geneticki Vreme 9B%CIl | p Vreme 95% p Vreme 95% p
model (meseci) (meseci) | CI (meseci) | CI
GSTM1
Ko Nulti 5,0 3,4-6,6 12.6 6.8-18.4 8.7 0.4-16.9

Ne-nulti 50 0,7-9,3 0,424 11.4 0-24.0 0.608 6.5 0.0-14.2 0.925
GSTT1
Ko Nulti 3,0 1,3-4,7 23.6 7.1-40.1 6 0.3-11.7

Ne-nulti 6,0 0,9-11,1 0,099 114 5.7-17.1 0.836 12.1 4.2-20 0.293
GSTM1, GSTT1
Ko Dvostruki nulti 4,0 0,9-7,1 24.1 11.5- 76 2.8-14.6

36.7

Ne-Dvostruki 5,0 2,5-7,5 10.7 4.9-16.5 8.7 0-19.2

nulti 0,436 0.399 0.824
ABCB1
Do GG 4,0 3,1-4,8 9.9 45-15.3 7 0.9-13

GT+GA+TA+TT | 50 0,8-9,2 0,863 14.6 5.1-24.1 0.982 9.3 0.9-17.6 0.998
DCK
Ko AA 4,5 12,2- 225 18.9- 21.6 12.0-

29,8 26.1 31.2

AG 4,0 2,6-5,3 20 5.3-34.6 6.0 0-19.8

GG 1,0 2,7-5,3 0,336 8.9 5-12.8 0.551 7.0 3.8-10.1 0.615
Do AA 21,0 12,2- 225 18.9- 21.6 12-31.2

29,8 26.1 0.379

AG+GG 4,0 3,3-4,7 0,195 10.7 5.7-15.7 0.526 7 3.9-10.1
Re GG 4,0 2,7-5,3 8.9 5-12.8 7 3.8-10.1

AA+AG 10,0 1,7-18,3 20.6 15.5- 16.0 0-32.2 0.447

0,241 25.7 0.286

SLC29A1
Ko CcC 6,0 0,0-12,2 18.3 6.9-29.7 104 2.6-18.2

CT 5,0 1,7-8,3 114 7.5-15.2 9.3 0.0-19.3

TT 2,0 0,7-3,3 0,442 25 0.7-4.3 0.365 25 0.7-4.3 0.646
Do CC 6,0 0,0-12,2 18.3 6.9-29.6 104 2.6-18.2

CT+TT 4,0 2,8-5,2 0,467 10.7 4.1-17.3 0.510 8.8 2.9-13.1 0.534
Re TT 2,0 0,7-3,3 25 0.7-4.3 2.5 0.7-4.3

CC+CT 6,0 3,5-8,5 0,231 14.6 5.3-23.9 0.168 9.7 3.5-16.1 0.400

Skracenice: Ko - kodominantan, Do - dominantan, Re - recesivan genski model, EFS (engl. event-
free survival) — prezivljavanje bez dogadaja, DFS (engl. disease-free survival) — prezivljavanje bez
bolesti, OS (engl. overall survival) — ukupno prezivljavanje, GST T1 i M1 — gen za glutation-S
transferaze T1i M1, ABCB1 — ATP bnding casette subfamily B member 1, DCK — gen za deoksicitidin
kinazu, SLC29A1 - solute carrier family 29 member 1.

4.7.2. Analiza zdruZenih uticaja geneti¢kih polimorfizama u ispitivanim genima na ishode lecenja 1
prezivljavanje

Udruzeni efekti geneti¢kih polimorfizama SLC29A1 rs9394992, DCK rs12648166, ABCB1
rs2032582 u dominantnom i SLC29A1 rs9394992 i DCK rs12648166 u recesivnom modelu, nisu
uticali ni na ishode lecenja (Tabela 26) ni na prezivljavanje (Tabela 27) nasih bolesnika sa AML.
Testiranje ABCB1 sprovedeno je samo po dominantnom modelu zbog male ucestalosti A alela u ne$oj
grupi pacijenata (3 u TA i 1 u GA genotipu).
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Tabela 26. Zdruzeni efekti efekti genetickih polimorfizama na ishode lecenja

Geneti¢ki Genotip KR ED Refraktarna bolest Relaps
model (N)
Da Ne > p Da Ne D p Da Ne Da Ne > p
) | %) | %) ‘ %) | %) | (%) ‘ %) | ) | (%) %) | ) | (%) ‘
Dominanantan®
0 12 14 26 6 20 26 5 21 26 7 19 26
(21) | (33) | (26) (32) | (25) (26) (29) | (25) | (26) (21) | (28) | (26)
1 26 19 45 10 35 45 8 37 45 15 30 45
(45) | (44) | (45 (52) | (43) (45) (47) | (45) | (45) (46) | (45) | (45)
2 18 9 27 3 24 27 4 23 27 11 16 27
(32 | (21) | (27) (16) | (30) (27) (24) | (28) | (27) (33) | (24) | (27)
3 12 1@ | 2@ 2 2(2) 00) | 2B@) | 2@)
0163 | °@ | 05 | 2@ | gop | 0@ | 20 0.256 0.442
Recesivean®
0 25 18 43 8 35 43 8 35 43 15 28 43
(44) | (42) | (43) (42) | (43) (43) (47) | (42) | (43) (46) | (42) | (43)
1 22 17 39 8 31 39 5 34 39 12 27 39
(39) | (39) | (39 (42) | (38) (39) (29) | (41) | (39) (36) | (40) | (39)
2 10 8 18 3 15 18 4 14 18 6 12 18
(17) | (19) | (18) | 0.836 | (16) | (19) (18) | 0.962 | (24) | (A7) | (18 | 0.988 | (18) | (1) (18) | 0.803

8SLC29A1 CC, DCK AA, ABCBL1 GG genotip

bSL.C29A1 TT, DCK GG genotip

Skracenice: N broj genotipova, KR - kompletna remisija, ED (engl. early death) - rana smrtnost, >’
ukupno, ABCB1 — ATP bnding casette subfamily B member 1, DCK — gen za deoksicitidin kinazu,
SLC29A1 - solute carrier family 29 member 1.

