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UTICAJ EKSPRESIJE GENA ZA HUMANI KONCENTRATIVNI
NUKLEOZIDNI TRANSPORTER 3 | PRISUSTVA ALELA CYP2B6*6
NA ODGOVOR NA TERAPIJU FLUDARABINOM I
CIKLOFOSFAMIDOM KOD BOLESNIKA SA HRONICNOM
LIMFOCITNOM LEUKEMIJOM

REZIME

Uvod: Hemioterapija na bazi fludarabina i ciklofosfamida predstavlja osnov lec¢enja
pacijenata sa hronicnom limfocitnom leukemijom (HLL) mlade Zivotne dobi i bez znacajnih
komorbiditeta. Kod nekih pacijenata efekat terapije moze biti uslovljen aberantnom
ekspresijom i/ili mutacijama gena koji utiCu na farmakodinamiku i farmakokinetiku
antileukemijskih lekova. Sa druge strane, ustanovljeni su brojni klini¢ko-laboratorijski i
molekularno-geneticki markeri prognoze koji su znacajni u predikciji klinickog toka,
prvenstveno vremena do prve terapije (time to first treatment, TTFT) i ukupnog
prezivljavanja (overall survival, OS). Oni se poslednjih godina u cilju jaéanja prognosti¢ke
vrednosti kombinuju unutar razlicitih prognostickih modela, medu kojima su za predikciju
TTFET narocito relevantni Skor rizika od progresije (Progression.Risk Score, PRS) i Skor MD
Anderson centra za kancer iz 2011 (MD Anderson Cancer Center 2011 score, MDACC
2011), dok je za predvidanje OS najznacajniji Internacionalni prognosticki indeks za HLL
(The International Prognostic Index for CLL, CLL-IPI). Cilj rada je da se ispita uticaj
farmakogenetike, tac¢nije ekspresije gena SLC28A3 koji kodira hCNT3 protein, jedan od
transportera za fludarabin, i varijantnog alela CYP2B6*6 gena za citohrom P450 2B6, koji
ucestvuje u metabolizmu ciklofosfamida, na ishod le¢enja FC protokolom kod pacijenata sa
HLL-om. Takode, cilj je da se u grupi ovih pacijenata utvrdi vrednost skorova CLL-IPI, PRS
i MDACC 2011 u predikciji TTFT, OS, vremena bez progresije (progression free survival,
PFS) i odgovora na terapiju. Konacno, ispitate se veza farmakogenetiCkih karakteristika 1
skorova.

Metodologija: U studiju je ukljueno 57 pacijenata sa HLL-om koji su leeni FC
protokolom, ve¢inom u prvoj liniji. Pacijenti su stratifikovani prema skorovima CLL-IPI,
PRS i MDACC 2011, nakon ¢ega je ispitana njihova prognosticka vrednost u pogledu TTFT,
odgovora na terapiju, PFS i OS. Imajuc¢i u vidu da je gubitak funkcije TP53 gena jedan od



glavnih uzroka rezistencije na konvencionalnu hemioterapiju, za potrebe farmakogeneticke
analize iz kohorte su iskljuceni pacijenti sa mutacijom i/ili delecijom TP53, ¢ime otklonjena
je moguénost da su ove aberacije uticale na ishod le¢enja pacijenata. Detekcija CYP2B6*6
varijantnog alela je izvrSena reakcijom lan¢anog umnozavanja DNK (Polymerase Chain
Reaction, PCR) i direktnim sekvenciranjem. Ekspresija SLC28A3 je merena u
mononuklearnim ¢elijama izolovanim iz uzoraka periferne krvi HLL pacijenata uzetih pre
zapocinjanja terapije FC protokolom, metodom kvantitativnog PCR na matrici dobijenoj
reverznom transkripcijom (Quantitative Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction,
gRT-PCR).

Rezultati: Kod pacijenata koji nisu reagovali na terapiju FC protokolom (ishod le¢enja
stabilna bolest ili progresija) detektovani su znacajno visi nivoi iRNK SLC28A3 gena u
odnosu na pacijente koji su postigli parcijalnu ili kompletnu remisiju (p=0.01). Pacijenti koji
su visoko eksprimirali SLC28A3 imali su skoro 10 puta vecu $ansu da ne odgovore na
terapiju FC u odnosu na pacijente sa niskom ekspresijom (OR=9.8, p=0.046). Nije pokazano
da postoji povezanost nivoa ekspresije SLC28A3 sa PFS i OS. Prisustvo alela CYP2B6*6,
detektovano kod 24 pacijenta (54.6%), nije bilo zna¢ajno povezano sa odgovorom na FC, kao
ni PFS i OS. Pacijenti sa vi§im vrednostima skorova CLL-IPI, PRS i MDACC 2011 su imali
znacajno krace vreme do prve terapije u odnosu na pacijente koji su imali nize vrednosti
skorova (p=0.002, p=0.019 i p<0.001, redom). U multivarijantnoj analizi, MDACC 2011 i
CLL-IPI su zadrzali znacajnost u pogledu predikcije TTFT (p=0.001 i p=0.018, redom), dok
PRS nije bio znacajan. CLL-IPI je jedini pokazao znacajnost u predikciji OS (p=0.005 u
univarijantnoj i p=0.013 u multivarijantnoj analizi) i PFS (p=0.036), dok je PRS bio samo
grani¢no znacajan u predikciji OS (p=0.052). MDACC 2011 nije pokazao statisticku
znacajnost u pogledu predikcije OS 1 PFS, dok nijedan od ispitivanih prognostickih modela
nije imao prediktivnu vrednost u pogledu odgovora na terapiju. Takode, nije utvrdeno da
postoji veza izmedu vrednosti ispitivanih skorova i ekspresije SLC28A3.