Tabela 27. Zdruzeni efekti efekti genetickih polimorfizama na prezivljavanje

Geneticki model | Genotip () DFS oS
HR | 95%CI p HR | 95%CI p

Dominanantan®

0 Referentna grupa Referentna grupa

1 1.119 | 0.610-2.054 | 0.716 | 0.977 | 0.565-1.688 | 0.933

2 0.807 | 0.403-1.614 | 0.544 | 0.812 | 0.436-1.511 | 0.510

3 0.685 | 0.091-5.175 | 0.714 | 0.543 | 0.073-4.062 | 0.552
Recesivean®

0 Referentna grupa Referentna grupa

1 1.651 | 0.953-2.861 | 0.074 | 1.321 | 0.805-2.168 | 0.271

2 1.271 ] 0.619-2.610 | 0.514 | 1.103 | 0.586-2.074 | 0.762

8SLC29A1 CC, DCK AA, ABCB1 GG genotip

bSLC29A1 TT, DCK GG genotip

Skracenice: Y zbir genotipova, EFS (engl. event-free survival) — prezivljavanje bez dogadaja, DFS
(engl. disease-free survival) — prezivljavanje bez bolesti, OS (engl. overall survival)-ukupno
prezivljavanje, HR (engl. hazard ratio) — odnos rizika (hazarda), Cl (engl. confidence interval) —
interval poverenja, ABCB1 — ATP bnding casette subfamily B member 1, DCK — gen za deoksicitidin
kinazu, SLC29A1 - solute carrier family 29 member 1.

4.8. Rezultati ekpsresije gena ABCB1, BAX i BCL2 u podgrupi pacijenata sa normalnim kariotipom

Analize ekspresije gena ABCB1, BAX i BCL2 sprovedene su u podgrupi pacijenata sa NK AML,
medijane starosti 51 godinu (opsega: 23-62), udela muskaraca / zena, redom 25 / 26.

4.8.1. Rezultati ekspresije gena ABCB1

Prikazani su u Tabeli 28.
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Tabela 28. Prikaz demografskih, klinickih, standardnih laboratorijskih i karakteristika bolesti,
razvrstanih prema ekspresiji gena ABCB1 u podgrupi pacijenata sa NK AML

. Ukupno
Varijabla (N=51)
ABCB1* ABCB1-
(N=25) (N=26) P
Pol 0.051
Muski, N (%) 25 (49) 16 (64) 9 (35)
Zenski, N (%) 26 (51) 9 (36) 17 (65)
Starost (godine), medijana 51 53 49 0,396
(opseq) (23-62) (23-62) (23-62)
Broj Le (x10%1), medijana 22 7 26 0,071
(opseq) (1-349) (1-184) (0-349)
Hb (g/1), medijana (opseg) 99 106 96 0,191
(66-131) (78-124) (66-131)
>80 (g/l) 45 (88) 24 (53) 21 (47)
<80 (g/l) 6 (12) 1(17) 5 (83)
Broj Tr (x10°L), medijana 55 42 69.5 0,129
(opseg) (8-422) (8-422) (16-169)
LDH (J/1), medijana (opseq) 321 175 553.5 0.028*
(1-2904) (1-2904) (175-1992) '
Blasti u per. krvi, % (opseg) 14 14 135 0,900
(0-98) (0-98) (0-87)
Blasti u kos. srzi, % (opseg) 62 57 65 0,565
(30-97) (30-90) (33-97)
CD34 0.025*
Pozitivan 24 (47) 16 (67) 8 (33)
Negativan 27 (53) 9 (33) 18 (67)
FAB <0,001*
MO, N (%) 4 (8) 4 (100) 0
M1, N (%) 5 (10) 5 (100) 0
M2, N (%) 18 (35) 11 (61) 7(39)
M4, N (%) 17 (33) 3(18) 14 (82)
M5, N (%) 7 (14) 2 (29) 5 (71)
KR (%) 0,781
Da, N (%) 28(55) 13 (46) 15 (54)
Ne, N (%) 23(45) 12 (52) 11 (48)
Primarno refraktarni 1,000
Da, N (%) 8 (16) 4 (50) 4 (50)
Ne, N (%) 43 (84) 21 (49) 22 (51)
Relaps 0,460
Da, N (%) 17 (61) 9 (563) 8 (47)
Ne, N (%) 11 (39) 4 (36) 7 (64)
FLT3-ITD 0.019*
Pozitivan, N (%) 12 (24) 2 (17) 10 (83)
Negativan, N (%) 39 (76) 23 (59) 16 (41)
NPM1 mutiran 0,075
Pozitivan, N (%) 17 (33) 5 (29) 12 (71)
Negativan, N (%) 34 (67) 20 (59) 14 (41)

Skracenice: ABCB1 — ATP bnding casette subfamily B member 1, Le — leukociti, Hb — hemoglobin,
Tr — trombociti, LDH — laktat dehidrogenaza, FAB — Francusko-Ameri¢ko-Britanska klasifikacija,
KR — kompletna remisija, FLT3-1TD - fms related receptor tyrosine kinase 3 — inter tandem

duplication, NPM1 — nukleofozmin 1
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U nasoj podgrupi ispitanika sa NK AML registrovana je znacajno niza ekspresija ABCB1, u
poredenju sa kontrolnom grupom, sa medijanama ekspresija od 0,16 (opseg: 0,00-13,74) u NK AML
grupi, u odnosu na 1,02 (opseg 0,29-5,27) u kontrolnoj grupi (p=0,025). Uzimajué¢i kao deobnu
vrednost medijanu ekspresija ABCB1 gena u podgrupi NK AML pacijenata od 0,16, podelili smo
bolesnike na one sa visom (ABCB1*) — 49% bolesnika i one sa nizom (ABCB1") — 51% bolesnika,
ekspresijom od medijane.

Pokazna je statisti¢ki znac¢ajna povezanost izmedu ABCBL1* i nizih vrednosti LDH u serumu
(p=0,028). U grupi ABCB1+, znacajno ¢es¢i su bili pacijenti sa AML M0/M1 po FAB-u (p<0,001),
CD34 pozitivni (p=0,025) i oni bez mutacije FLT3-ITD (p=0,019).

Nivo ekspresije ABCB1 nije statisticki znacajno uticao na stopu KR (p=0,781), primarnu
refraktarnost (p=1,000), kao ni na duzinu prezivljavnja — DFS (Log-Rank 0,037, p=0,848) i OS (Log-
Rank 0,951, p=0,329).

Po sprovodenju podstratifikacije pacijenata sa NK AML, na osnovu prisustva mutacija
FLT3-ITD i NPM1 u tri grupe: NPM1* (11 bolesnika), FLT3-ITD* (12 bolesnika) i NPM1-/FLT3-
ITD- (28 bolesnika), nadena je statisticki znacajno prisustvo ABCB1* u grupi NPM1/FLT3-ITD", sa
udelom od 71% bolesnika sa visokom ekspresijom ABCB1 u ovoj podgrupi bolesnika (p=0,001). U
navedenoj podgrupi NPM1/FLT3-ITD- bolesnika, prognozni uticaj nivoa ekspresije ABCB1 bio je
blizu granice znacajnosti za OS: ABCB1* 5 meseci u odnosu na 10 meseci u ABCB1" (Log-Rank
3,447, p=0,063).

4.8.2. Rezultati ekspresije gena BCL2

Prikazani su u Tabeli 29.
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Tabela 29. Prikaz demografskih, klinickih, standardnih laboratorijskih i karakteristika vezanih za
bolest, razvrstanih prema ekspresijama gena BCL2, BAX i odnosa BAX/BCL2, nalazi se u Tabeli 29.
u podgrupi pacijenata sa NK AML

Varijabla EJN"ZUSF’BO BCL2 BAX BAX/BCL2
BCL2* BCL2 BAX" BAX BAX/BCL"™% | BAX/BCL2"™%
(N=25) (N=26) P (N=25) (N=26) P (N=25) (N=26) P
Pol
Muski, N (%) 25 (49) 10 (38) 15 (60) 16 (62) 9 (36) 16 (62) 9 (36)
Zenski, N (%) 26 (51) 16 (62) 10 (40) 0,165 10 (38) 16 (64) 0,095 10 (38) 16 (64) 0,095
Starost (godine), 51 53 49 49 52,5 48 54
medijana (opseg) (23-62) (27-62) (23-62) 0,137 (27-62) (23-62) 0,597 (23-62) (27-62) 0,111
Broj Le (x10%1), 22 7 225 22 22 29 6
medijana (opseg) (1-349) (1-184) (2-349) (1-184) (0,2-349) (1-349) (1-184) 0.041*
Hb (g/l), medijana 99 103 98 97 105 98 103
(opseg) (66-131) (82-131) (66-128) (66-131) (78-128) (66-128) (82-131)
> 80 (g/l) 45 (88) 25 (56) 20 (44) 22 (49) 23 (51) 19 (53) 26 (47)
< 80 (g/l) 6 (12) 0 6 (100) 0.023* 3 (50) 3 (50) 1,000 0 6 (100) 0.010*
Broj Tr (x10%L), 55 60 535 55 54,5 52 60
medijana (opseg) (8-422) (8-422) (8-169) 0,528 (17-169) (8-422) 0,497 (8-169) (8-422) 0,685
LDH (J/1), medijana 321 175 590.5 386 306,5 605 75
(opseg) (1-2904) (153-1992) (1-2904) 0.010* | (153-1992) | (1-2904) | 0,815 (1-2904) (153-1992) 0.002*
Blasti u per. krvi, 14 15 11 11 16 11 15
% (opseq) (0-98) (0-98) (0-97) 0,737 (0-92) (0-98) 0,623 (0-97) (0-98) 0,865
Blasti u Kkos. srzi,, 62 57 66.5 63 61 70 57
% (opseg) (30-97) (30-90) (32-90) 0,531 (30-97) (31-90) 0,756 (30-90) (31-97) 0,341
CD34 0,095 0,404 0.050*
Pozitivan 24 (47) 15 (63) 9 (38) 10 (42) 14 (58) 8 (33) 16 (67)
Negativan 27 (53) 10 (37) 17 (363) 15 (56) 12 (44) 17 (63) 10 (37)
FAB 0.006* 0,239 0.002*
MO, N (%) 4(8) 4 (100) 0 1(25) 3 (75) 0 4 (100)
M1, N (%) 5 (10) 4 (80) 1(20) 3 (60) 2 (40) 1(20) 4 (80)
M2, N (%) 18 (35) 10 (56) 8 (44) 7 (39) 11 (62) 6 (33) 12 (67)
M4, N (%) 17 (33) 3(18) 14 (82) 8 (47) 9 (53) 14 (82) 3(18)
M5, N (%) 7 (14) 4 (57) 3 (43) 6 (86) 1(14) 4 (57) 3 (43)
KR (%) 0,404 0,264 0,577
Da, N (%) 28(55) 12 (43) 16 (57) 16 (57) 12 (43) 15 (54) 13 (46)
Ne, N (%) 23(45) 13 (57) 10 (43) 9 (39) 14 (61) 10 (43) 13 (57)
Primarno
refraktarni 0.024* 0,703 0.044*
Da, N (%) 8 (16) 7 (88) 1(12) 3(38) 5 (62) 1(13) 7 (87)
Ne, N (%) 43 (84) 18 (42) 25 (58) 22 (51) 21 (49) 24 (56) 19 (44)
Relaps 0.047* 0,137
Da, N (%) 17 (61) 7 (41) 10 (59) 1,000 7 (41) 10 (59) 7 (41) 10 (59)
Ne, N (%) 11 (39) 5 (45) 6 (55) 9 (82) 2 (18) 8 (73) 3(27)
FLT3-1ITD 0,324 1,000 0,199
Pozitivan, N (%) 12 (24) 4 (33) 8 (67) 6 (50) 6(50) 8 (67) 4 (33)
Negativan, N (%) 39 (76) 21 (54) 18 (46) 19 (49) 20 (51) 17 (44) 22 (56)
NPM1 mutiran 0,237 0,144 0,144
Pozitivan, N (%) 17 (33) 6 (35) 11 (65) 11 (65) 6 (35) 11 (65) 6 (35)
Negativan, N (%) 34 (67) 19 (56) 15 (44) 14 (41) 20 (59) 14 (41) 20 (59)