Zakljucak: Rezultati ovog rada su pokazali da je nivo ekspresije SLC28A3 znacajan
prediktor odgovora na FC kod pacijenata sa funkcionalnim TP53 genom. Varijantni alel
CYP2B6*6 u ovoj studiji nije ispoljio znacaj u terapijskom ishodu. Sa druge strane,
prognosticki modeli CLL-IPI, PRS i MDACC 2011 pokazali su znacajan potencijal u
predvidanju TTFT, uprkos tome $to su pacijenti iz naSe kohorte imali viSe pokazatelja
agresivnije bolesti u odnosu na ops$tu HLL populaciju. CLL-IPI je pokazao prognosti¢ku
vrednost i u slucaju predikcije PFS i OS. Povezanost izmedu ispitivanih prognosti¢kih

skorova i ekspresije SLC28A3 u ovoj studiji nije detektovana, §to ukazuje na to da ovi



rizikofaktori odrazavaju potpuno razli¢ite aspekte bolesti i njenog lecenja. U naSoj studiji,
ekspresija SLC28A3 se pokazala kao striktno prediktivni marker, ¢iji je efekat bio ograni¢en
na terapijski odgovor i nije se dalje odrazio na prezivljavanje. Validacija na ve¢im kohortama
I standardizacija metoda merenja ekspresije SLC28A3 su neophodne kako bi se potvrdila
prediktivna mo¢ ovog molekularnog markera i njegova primenljivost za stratifikaciju

pacijenata u svakodnevnoj klini¢koj praksi.

KLJUCNE RECI: hroni¢na limfocitna leukemija, ekspresija SLC28A3, CYP2B6*6,
fludarabin, ciklofosfamid, odgovor na terapiju, CLL-IPI, PRS, MDACC 2011
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ASSOCIATION OF HUMAN CONCENTRATIVE NUCLEOSIDE
TRANSPORTER 3 GENE EXPRESSION AND CYP2B6*6 ALLELE
WITH THE RESPONSE TO FLUDARABINE PLUS
CYCLOPHOSPHAMIDE IN CHRONIC LYMPHOCYTIC LEUKEMIA
PATIENTS

ABSTRACT

Background: Fludarabine plus cyclophosphamide (FC) chemotherapy is the basis of
treatment protocols used in management of chronic lymphocytic leukemia (CLL). In some
patients, response to therapy may be affected by aberrant function of genes involved in
pharmacokinetics and pharmacodynamics of the drugs. On the other hand, numerous
clinical, biological and genetic prognostic markers which predict the clinical course of CLL,
primarily time to first treatment (TTFT) and overall survival (OS) have been established. In
recent times, they have been combined to make different prognostic models in order to
enhance their prognostic value. The most relevant prognostic models used for prediction of
TTFT are the Progression-Risk Score (PRS), and the MD Anderson Cancer Center Score
2011 (MDACC 2011), while CLL-International Prognostic Index (CLL-IPI), although the
most powerful for prediction of OS, is also being used to estimate TTFT. The aim of this
research was to assess the impact of pharmacogenetic variability, namely expression of
SLC28A3 gene and the presence of CYP2B6*6 variant allele, on the FC treatment efficacy.
Also, one of the objectives was to investigate CLL-IPI, PRS, and MDACC 2011 prognostic
values regarding TTFT, first line treatment response, progression-free survival (PFS) and OS.
Finally, the association of pharmacogenetics and prognostic models was investigated.

Methods: Fifty-seven CLL patients treated with FC, most of them in the first treatment line,
were enrolled in this study. Patients were stratified according to the prognostic models CLL-
IPI, PRS and MDACC 2011 and their prognostic significance regarding TTFT, treatment
response, PFS and OS was examined. Considering the fact that the loss of TP53 gene
function is one of the main causes of chemoresistance, patients with mutated and/or deleted
TP53 were excluded from pharmacogenetic analyses, thus eliminating the possibility of its

influence on the treatment outcome. CYP2B6 genotyping was performed by polymerase chain



reaction (PCR) and direct sequencing. SLC28A3 expression was measured by quantitative
reverse-transcriptase polymerase chain reaction (qQRT-PCR).

Results: Significantly higher pretreatment levels of SLC28A3 mRNA were detected in
patients who failed to respond to FC in comparison to patients who achieved complete and
partial response (p=0.01). SLC28A3 high-expressing cases were almost ten times more likely
not to respond to FC than low-expressing cases (OR=9.8; p=0.046). However, association of
SLC28A3 expression with PFS and OS was not observed. CYP2B6*6 allele, detected in 24
(54.6%) of patients, exerted no association with the attainment of response to FC, as well
with PFS and OS. Patients with higher risk scores according to CLL-IPI, PRS, and MDACC
2011 underwent treatment significantly earlier than patients with lower risk scores (p=0.002,
p=0.019, and p<0.001, respectively). In multivariate analysis, MDACC 2011 and CLL-IPI
retained their significance regarding TTFT (p=0.001 and p=0.018, respectively), while PRS
did not. CLL-IPI was the only significant predictor of OS both at the univariate (p=0.005)
and multivariate (p=0.013) levels, as well as of PFS (p=0.036). PRS exhibited borderline
significance only in prediction of OS (p=0.052), while MDACC 2011 was not able to predict
either PFS or OS. All three examined prognostic models failed to predict treatment response.
In addition, the association between the level of risk and SLC28A3 expression was not
detected.

Conclusion: The results of this study demonstrate that SLC28A3 expression is a significant
predictor of FC efficacy in CLL patients with intact TP53. CYP2B6*6 variant allele did not
exhibit association with response to FC. On the other hand, CLL-IPI, PRS, and particularly
MDACC 2011 were able to predict TTFT, despite the fact that the patients in our cohort
exhibited features of more aggressive disease than expected in general CLL population. In
addition, CLL-IPI was also predictive of PFS and OS. No association between SLC28A3
expression and prognostic scores was detected in this study, implying that they reflect
completely different aspects of CLL and its treatment. In our study, SLC28A3 expression
emerged as a strictly predictive marker, whose effect was restricted to the treatment period,
without further impact on survival. Validation on larger cohorts and standardization of
expression measurement methods are warranted in order to confirm predictive value and
applicability of this molecular marker for pretreatment stratification of CLL patients in daily

clinical practice.