Skracenice: BCL2 - B-cell lymphoma 2, BAX — BCL2 associated X, Le — leukociti, Hb — hemoglobin,
Tr — trombociti, LDH — laktat dehidrogenaza, FAB — Francusko-Americko-Britanska klasifikacija,
KR — kompletna remisija, FLT3-ITD - fms related receptor tyrosine kinase 3 — inter tandem
duplication, NPM1 — nukleofozmin 1

U nasoj podgrupi ispitanika sa NK AML medijana ekspresije BCL2 gena od 1,22 (opsega
0,13-8,87) nije znacajno bila razli¢ita u poredenju sa grupom zdravih kontrola (medijana 1,00, opseg:
0,21-1,59) (p= 0,148). Uzevsi medijanu, kao deobnu vrednost (1,22), podelili smo nasu grupu u one
sa viSom (BCL2") (49% bolesnika) i one sa nizom ekspresijom od medijane (BCL2).

U analizi povezanosti ekspresije BCL2 sa klinickim i molekularnim karakteristikama
bolesnika, pokazana je singifikantna korelacija BCL2" sa visim koncentracijama hemoglobina
(p=0,023) i nizom aktivnosti LDH u serumu (p=0,010). Bolesnici sa BCL2" pripadali su u nize
diferentovane AML (MO i M1 po FAB-u) (p=0,006). BLC2* nije bila povezana sa prisustvom
mutacija FLT3-I1TD ili NPML1.

Analiza ekspresije BCL2, pokazala je statisticki znacajnu povezanost izmedu BCL2" i
primarno refraktarne bolesti (p=0,024). Naime, u grupi primarno rezistetntnih bolesnika, njih 88%
je imalo BCL2*. Stopa KR u naSoj podgrupi NK AML bolesnika bila je 55%. Nesto niza stopa KR
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(48%) u grupi BCL2" nije bila singifikantno drugacija u odnosu na BCL2" (p=0,404), kao ni trajanje
KR (11 meseci u BCL2* u odnosu na 9,3 meseca u BCL2") (Log-Rank = 0,46, p=0,831). Duzina OS
nije se znacajno razlikovala medu BCL2* i BCL2", redom 6, odnosno 8 meseci (Log-Rank 2,030,
p=0,154).

4.8.3. Rezultati ekspresije BAX gena

U nasih ispitanika sa NK AML medijana ekspresije BAX-a u od 0,92 (opsega: 0,27-2,64),
nije singifikanto bila drukc¢ija u poredenju sa zdravi kontrolama, ¢ija je medijana bila 1,09 (opseg:
0,41-1,55)(p=0,704). Uzevsi medijanu ekspresije BAX-a (0,92), isto kao i u prethodnoj analizi sa
BCL2, podelili smo grupu na one sa viSom (BAX™) i one sa nizom (BAX") ekspresijom gena u odnosu
na medijanu. Analizom BAX-a nije pokazana statisti¢ki zna¢ajna povezanost izmedu nivoa ekspresije
gena i klinickih 1 molekularnih karakteristika bolesnika.

Na negativan uticaj niske ekspresije BAX-a, ukazala je statisti¢ki znacajna pojava relapsa u
grupi BAX™ (p=0,047). Nesto veci udeo onih koji nisu postigli KR (61%) u grupi BAX  nije bio
statisti¢ki znacajan (p=0,264), kao ni nizi DFS (BAX", 8 meseci u odnosu na 11 meseci u BAX", Log-
Rank 0,020, p=0,889) i nizi OS (BAX", pet u odnosu na sedam meseci u BAX*, Log-Rank 0,020,
p=0,888).

4.8.4. Rezultati odnosa ekspresija gena BAX/BCL2

Imaju¢i u vidu nekonzistentne pojedinacne uticaje nivoa ekspresija BCL2 i BAX gena na
ishode lecenja i prezivljavanje bolesnika, analizirali smo i1 zdruZeni uticaj ova dva gena u vidu
BAX/BCL2 odnosa.

Medijana vrednosti BAX/BCL2 bila je 0,62 (opseg: 0,11-7,77) i nije se znacajno razlikovala
od medijane u zdravih kontrola, koja je isnosila 0,91 (opseg: 0,59-3,69)(p=0,185). Uzevsi medijanu
vrednosti odnosa ekspresija BAX/BCL2 (0,62), kao deobnu vrednost, podelili smo bolesnike u dve
grupe: vise od medijane (BAX/BCL2"5€) i niZe od medijane (BAX/BCL2"*k%), sa 49% bolesnika u
grupi BAX/BCL2Visoka,

Pokazana je statisticki znadajna povezanost izedu BAX/BCL2'S°K8 i vigih vrednosti Le
(p=0,041) i LDH (p=0,002), a nizih vrednost Hb (p=0,010). BAX/BCL2"%? grypu bolesnika ¢eiée su
¢inili AML M4 po FAB-u (p=0,002) i CD34 negativne AML (p=0,050). Nije pokazana povezanost
nivoa odnosa BAX/BCL2 sa prisustvom mutacija FLT3-1TD i NPML1.