KEYWORDS: chronic lymphocytic leukemia, SLC28A3 expression, CYP2B6*6,
fludarabine, cyclophosphamide, treatment response, CLL-IPI, PRS, MDACC 2011
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1 UVvOD

1.1. EPIDEMIOLOGIJA | ETIOPATOGENEZA HRONICNE LIMFOCITNE
LEUKEMIJE

Hroni¢na limfocitna leukemija (HLL) predstavlja klonalnu proliferaciju zrelih,
CDS5 pozitivnih B limfocita koji se nakupljaju prevashodno u kostanoj srzi, perifernoj
krvi, limfnim ¢vorovima i slezini (1). Najce$ca je leukemija odraslin u Evropi i
Severnoj Americi. Obuhvata oko 25% svih leukemija u adultnoj populaciji, kao i 25%
svih hroni¢nih limfoproliferacija (1, 2). Medijana starosne dobi bolesnika sa HLL-om
pri postavljanju dijagnoze je 67-72 godine, pri ¢emu c¢eSce obolevaju muskarci nego
zene (1.7:1) (2). Incidenca ovog oboljenja izjednaena za starosnu dob, prema
poslednjim obradenim podacima, u Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama iznosi 4.7
obolelih na 100 000 stanovnika (3). Incidenca obolevanja od HLL-a je najve¢a medu
belcima, a najmanja medu Azijatskom populacijom (4).

Faktori rizika za nastanak hroni¢ne limfocitne leukemije su nedovoljno
rasvetljeni. Smatra se da 10% pacijenata ima pozitivnu porodi¢nu anamnezu za HLL,
§to je ¢ini jednim od hematoloskih maligniteta sa najve¢im naslednim potencijalom (5).
Medu faktorima koji se povezuju sa povecanom incidencom HLL-a prepoznatljivi su
jos§ 1 izloZenost herbicidima i pesticidima, smanjeno izlaganje sunc¢evoj svetlosti, istorija
atopijskih zdravstvenih poremecaja, izlozenost virusu hepatitisa C, kao i ucestale
infekcije (5). Nije dokazana sigurna veza izmedu nastanka HLL i izlaganja jonizuju¢em
zraCenju (6, 7).

Pretpostavlja se da se primarni dogadaj u leukemogenezi odvija na nivou
multipotentne samoobnavljaju¢e hematopoetske maticne celije. Sveobuhvatne analize
genoma HLL c¢elija dovele su do razvoja modela postepene genske evolucije u kome se
kao inicijalni dogadaj u leukemogenezi kod vecine pacijenata navodi gubitak ili sticanje
hromozomskog materijala (early drivers). Kasnije u toku bolesti dolazi do pojave novih

mutacija i hromozomskih aberacija (intermediate drivers, late drivers) koje usmeravaju
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bolest u nepovoljnom pravcu, $to podrazumeva agresivniji tok i rezistentnost na lecenje
(Slika 1). Inicijatorske hromozomske aberacije u razvoju HLL podrazumevaju deleciju
hromozoma 13q (dell13q) u 55% slucajeva i, u manjem procentu, sticanje hromozoma
12 (trizomija 12) da bi, najces¢e u kasnijim fazama bolesti, doSlo do delecija
hromozoma 11q (delllq) i 17p (dell7p) koje dovode do gubitka gena klju¢nih za
reagovanje celije u slucaju oSteCenja genoma (ataxia-teleangiectasia mutated, ATM i
TP53). Delecija 13q uzrokuje gubitak mikroRNK molekula (miRNK), konkretno miR-

15a i miR-16-1, §to se smatra dogadajem koji inicira leukemogenezu (8).
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Slika 1. Shematski prikaz promena u genomu HLL c¢elije u njenom nastanku i u

kasnijim fazama bolesti (preuzeto i adaptirano iz Lendou i sar, Nature 2015)
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1.2 DIJAGNOZA

Dijagnoza hroni¢ne limfocitne leukemije se postavlja na osnovu prisustva iznad
5000/uL B limfocita u perifernoj krvi tokom najmanje tri meseca (9).

Neophodno je metodom protocne citometrije dokazati specifi¢an imunofenotip
¢elija koji podrazumeva koekspresiju CD5 i B-¢elijskih povrSinskih antigena CD19,
CD20 i CD23, nizak nivo ekspresije povrSinskih imunoglobulina (sIg), CD20 i CD79b
u odnosu na normalne B-celije i restrikciju kappa ili lambda lakih lanaca (10). Snazna
ekspresija CD200 moze pomo¢i prilikom diferencijalne dijagnoze u odnosu na limfome
(11). Tipican imunofenotip HLL ¢elija je odreden vrednostima Matutes/Moro HLL

skora > 4. Ovaj skor obuhvata 5 karakteristika na proto€noj citometriji: visoku

ekspresiju CD5 i CD23 i nisku ekspresiju slg, FMC7 i CD79b ili CD22 (9, 12-14).

Ukoliko postoji limfadenopatija sa manje od 5000 monoklonskih B-limfocita po
pL periferne krvi u odsustvu citopenija koje su posledica klonalne limfocitne infiltracije
kostane srzi, radi se o limfomu malih limfocita (small lymphocytic lymphoma, SLL) koji
ima iste morfoloske i fenotipske karakteristike i isti terapijski pristup kao kod HLL (2).

Morfoloski, celije hronicne limfocitne leukemije imaju izgled malih, zrelih
limfocita, sa visokim nukleo-citoplazmatskim odnosnom, delimi¢no kondenzovanim
hromatinom i odsustvom vidljivih nukleolusa (9). Neretko se srecu i ¢elije atipicne
morfologije sa ve¢om koli¢inom citoplazme 1 useCenim jedrima, ili celije
limfoplazmocitoidnog izgleda. Ukoliko ovakvu morfologiju ima preko 15% celija u
perifernom razmazu, a imunofenotipizacija proto¢nom citometrijom registruje atipi¢énu
ekspresiju markera sa Matutes/Moro skorom niZim od 4, nalazi ukazuju na atipi¢nu ili
varijantnu HLL (4). Prisustvo > 55% prolimfocita u razmazu definiSe dijagnozu B-
prolimfocitne leukemije (15).

Diferencijalno-dijagnosticki u obzir najées¢e dolaze mantl-Celijski limfom u
leukemijskoj fazi, spleni¢ni limfom marginalne zone i B-prolimfocitna leukemija. lako
svi ovi entiteti imaju svoje specificnosti, nekada je teSko razgraniciti o kom se entitetu
radi, $to je posledica preklapanja u morfoloskim i fenotipskim karakteristikama. U
Tabeli 1 date su imunofenotipske karakteristike razli¢itih hroni¢nih limfoproliferativnih

bolesti koje nam pomazu u diferenciranju ovih oboljenja (4).
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Tabela 1. Imunofenotipske karakteristike hroni¢nih limfoproliferativnih oboljenja

slg | CD5 | CD23 | CD79b | FMC7 | CD20 | CD22 | CD103 | CD200 | CD25 | CD1lc | CD10 | CD43 | RORL
Normalni ++ - - ++ ++ ++ ++ - - + + - - -
B ly
HLL + ++ ++ + + + + - +++ + + - +++ ++
MCL ++ ++ - ++ +++ +++ ++ - + - - - +++ ++
LPL +++ + + ++ + ++ ++ - - + + - + N/O
FL +++ - - ++ + ++ + - - - - + - +
HCL +++ - - + ++ ++ +++ ++ - +++ +++ - - ++
LMZ ++ - - ++ ++ ++ ++ - - ++ ++ - + +

Skradenice: ly, limfociti; HLL, hroni¢na limfocitna leukemija; MCL, mantl ¢elijski limfom; LPL,
limfoplazmocitni limfom; FL, folikularni limfom; HCL, hairy cell leukemija; LMZ, limfom marginalne
zone

Oznake: - nema ekspresije, + niska ekspresija, ++ visoka ekspresija, +++ vrlo visoka ekspresija, N/O

neodredeno

1.3 KLINICKA SLIKA

Glavna odlika hroni¢ne limfocitne leukemije je heterogenost koja se sa
bioloskog 1 molekularnog terena preslikava 1 na njen klinicki tok. On se krece u rasponu
od dugogodisnjeg, pa ¢ak i visedecenijskog indolentnog toka, bez potrebe za le¢enjem,
do agresivnog ispoljavanja bolesti sa rezistencijom na le¢enje i smrtnim ishodom unutar
par godina od postavljanja dijagnoze. Dijagnoza se najceS¢e postavlja rutinskim
pregledom krvne slike u kojoj se registruje leukocitoza razliitog stepena sa
predominantnom limfocitozom. Cesto pacijenti imaju i uvecéanje limfnih &vorova na
karakteristicnim mestima na periferiji (vrat, aksile, ingvinumi), neretko uvecenje
slezine, dok je reda pojava uvecanje jetre. Kod manjeg broja pacijenata su prisutni
simptomi koji nastaju kao posledica anemije i trombocitopenije ili konstitutivni (B)
simptomi, odnosno gubitak od preko 10% ukupne telesne mase za manje od 6 meseci,
povisena telesna temperature u odsustvu dokazane infekcije i noéno znojenje. Umor je
Cesto prisutan simptom bolesti, dok su simptomi koji nastaju kao posledica
kompresivnog efekta uvecanih limfnih ¢vorova 1/ili slezine retki, kao 1 simptomi koji se
javljaju usled infiltracije drugih tkiva i organa ¢elijama hroni¢ne limfocitne leukemije

(koza, pluca, centralni nervni sistem, gastrointestinalni trakt i dr.) (5).
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1.3.1 Komplikacije toka hroni¢ne limfocitne leukemije

Komplikacije prirodnog toka HLL su brojne. Medu onima koje najznacajnije
uticu na morbiditet i mortalitet pacijenata sa HLL-om su infekcije, autoimmune
komplikacije i transformacija HLL u agresivni limfom (Rihterov sindrom, RS). U ovom
radu ¢emo se kratko osvrnuti na najéesc¢i autoimuni fenomen vezan za HLL - autoimunu

hemoliznu anemiju (AIHA) i RS.

Autoimuna hemolizna anemija

-----

koji se javlja u okviru HLL-a. Razli¢iti izvori pominju ucestalost od 5% do 37%, s tim
da veéina autora navodi da 5-10% pacijenata sa HLL-om razvije AIHA-u u nekom
trenutku tokom bolesti (16, 17). AIHA se ceS¢e javlja u uznapredovaloj bolesti i
povezana je sa nemutiranim IGHV genima (immunoglobulin heavy-variable genes;
IGHV) u rearanzmanima teSkih lanaca imunoglobulina, pove¢anom ekspresijom zeta-
udruzenog proteina 70 (zeta-associated protein 70, ZAP-70) i poviSenim vrednostima
beta2-mikroglobulina (B2m) (17). Primeceno je da kod pacijenata koji su tretirani
fludarabinom moze do¢i do pogorSanja ve¢ postojece ili de novo nastanka AIHA-e (18-
20). Smatra se da je razlog provociranja AIHA-e tokom le¢enja fludarabinom deplecija
regulatornih T-¢elija ¢ijoj kontroli izmicu subsetovi autoreaktivnih T limfocita, i u
sloZzenoj interakciji sa malignim 1 preostalim funkcionalnim B-¢elijama dovode do
pojave ove komplikacije (21). AIHA se ceS¢e javlja po primeni monoterapije
fludarabinom, pa ¢ak i hlorambucilom, u odnosu na kombinaciju fludarabina i
ciklofosfamida (FC), moguce kao posledica protektivnog efekta ciklofosfamida koji je
snazan imunosupresiv (22, 23). O samom le¢enju ¢e biti vise reci u jednom od narednih

odeljaka.