Prognozni znacaj odnosa BAX/BCL2 pokazao se samo u odnosu na primarnu refraktarnost,
gde je 87% pacijenata sa primarnom refraktarno$¢u, pripadalo grupi BAX/BCL2"Ké (p=0,044).
Analiza prezivljavanja nije pokazala uticaj vrednosti visokog ili niskog odnosa ekspresija BAX/BCL2
na duzinu DFS ili OS, redom Log-Rank 0,139 (p=0,710) i Log-Rank -0,004 (p=0,951).

4.8.5. Povezanost izmedu ekspresija gena ABCB1, BAX i BCL2
Kako je kod bolesnika sa visokom ekpsresijom ABCB1 (ABCB1¥) ¢esce bila prisutna i visoka

ekspresija BCL2 gena (BCL2") (p<0,001), tako su se ovi bolesnici sa ABCB1* &ec¢se nalazili u grupi
sa niskim odnosom BAX/BCL2 (BAX/BCL2"?) (p<0,001) (Tabela 30).
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Tabela 30. Povezanost izmedu ekspresije gena ABCB1, BCL2 i BAX u podgrupi bolesnika sa NK
AML

Gen Ukupno (N=51) ABCB1

ABCB1* | ABCBL

(N=25) | (N=26) | P
BCL2* 25 (49) 20 (80) | 5(20) | <0,001%
BCL2 26 (51) 5(24) | 21 (76)
BAX/BCL 2"k 25(49) 5(20) | 20 (80)
BAX/BCL2"a 26 (51) 20 (77) | 6(23) | <0,001*

Skrac¢enice: ABCB1 — ATP bnding casette subfamily B member 1, BCL2 - B-cell lymphoma 2, BAX
— BCL2 associated X
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5. Diskusija

Uprkos visokoj stopi postizanja KR nakon indukcionog le¢enja AML, znacajan broj
pacijenata razvija relaps bolesti. Jedno od mogucih objasnjenja visoke stope relapsa AML moze biti
nedovoljna efikasnost hemioterapije u eliminisanju MRB (35). Takode, odredeni broj bolesnika ima
nepovoljan ishod lecenja usled toksi¢nosti same hemioterapije ili primarno refraktarne bolesti na
primenjeno standardno lecenje (35). Imajuéi u vidu heterogenost AML u smislu klinicke prezentacije,
citogeneticko-molekularnog profila i varijabilnih ishoda lecenja, predikcija finalnog ishoda lecenja
na samoj dijagnozi bolesti, nije jednostavan zadatak. Zasada su najbolji prediktori ishoda le¢enja
citogeneticko-molekularne aberacije na dijagnozi (16). U naSoj studiji analizirali smo uticaje vise
citogeneticko-molekularnih Klasifikacija (MRC-C, ELN 2017 i najnoviju ELN 2022) na ishode
leCenja 1 prezivljavanje bolesnika. U nasoj grupi bolesnika, ELN 2022 Klasifikacija je dobro
predvidela stope postizanja KR, shodno grupama rizika. Medutim, nije pokazala prediktivhu mo¢ za
druge ishode lecenja - ED, stope relapsa i primarne refraktarnosti, kao ni za prezivljavanje. Takode,
nijedan od demografskih, klini¢kih, standardnih laboratorijskih ili parametara same bolesti nije bio
prediktivan za ishode lecenja ili prezivlajvanje. Multivarijantnom analizom idetifikovali smo
postizanje KR kao nezavisnog prediktora za DFS i OS. Starost >55godina, klasifikacija grupa rizika
prema ELN 2022, kao i polimorfizmi u ispitivanim genima, nisu pokazale uticaj na ishode lecenja ili
prezivljavanje u nasoj grupi bolesnika sa AML.

Humani ekvilibrativni nukleozidni transporter 1 (hENT1), koga enkodira gen SCL29A1,
predstavlja glavni transporter influksa citarabina u leukemijsku ¢eliju. Oko 80% citarabina ulazi u
¢eliju ovim putem, posebno u indukcionom lecenju, kada se primenjuju doze citarabina 100-
200mg/m?, kojima se dostiZe plazmatska koncentracija citarabina od <1 uM (36). U ranijim studijama
pokazana je povezanost nivoa eskpresije SLC29A1 sa ishodima lecenja (80), gde je niska ekspresija
informacione RNK (iRNK) bila povezana sa ve¢im rizikom za rani relaps AML i kra¢e DFS 1 OS u
odraslih bolesnika sa AML (81). U na$oj studiji, polimorfizam rs9394992 SLC29A1 gena nije
pokazala povezanost sa ishodima leCenja i prezivljavanjem, §to je u saglasju sa rezultatima japanskih
(82) i koreanskih (83) studija. U koreanskoj studiji (83), nadena je povezanost haplotipa ht3 (koji
ukljucuje T alel rs9394992) sa viSom stopom postizanja KR. Suprotno nasim rezultatima, u kineskoj
kohorti pokazana je niza stopa relapsa i duze DFS 1 OS u bolesnika sa CC genotipom u odnosu na
CT/TT genotip (70).

Prvi i ograni¢avajuci korak u aktivaciji citarabina u citarabin-trifosfat, aktivan-antileukemijski
oblik citarabina, posredovan je enzimom DCK. Ranija istraZivanja ukazala su na visi predterapijski
nivo ekspresije IRNK DCK gena i duzi EFS u bolesnika sa AML, leCenih citarabinom (84). Do sli¢nih
opazanja do$lo se i u istrazivanjima kod bolesnika sa solidnim malignitetima, koji su leceni
gemcitabinom, lekom koji po hemijskom sastavu spada u nukleozidne analoge, kao i citarabin (85).
Rezultati u nasoj grupi bolesnika su u skladu sa rezutatima japanskih (82) i kineskih (70) studija, u
kojima nije pokazan uticaj polimorfizma DCK rs12648166 na ishode le¢nja i prezivljavanje u grupi
bolesnika sa AML.

Delecije gena (nulti genotipovi) familije GST, glavnih intracelularnih detoksifikatora
reaktivnih kiseoni¢nih radikala koje proizvode antraciklini, provezane su sa ishodima le¢enja obolelih
od AML. Naime, metaanaliza jedanaest studija pokazala je povezanost delecionog (nultog) genotipa
GSTT1 i dvostruko nultih genotipova GSTT1 i GSTM1 sa nizom stopom postizanja KR, nizim
prezivljavanjem bez progresije bolesti i OS, narocito u azijskim populacijama (37). U nasoj grupi
bolesnika nismo potvrdili ove korelacije. Napominjemo da je u grupi bolesnika sa dvostrukim nultim
genotipom GSTT1 i GSTM1, p vrednost od 0,064 bila blizu statistickoj zna¢ajnosti za primarno
refraktarnu bolest.

Smatra se da je pojava rezistencije na standardno lecenje AML, posebno rezistencije na brojne
hemioterapeutike (engl. Multi Drug Resistance — MDR), geneticki predodredena (39). Jedan od
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glavnih mehanizama MDR-a je transportna (pumpna) rezistncija koja je predstavljena povisenom
ekspresijom gena za membranske proteine — efluks pumpe — koje povecavaju efluks citostatika iz
leukemijskih ¢elija i time im smanjuju efikasnost (41,42). Do sada najviSe istrazen je transporter
MDR1 (p-glikoprotein), koji ima ulogu efluks pumpe antraciklina, a enkodiran je genom ABCBL.
Slabija funkcija pumpe i1 posledi¢na veca intracelularna koncentracija antraciklina je u korelaciji sa
vecom stopom postizanja KR i duzim OS, ali i ve¢om toksi¢nos¢u hemioterapije (36). Ovo zapazanje
potvrdeno je u prethodnim studijama (86-89) i dve metaanalize (90,91), koje su ispitivale uticaj
varijati ABCB1 gena, ukljucujuéi i, u naSem radu ispitivanu, polimorfizam rs2032582 (2677G>T/A).
Za razliku od ovih studija, u nasoj grupi bolesnika polimorfizam rs2032582 ABCB1 gena nije uticala
na ishode leCenja i prezivljavanje. Naime, nasi rezultati su u saglasju sa studijama u populacijama
Nemaca (92), Turaka (93), Holandana (94), stanovnika SAD (95), Svedana (96), Spanaca (97) i
Juznokoreanaca (86,87).

U analizi obrazaca ekspresije gena ABCB1, u podgrupi bolesnika sa NK AML, nasli smo
znacajno ¢eScée prisustvo povisene ekspresije ABCB1 (ABCBL1* grupa) u bolesnika sa AML MO ili
M1, kao i u grupi bolesnika sa CD34", §to je u saglasju sa ¢injenicom da je ekspresija ABCB1 gena u
nezrelim ¢elijama hematopoeze znaéajno povisena (98-100). Nasi rezultati ukazuju na medusobnu
isklju¢ivost mutacija FLT3-1TD ili NPM1 i visoke ekspresije ABCBL. Sli¢na opazanja uocena su u
ranijim studijama, gde je pretpostavljeno da je u pacijenata sa FLT3-1TD* gubitak ekspresije ABCB1
posledica povecane proliferacije leukemijskih blasta usled prisustva driver mutacije FLT3-1TD (101-
104), dok povecena ekspresija ABCB1, uotena u NPM1 nemutiranih, moze delimi¢no da objasni
lo$iju porgnozu ovih bolesnika, u odnosu na NPM1 mutirane AML (101,102,105).

Ekspresija ABCB1, u nasoj podgrupi AML bolesnika sa NK, nije bila povezana sa stopom
postizanja KR, primarne refraktarnosti i relapsa, kao ni sa DFS ili OS. Odsustvo korelacije moglo bi
se objasniti ¢injenicom da je ekspresija ABCB1 zavisna od godina starosti obolelih. Naime, negativan
uticaj ekspresije ABCBL1 je redukovan ili potpuno odsutan medu mladim obolelim od AML, a posebno
u pedijatrijskoj AML (99, 106-108). Medijana starosti obolelih od AML krece se izmedu 65 i 70
godina (1-3), stoga nasa podgrupa bolesnika sa NK AML, sa medijanom starosti od 51 godinu, mogla
bi se posmatrati kao grupa nesto mladih bolesnika. Osim toga, izostanak uticaja ekspresije gena
ABCBL1 na ishode leCenja i prezivljavanje mozemo objasniti nasom malom grupom ispitanika i
¢injenicom da smo ispitivali ekspresiju samo jednog, od brojnih gena, iz superfamilije ABC efluks
pumpi. Osim toga, u nasoj podgrupi bolesnika sa NK AML, mladoj od uobi¢ajene medijane starosti
obolevanja, nepovoljan efekat ABCB1" nije toliko evidentan, kao u starijih bolesnika sa AML. U
ranijim studijama pokazan je uticaj razliCitih obrazaca koekspresije viSe ¢lanova ABC superfamilije
transportera na pojavu rezsitencije i prognozu obolelih od AML (105,109,110). Smatra se da postoji
medusobno preklapanje u specifi¢nostima za odredene supstrate medu razlicitim ABC transporterima
i da je njihova koekspresija odgovorna za pojavu refraktarnosti na hemioterapeutike (105, 111,112).
Ovu pretpostavku potvrduje istrazvanje Marzac C. i sar. (105), u kome je pokazano da ispoljavanje
refraktarnosti kod bolesnika sa AML raste sa 21% na 100%, u zavisnosti od broja (0-3)
eksprimovanih gena iz ABC familije transportera (105).