Rihterov sindrom

Rihterov sindrom (RS) predstavlja transformaciju HLL u agresivni limfom,

najcesc¢e difuzni B krupnocelijski limfom, znatno rede Hockinov limfom. Javlja se u 2-
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8% pacijenata sa HLL-om. Ova komplikacija se odlikuje agresivnim klinickim tokom i
farmakorezistencijom, sa medijanom prezivljavanja od trenutka postavljanja dijagnoze
RS koja ne prelazi godinu dana (24). Nastanak RS se povezuje sa nemutiranim IGHV,
visokorizi¢nim hromozomskim abnormalnostima (delllq i dell7p), kao i pove¢anom
ekspresijom CD38, CD49d i ZAP-70 (25). Takode je utvrdeno da prisustvo trizomije 12
I mutacije NOTCH1 gena povecavaju rizik od razvoja RS (26). U prospektivnoj studiji
Parika i saradnika je utvrdeno da lecCenje kombinacijom purinskih analoga 1 alkiliraju¢ih
agenasa 3 puta povecava rizik od nastanka RS u odnosu na terapiju samo purinskim
analozima, alkiliraju¢im agensima ili monoklonskim antitelima (27). Podatke o
mogucéoj povezanosti primene fludarabina, naroCito u kombinaciji sa alkiliraju¢im
lekovima, sa nastankom RS potrebno je potkrepiti ¢vr§¢im dokazima, naroCito zbog

¢injenice da nisu svi autori potvrdili ovu vezu (22, 28)

1.4 PROGNOZA | PROGNOSTICKI BIOMARKERI

Predvidanje klinickog toka hroni¢ne limfocitne leukemije na osnovu parametara
definisanih na dijagnozi i u periodu pre zapocinjanja leCenja predstavlja izazov sa kojim
su klini¢ari suoc¢eni tokom poslednjih nekoliko decenija. Pre oko 40 godina ustanovljeni
su klini¢ko-laboratorijski parametri koji su do danas u upotrebi kao jednostavno merilo
aktivnosti bolesti. Oni podrazumevaju palpabilno uvecanje limfnih Zlezda u regijama
vrata, pazuha i prepona, uvecanje slezine 1 jetre, kao 1 hematoloSke parametre koji
indirektno ukazuju na fenomen potiskivanja u koStanoj srzi (anemija 1/ili
trombocitopenija u odsustvu imunoloskog uzroka). Na osnovu ovih parametara
bolesnici sa HLL-om se svrstavaju u klinicke stadijume koje su na sli¢an nacin tada
definisali Rai i Bine. Ova dva staging sistema (Rai i Bine) defini$u stadijum niskog
rizika (Rai 0, Binet A), stadijum srednjeg rizika (Rai I/Il, Binet B) i stadijum visokog
rizika (Rai I11/1V, Binet C) (29, 30). lako su navedeni sistemi zbog svoje jednostavne
primene i danas u upotrebi u svakodnevnoj klinickoj praksi, primeceno je da postoji
znacajan broj pacijenata u ranim stadijumima bolesti koji ispoljavaju agresivan klinicki
tok 1 rezistenciju na primenjeno lecenje dok, sa druge strane, ima pacijenata u visSim

stadijumima koji dobro reaguju na terapiju i postizu dugotrajne remisije. Ova ¢injenica
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je otvorila moguénost da se u protekle dve decenije pojavi znacajan broj novih
biomarkera koji su unapredili prognostiku u HLL-u. Vremenom su se diferencirale dve
grupe biomarkera u zavisnosti od informacije koju u pogledu bolesti obezbeduju, a to su
prognosticki i prediktivni biomarkeri (31). Prognosticki biomarkeri odrazavaju biologiju
1 prirodu bolesti i, nezavisno od vrste terapije, odreduju verovatnocu trajanja perioda
bez terapije (time to first treatment, TTFT), ukupnog prezivljavanja (overall survival,
OS) ili transformacije bolesti. Sa druge strane, prediktivni biomarkeri imaju sposobnost
da predvide odgovor na specificne modalitete leCenja 1 predstavljaju osnovu za
personalizovani terapijski pristup. Ove dve vrste biomarkera se medusobno preklapaju
na nacin da veéina prediktivnih biomarkera istovremeno imaju i prognosticku vrednost,

a samo neki prognosticki su ujedno i prediktivni (Slika 2) (31-33).

Slika 2. Prognosticki i

Prognosticki Prediktivni

Starost prediktivni markeri koji se
CIRS koriste u klinickoj praksi
Stadijum (preuzeto i adaptirano iz
B2-mikroglobulin @ Rosi i Gaidano, Hematology
CD49d £ 2017)

Codod ‘ Objasnjenje: zeleni krug oznacava
ZAP70 ' DA, crveni krug oznacava NE,
IGHV mutacioni status narandZzasti krug oznacava NIJE
Delecija 17p VALIDIRANO

Delecija 11q Skracenice: CIRS, komorbiditetni
Trizomija 12 indeks ~ Cummulative  Illness

Rating Scale

Delecija 13q
TP53 mutacija

SF3B1 mutacija

NOTCH1 mutacija

Postoje jo§ dva nacina podele prognosti¢kih faktora u HLL-u Kkoji se zasnivaju
na poreklu varijable. Jedna je na klini¢ke, serumske, imunofenotipske, citogeneticke 1

molekularne biomarkere, a druga na faktore vezane za pacijenta, za terapiju i za bolest.
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1.4.1 Klini¢ki biomarkeri

Medu klinickim varijablama u hroni¢noj limfocitnoj leukemiji u prognosticke
svrhe se u literaturi pominju starosna dob, pol, komorbiditeti, opSte stanje pacijenta
kvantifikovano skalom Isto¢ne kooperativne onkoloske grupe (Eastern Cooperative
Oncology Group Performance Status, ECOG PS), vrednost klirensa kreatinina, ucestale
infekcije, te status limfnih ¢vorova, jetre i slezine koji se koristi u standardnim staging
sistemima. Vecina ovih varijabli (starosna dob, pol, ECOG PS, status limfnih ¢vorova,
jetre i slezine u okviru Rai i Binet staging sistema) deo su razli¢itih prognostickih

skorova o kojima ¢e kasnije biti reci (34-38).

1.4.2 Krvna slika i serumski biomarkeri

O parametrima krvne slike kao delu Rai i Bine staging sistema delimi¢no je ve¢
bilo re¢i. Nivo hemoglobin (Hb) ispod 110g/L kod Rai sistema ili ispod 100g/L po
Bine-u predstavljaju kriterijum za klasifikaciju pacijenata u visi stadijum bolesti, kao $to
to predstavlja i nivo trombocita <100x10%/L za oba sistema. Medutim, kada govorimo o
serumskim biomarkerima, najpre mislimo na apsolutni broj limfocita (absolute
lymphocyte count, ALC), te nivo serumske laktat dehidrogenaze (LDH) i [2-
mikroglobulina ($2m). Postoje i drugi serumski markeri povezani sa hroni¢nom
limfocitnom leukemijom, ali ovde nece biti opisivani jer nisu predmet interesovanja
ovog rada (39, 40).

ALC predstavlja nezavisan prognosti¢cki marker vremena do prve terapije i
ukupnog prezivljavanja, i deo je nekoliko prognostickih modela koji su razvijeni u
prethodnoj deceniji (34, 37, 41). LDH je, isto kao i prethodni biomarker, deo odredenih
prognostic¢kih skorova (35, 42). Povisene vrednosti LDH, zajedno sa B simptomima,
progresivnom limfadenopatijom, hiperkalcemijom i pancitopenijom predstavljaju
obelezja transformacije HLL u agresivni limfom (Rihterov sindrom) (43, 44). Beta2-
mikroglobulin je deo molekula MHC klase I 1 ¢esto je poviSen u limfoproliferativnim i
imunoproliferativnim bolestima. U HLL-u ga proizvode aktivne HLL ¢elije, zbog Cega
direktno odrazava veli¢inu tumorske mase i korelira sa stadijumom bolesti (45). U

velikom broju studija potvrdena je njegova prognosticka vrednost, kako u pogledu
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vremena do prve terapije, tako i njegova veza sa odgovorom na terapiju baziranu na
purinskim analozima, trajanjem vremena bez progresije (progression-free survival,
PFS) i ukupnim preZzivljavanjem (36, 38, 46-48).

1.4.3 Imunofenotipski biomarkeri

Metodom protoc¢ne citometrije odreduje se ekspresija razli¢itih markera na
povrsini B ¢elija u hroni¢noj limfocitnoj leukemiji. Markeri koji su najviSe prouc¢avani u
svetlu prognosticke vrednosti u HLL su CD38, ZAP-70 i, u skorije vreme, CD49d. Sva
tri navedena markera pokazali su nezavisnu prognosticku snagu u razli¢itim studijama
(49-51). CD38 i ZAP-70 su na osnovu udruZzenosti njihove visoke ekspresije sa
prisustvom nemutiranog IGHV, ispitivani kao moguéi surogat markeri mutacionog
statusa IGHV, medutim, od toga se odustalo jer se dubljom analizom utvrdilo da ova
konkordantnost nije na zadovoljavaju¢em nivou, narocito u odredenim subpopulacijama
HLL pacijenata (52, 53). Za prognosticki nepovoljnu smatra se ekspresija CD38 na
povrsini preko 30% celija u ispitivanom uzorku periferne krvi, dok cut-off vrednost u
slu¢aju ZAP-70 u vecini studija iznosi 20% (50). Nedostaci koris¢enja CD38 u prognozi
pacijenata sa HLL-om su varijacija ekspresije tokom bolesti, heterogenost ekspresije na
razli¢itim HLL c¢elijama unutar istog uzorka i variranje cut-off vrednosti u razli¢itim
studijama (54-57). CD49d je relativno nov biomarker u HLL-u. Pokazano je da pacijenti
koji eksprimiraju ovaj marker na povrsini > 30% HLL c¢elija imaju kra¢e vreme bez
terapije 1 ukupno prezivljavanje u odnosu na one sa nizom espresijom. U jednoj studiji
na oko 3000 pacijenata sa HLL-om utvrdeno je da CD49d ima prognosticku vrednost

nezavisno od IGHV mutacionog statusa i citogenetickog profila (51).

1.4.4 Citogeneticki biomarkeri i IGHV mutacioni status

Sustinski napredak u predvidanju klinickog toka i identifikovanju bioloSke
heterogenosti hroni¢ne limfocitne leukemije napravljen je nakon detaljnijeg uvida u
molekularn-geneti¢ke karakteristike bolesti. Pre ta¢no 20 godina, dve nezavisne grupe
su utvrdile da pacijenti sa prisustvom somatskih hipermutacija u IGHV genima

(immunoglobulin heavy-variable genes, IGHV) u rearanzmanima teskih lanaca
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imunoglobulina (IGHV-IGHD-IGHJ rearanzmani), imaju duze prezivljavanje bez
progresije 1 duze ukupno prezivljavanje u odnosu na pacijente sa nemutiranim IGHV
(58, 59). Godinu dana kasnije, Doner sa saradnicima je definisao 5 prognostic¢kih grupa
koje je bazirao iskljuivo na prisustvu neke od 4 najces¢e hromozomske aberacije:
delecija dugog kraka hromozoma 13 (del13q), normalan Kariotip, trizomija hromozoma
12 (trizomija 12), delecija dugog kraka hromozoma 11 (dell1q) i delecija kratkog kraka
hromozoma 17 (dell7p). Navedenim redom odredena je prognoza, i to od najbolje,
uslovljene prisustvom dell3q (medijana ukupnog prezivljavanja 133 meseca) ka
najslabijoj, kod nosilaca dell7p (medijana ukupnog prezivljavanja 32 meseca). Bar
jednu hromozomsku aberaciju ima oko 80% pacijenata sa HLL-om (60).

Delecija 13q

Del 13q se detektuje kod oko 55% pacijenata sa HLL-om (8, 60, 61). Prisustvo
izolovane dell13q je marker odlicne prognoze, imaju¢i u vidu da je prezivljavanje ovih
pacijanata veoma sli¢no prezivljavanju u ops$toj populaciji u istom starosnom i polnom
rangu. Ovo je posledica nekoliko faktora: dugog vremena do prve terapije, s tim da
znaCajan deo ovih pacijenata nikad ne ispolji aktivnu bolest i potrebu za lecenjem;
dugotrajne remisije nakon prve linije terapije; i vrlo niskog rizika od transformacije
(62).