Gubitak regulacije apoptoze, jedan je od najznac¢ajnijih koraka, u leukemogenezi—Jedan od
najznacajnijih regulatora ovog procesa su proteini iz familije BCL2, ¢iji poremecaj regulacije vodi
¢elijskog imortalizaciji i hemiorezsitenciji (47,113,114). U naSem istrazivanju ispitivali smo uticaj
nivoa ekspresije gena dva ¢lana ove familije i to BCL2 i BAX, kao i zdruZeni uticaj ekspresije ova dva
gena olicenom u koli¢niku BAX/BCL2 na ishode le¢enja i prezivljavanje u podgrupi AML bolesnika
sa NK.

U nasoj podgrupi NK AML bolesnika, medijana ekspresije BCL2, nije se znacajno razlikovala
od medijane u zdravih kontrola. Takode je uoc¢en veliki opseg variranja vrednosti nivoa ekspresije
BCL2, opisan i u ranijim istrazivanjima (47,115). Nivo ekspresije BCL2 nije pokazao prediktivni
znacaj u odnosu na stopu postizanja KR, duzine DFS, kao ni OS u nasoj podgrupi NK AML bolesnika,
Sto je u saglasnosti sa nekim od ranije publikovanih studija (43,48,116,117). Medutim, povisena
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ekspresija BCL2 (BCL2*), u nasoj grupi bolesnika, znacajno je bila povezana sa primarno
refraktarnom bolesti. S tim u vezi grupa Bilbao-Sieyro i sar. (117) ukazala je na vezu izmedu
povecane ekspresije BCL2, u uzorcima srzi uzetih pri potvrdi KR ili relapsa, i kra¢ih DFS i OS.
Navedena saznanja mogu imati znacaja za eventualnu primenu ciljne terapije BCL2 inhibitorima.

Visoka ekspresija BCL2 (BCL2*), u nasoj podgrupi NK AML bolesnika, registrovana je u
bolesnika sa MO i M1 kategorijama AML, $to je u saglasju sa podatkom da ekspresija BCL2 zavisi
od stadijuma diferencijacije, sli¢no ekpsresiji ABCB1. Naime, najveca ekspresija BLC2, pokazana je
u nezrelim mijeloidnim progenitorima i postepeno se smanjuje kako odmi¢u kasniji stadijumimi
diferencijacije (115). Ovaj podatak, je od moguceg znaCaja u primeni ciljne terapije BCL2
inhibitorima, buduc¢i da su pokazani slabiji efekti ovih terapija u bolesnika sa zrelijim formama AML,
kao Sto su M4 ili M5 (118,119).

U nasoj podgrupi NK AML bolesnika pokazali smo da je snizena ekspresija BAX-a (BAX")
znafajno udruzena sa veCom stopom relapsa. Ovaj nalaz je u skladu sa do sada objavljenim
istrazivanjima uticaja ekspresije BAX-a, ali sa napomenom da u ranijim studijama uticaj BAX-a
analiziran je pretezno u kontekstu BAX/BCL2 odnosa (43,52,53,55,120,121). U nasem istrazivanju,
nizak odnos BAX/BCL2 (BAX/BCL2"#) zna¢ajno je povezan sa primarno refraktarnom bolesti. U
drugim studijama visok odnos BAX/BCL2 (BAX/BCL2"5°K) udruzen je sa ve¢om stopom postizanja
KR, dok su pacijenti sa BAX/BCL2"?% imali kra¢e OS. Vodeéi se metodologijom Del Poeta i sar.
(120), koja je pokazala je udruzenost visokog BAX/BCL2 odnosa sa mutiranim NPM1 i odsutnom
FLT3-1TD mutacijom (120), ispitali smo povezanost BAX/BCL2"s% statsa sa mutacionim statusom
FLT3-ITD i NPM1. U naSoj grupi bolesnika, nismo pokazali znacajnu povezanost izmedu ovih
parametara, budu¢i da prisustvo navedenih mutacija nije bilo povezano sa pojedina¢nim nivoima
ekpresije BCL2 ili BAX-a.

Napominjemo da metodologija odredivanja ekspresije BCL2 i BAX-a, koristena u navedenim
referentnim studijama, bila je veoma heterogena, a ukljucivala je analizu protocnom citometrijom,
western-blot-om, RT-PCR-om i sekvenciranjem RNK, stoga navedena poredenja ne mogu se
doslovno tumaciti u kontekstu nasih rezultata. Takode, analiza samo dva, u odnosu na brojne ¢lanove
BCL2 familije regulatora apoptoze, predstavlja pojednostavljenje, inace, veoma sloZene plejade pro-
I anti-apoptotskih ¢lanova ove familije, ¢iji zbirni medusobni uticaji na koncu odlucuju o sudbini
leukemijskog blasta.

U nasoj studiji obolelih od AML ispitivali smo i zdruZene uticaje prisustva vise polimorfizama
gena na ishode lecenja i prezivljavanje. Rezultati prethodnih studija koje su ispitivale povezanost
zdruzenih efekata polimorfizma rs2032582 ABC i drugih ¢lanova SLC familije, ali ne i SLC29A1,
pokazali su povezanost ovih polimorfizama sa povecanom renalnom i hepaticnom toksi¢noséu
primenjenog lecenja kod TT genotipa rs2032582 ABC, bez uticaja na stopu KR ili ED (36,97). S
druge strane, zdruzeni efekti polimorfizama rs9394992 (genotip CT/TT) i rs324148 (genotip CC) u
genu SLC29A1 (70), povezani su sa signifikantno redukovanim DFS i OS. Povrh toga, zdruZeni efekti
polimorfizma rs3734703 SLC29A1 (genotip AA ili AC) sa rs2612100 TYMS (timidilat sintetaze)
korelirani su sa signifikantno kra¢cim DFS u odnosu na wild type genotipove navedenih gena (122).
Zdruzeni efekti ispitivanih varijatni u genima SLC29A1, DCK i ABCB1, nisu pokazali prediktivni
uticaj na ishode lecenja i samo prezivljavanje, u nasoj grupi bolesnika sa AML.