Trizomija 12

Trizomija 12 se javlja u oko 10-20% slucajeva i nosilac je intermedijerne
prognoze. Pacijenti sa trizomijom 12 imaju ceS$¢e atipiénu morfolosku i
imunofenotipsku prezentaciju (veci procenat atipi¢nih celija, HLL skor < 4), ucestalije
se prezentuju trombocitopenijom, a poznato je i da kod njih u veéem procentu dolazi do
pojave Rihterovog sindroma ili sekundarnih maligniteta, Sto je i vode¢i uzrok njihove

smrti (63).
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Delecija 119

Kod oko 10% nelecenih pacijenata u ranom stadijumu i do 25% u
uznapredovalom stadijumu prisutna je delecija 11q (2). Delecija zahvata region 11g22-
023 i uvek rezultuje gubitkom ataksija-teleangiektazija mutiranog (ATM) gena Koji
kodira protein kinazu, vaznu u procesu reparacije DNK. Ova hromozomska aberacija se
klinicki vezuje za masivnu limfadenopatiju i1 krace prezivljavanje i kod razlicitih autora
nosilac je intermedijerne, odnosno lose prognoze (2, 31). Lo$ prognosticki potencijal u
eri hemioterapije izgleda da je prevaziSla primena intenzivne imunohemioterapije
rituksimab-FC (RFC), te novih lekova kao $to je ibrutinib, mada je za definitivnu ocenu
ove tvrdnje potrebno sacekati duzi period pracenja nakon terapije (64-66). Delecija oba
alela ATM gena prognosticki je nepovoljnija od izolovane delllq, i po pitanju

prezivljavanja se ne razlikuje znac¢ajno od mutacije TP53 gena (67).

Delecija 17p

Prognosticki najnepovoljnija hromozomska aberacija u hroni¢noj limfocitnoj
leukemiji je delecija 17p kojom dolazi do gubitka gena TP53, ¢iji se proteinski produkt
(p53) kolokvijalno naziva Cuvarem genoma jer kljuéno uti¢e na reakciju celije na
ostecenje DNK u pravcu reparacije nastalog oSte¢enja ili usmeravanja celije ka apoptozi
(68). Kod asimptomatskih pacijenata disfunkcija p53, bilo kao posledica dell7p ili
mutacija TP53 gena, prisutna je u 4-8% slucajeva, a u simptomatskoj fazi pre terapije u
do 10%. U relapsu bolesti ili kod refraktarnih pacijenata ovaj procenat se penje na 30-
40%, dok je u Rihterovom sindromu mutacija/delecija TP53 prisutna kod 50-60%
sluc¢ajeva (31). Kod preko 80% pacijenata sa del17p dolazi do mutacije preostalog TP53
alela, dok svega 4-5% pacijenata imaju mutaciju TP53 u odsustvu dell17p. Sa aspekta
prognoze ova dva nacina inaktivacije TP53 gena su ekvivalentna (69). Nefunkcionalan
TP53 glavni je prediktor agresivne, farmakorezistentne bolesti, sa brzom evolucijom

bolesti i kratkim prezivljavanjem (70).

11



Uvod

IGHV mutacioni status

B limfociti hroni¢ne limfocitne leukemije, kao i normalne B celije, na svojoj
povrsini eksprimiraju B-celijski receptor (B-cell receptor, BCR) koji se sastoji od dve
komponente: imunoglobulinske, koja prepoznaje i vezuje antigen, i signalne, koja se
sastoji od heterodimernog koreceptora CD79A/CD79B i odgovorna je za transmisiju
signala sa aktiviranog BCR u unutrasnjost celije. Moguénost prepoznavanja Sirokog
repertoara antigena od strane imunoglobulina BCR posledica je dva procesa: 1)
rearanziranja gena za varijabilni region imunoglobulina BCR koje se dogada u antigen-
nezavisnoj fazi sazrevanja u kostanoj srzi i jetri 1 2) procesa somatskih hipermutacija
(SHM) koji se odvija nakon kontakta B-celije sa odredenim antigenom.

Prakti¢no sve studije slazu se u tvrdnji da prisustvo somatskih hipermutacija
(SHM) u rearanziranim IGHV genima, odnosno IGHV mutacioni status, predstavlja
jedan od najsnaznijih prognostickih faktora u HLL-u (71). Nekoliko osobina ¢ine ovaj
biomarker jedinstvenim klonalnim markerom: 1) moze se odrediti na dijagnozi; 2)
ostaje nepromenjen celim tokom bolesti i 3) nezavisan je od drugih klinic¢kih i bioloskih
parametara (72). U zavisnosti od statusa SHM u IGHV genima, mogu se razlikovati
IGHV-nemutirani slucajevi (N-HLL) i IGHV-mutirani slu¢ajevi (M-HLL). Kao cut-off
vrednost izabrana je identi¢nost sekvence rearanziranog IGHV gena sa odgovaraju¢om
germline sekvencom od 98%, pa tako N-HLL c¢elije imaju > 98%, a M-HLL celije <
98% istovetnosti sekvence, drugim refima, vece optereCenje somatskim
hipermutacijama. Pokazalo se da N-HLL pacijenti imaju znatno kra¢e vreme do prve
terapije, slabiji odgovor na (imuno)hemioterapiju, kao 1 krace ukupno prezivljavanje. Sa
druge strane, M-HLL pacijenti imaju indolentnu bolest i postizu dugotrajne remisije na
imunohemioterapiju RFC protokolom, naroc€ito u odsustvu visokorizi¢nih citogenetskih

abnormalnosti kada se ¢ak govori i o eradikaciji bolesti (73, 74).