Vecina studija, koja se bavila uticajem genetickih polimorfizama na ishode lecenja i
prezivljavanje bolesnika sa AML, radena je u azijskim populacijama (123). Rezultati ovih studija
nisu potvrdeni u nasoj studijskoj grupi. Jedan od mogucih razloga ovakvih rezultata mogle bi biti
razlike u ucestalostima genotipova izmedu azijskih i srpske populacije, koji bi objasnio izostanak
prediktivnog znacaja ispitivanih polimorfizama u nasoj populaciji obolelih od AML. Navedeno
objasnjenje, mozda najbolje odslikava prognozni uticaj polimorfizama u genima SLC29A1, GSTT1 i
GSTM1, koji je pokazan iskljucivo u stduijama sa azijskim populacijama (37,70). Izostanak uticaja
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polimorfizma u genu ABCB1 na ishode leCenja i prezivlajvanje moglo bi se objasniti niskom
ucestaloS¢u minornog alela A u nasoj grupi obolelih od AML.

Osim toga, razlike medu studijama, u smislu doziranja hemioterapeutika (citarabin 100-200
mg/m? i daunorubiin 45-90 mg/m?), upotrebe durugih antraciklina (npr. idarubicina), dodatka drugih
klasa hemioterapeutika, kao $to su etopozid, amsakrin ili fludarabin, mogli su da uti¢u na krajnje
rezultate i ishode leCenja, samim tim i na prediktivnu mo¢ geneti¢kih polimorfizama. Osim toga,
varijacije u demografskim i obelezjima AML u razli¢itim studijama, mogle su dodatno da uti¢u na
ishode lecenja i prezivlavanje u ispitivanjim grupama obolelih od AML.

Nekonzistentnost u studijama farmakogenetike moze se delom objasniti i razlicitim
farmakogenetickim profilima, jedninstvenim za odredene populacije (124). Naime, podaci 0
farmakogenetici AML u evropskim populacijama su veoma retki. U vezi sa ovim, prospektivne
studije, koje bi ukljucile brojne razli¢ite evropske populacije obolelih od AML su potrebne kako bi
se dobili pouzdani farmakogeneticki podaci i time bolje definisali prognozni potencijal ovih markera
u AML. Ova studija predstavlja prvu farmakogeneticku i farmakotranskriptomsku studiju u srpskoj
poplaciji oboleleih od AML, ¢ime doprinosti dopuni saznanja u ovoj oblasti. Takode, u naSem
istrazivanju prvi put je proucavan uticaj ekspresija gena BCL2, BAX-a i odnosa BAX/BCL2 iskljucivo
u grupi bolesnika sa NK AML, ¢ime je uticaj citogenetickih aberacija, bilo povoljan ili nepovoljan,
isklju¢en kao pridruzeni faktor. Ova citogeneticki homogena grupa bolesnika, pokazuje veoma
varijabilne ishode lecenja i duzinu prezivljavanja. Uzevsi u obzir nemogucénost adekvatne procene
prognoze u ovih bolesnika sproveli smo ispitivanje obrazaca ekspresije jednih od glavnih gena
rezistencije — apoptotskih i pumpnih i time delimi¢no doprineli boljoj stratifikaciji pacijenata sa NK
AML.

U budu¢im analizama obolelih od AML, bi¢e neophodna primena tehinika analize visoke
propusnosti (engl. high-throughput analysis), kao i primena integrativnih analiza vise ,,omika’’ (engl.
multi-omics), koje uklju¢uju genomiku, proteomiku, transkriptomiku, epigenomiku i metabolomiku,
u cilju pronalazenja klini¢ki znacajnih farmakogeneti¢kih/farmakotranskriptomickih markera bolesti.
Tek u tom trenutku moZemo smatrati da je leCenje AML prersonalzovano.
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. Zakljuéci

U naSoj grupi bolesnika sa AML ispitivani polimorfizmi u genima SLC29A1, DCK, GSTT1,
GSTM1 i ABCB1 nisu pokazali prognozni potencijal na ishode leCenja i prezivljavanje, kako
pojedinacno, tako i u analizi zdruzenih efekata polimorfizama ovih gena.

U podgrupi bolesnika sa normalnim kariotipom pokazana je veza izmedu primarno refraktarne
bolesti i povecane ekspresije antiapoptotskog gena BCL2. U istoj grupi bolesnika veca stopa
relapsa registrovana je u grupi sa niskom ekspresijom proapoptotskog gena BAX. Analiza odnosa
ekspresija BAX/BCL2 u grupi sa normalnim kariotipom pokazala je vecu stopu primarne
refraktarnosti u onih bolesnika sa niskim odnosom BAX/BCL2.

Ekspresija ABCBL1 nije pokazala prognozni potencijal u nasoj podgrupi bolesnika sa normalnim
kariotipom. Pokazano je odsustvo FLT3-1TD i NPM1 u grupi bolesnika sa visokom ekspresijom
ABCBL1.

Postizanje kompletne remisije bolesti istaknuto je kao nezavisni i jedini prediktor prezivlajvanja
bez bolesti i ukupnog prezivljavanja u multivarijantnoj analizi nase grupe obolelih od AML.

Razmatranja specificnih genetickih profila odredenih populacija neophodno je u
farmakogenetickim i farmakotranskriptomickim istrazivanjima. Imaju¢i u vidu oskudan broj
studija farmakogenetike i farmakotranskriptomike AML u evropskim populacijama, nasi rezultati
doprinose saznanjima u ovoj oblasti i snazno ukazuju na neophodnost integrativnog pristupa u
cilju pronalazenja dobrih farmakogenetickih i farmakotranskriptomickih markera u srpskoj i
evropskim populacijama obolelih od AML.
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