1.4.5 Nove mutacije i konvencionalna citogenetika

U potrazi za novim prognosti¢kim markerima, poslednjih godina se sprovode
istrazivanja u dva pravca: 1) sveobuhvatno ispitivanje genoma HLL razli¢itim novim

tehnikama kao §to su sekvenciranje nove generacije (next generation sequencing, NGS)
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I 2) konvencionalna citogenetika sa novim mitogenima koja identifikuje hromozomske
aberacije koje se ne mogu utvrditi metodom fluorescentne in situ hibridizacije (FISH).
Pored uloge gena ATM i TP53 o kojima je prethodno diskutovano, najznacajnije
novootkrivene mutacije u pogledu ucestalosti i nepovoljnog uticaja na klinicki tok HLL-
a su mutacije u genima NOTCH1, SF3B1 i BIRC3, medutim njih ovde ne¢emo opisivati
s obzirom da prevazilaze temu ovog rada (8). Konvencionalna citogenetika se
upotrebom novih mitogena vraca na velika vrata u hroni¢nu limfocitnu leukemiju. Sve
je vise dokaza da je kompleksan kariotip (=3 hromozomske aberacije u konvencionalnoj
citogenetici) prediktor kraceg vremena do terapije i kraceg ukupnog preZivljavanja,
nezavisno od prisustva visokorizi¢nih citogenetskih abnormalnosti detektovanih FISH-

om (75).

1.4.6 Kombinovani prognosticki skorovi

Veliki broj biomarkera prognoze u hroni¢noj limfocitnoj leukemiji koji su
identifikovani tokom prethodnih nekoliko decenija nasli su svoje mesto u razli¢itim
kombinacijama u okviru brojnih prognostickih modela. Temelj multifaktorijalnom
pristupu u prognostici u HLL-u prepoznatljiv je u opSte poznatim, prethodno
navedenim, Rai i Bine staging sistemima. Medutim, uoceno je da pacijenti u ranom
klini¢kom stadijumu pokazuju heterogen klinicki tok sa razli¢itom brzinom progresije
bolesti do simptomatske faze, kao i da pacijenti imaju razli¢it odgovor na leCenje
nezavisno od klini¢kog stadijuma u kom se nalaze prilikom postavljanja dijagnoze. Sa
ciljem prevazilazenja nepreciznosti standarnih staging sistema u pogledu prognoze,
razli¢iti autori ispitivali su gore opisane biomarkere prognoze i, kombinovanjem onih
koji su se pokazali najznaCajnijim, razvili multivarijabilne prognosticke modele sa

ciljem predikcije vremena do prve terapije i/ili ukupnog prezivljavanja (34-38, 62, 76).

MDACC 2007

Vazan iskorak u ovom pravcu napravili su Virda i saradnici 2007. godine
razvivsi skor sastavljen od 6 varijabli koje su mahom reflektovale aktivnost osnovne

bolesti, pre nego njenu biologiju, a to su: starost, pol, Rai stadijum, B2m, apsolutni broj
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limfocita i broj zahvaéenih limfonodalnih regija. Ovaj prognosti¢ki model je ispitan na
1674 pacijenta MD Anderson Kancer Centra (MD Anderson Cancer Center, MDACC),
pokazavs$i zavidnu mo¢ diskriminacije pacijenata po pitanju ukupnog prezivljavanja
(34).

Medutim, kako su primat u prognostici vrlo brzo zauzimali razli€iti citogeneticki
1 molekularni biomarkeri, u narednim godinama doSlo je do razvoja drugih
prognostickih modela koji su sadrzali kombinaciju klinickih, laboratorijskih 1 genetickih
markera (35-38). Drugim re¢ima, razvijeni su modeli koji su odrazavali ne samo
aktivnost bolesti, ve¢ 1 njenu biologiju, dok je nekolicina autora predlozila prognosticke
modele koji u sebi sadrze samo molekularno-geneticke markere prebacuju¢i loptu u
prognostici HLL-a potpuno na teren genetike, odnosno biologije bolesti (62, 76). U
daljem tekstu ¢emo se detaljnije osvrnuti samo na prognosticke modele koji su, izmedu

ostalog, predmet interesovanja ovog rada (35, 37, 38).

MDACC 2011

Jedan od navedenih prognostickih modela predstavlja prakticno unapredenje
prethodno opisanog MDACC 2007 skora od strane iste grupe autora 2011. godine, i
razvijen je na 930 nelecenih pacijenata, uglavnom u ranom klinickom stadijumu bolesti.
Skor ima za cilj predvidanje vremena do prve terapije. U sastav skora usli su sledeci
parametri: najveci limfni ¢vor (In) na vratu, broj zahvaéenih limfonodalnih regije, nivo
LDH, prisustvo delllq, dell7p i IGHV mutacioni status. Za izraCunavanje vrednosti
skora za svakog individualnog pacijenta koristi se slozena matematicka formula data u
odeljku 3.16.3. Medijana vrednosti skora u razvojnoj i validacionim kohortama kretala
se oko 20. NiZe vrednosti skora povezuju se sa duzim vremenom do prve terapije i

obrnuto (35).

PRS

Jos§ jedan prognosticki model, Skor rizika od progresije (Progression-Risk Score,
PRS), predstavljen je 2015. godine od strane Pentilea i1 saradnika imao je za cilj da

predvidi kada ¢e pacijenti koji se nalaze u ranom klinickom stadijumu postati kandidati
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za specificno hematolosko leCenje. Razvojna kohorta je bila sastavljena od 480
pacijenata u kojoj su testirani brojni standardni klini¢ki, biohumoralni i geneticki
markeri, i u multivarijabilnoj analizi identifikovana su 4 faktora: Rai stadijum, apsolutni
broj limfocita, nivo serumskog B2m i mutacioni status IGHV, na osnovu kojih su
pacijenti stratifikovani u 3 grupe rizika sa razliitom verovatno¢om da ne budu leceni

nakon tri godine pracenja: 95,3% za nizak, 74,5% za srednji i 28,6% za visok rizik (37).

CLL-IPI

Problemu prognoze klini¢kog toka hroni¢ne limfocitne leukemije do sada je
najopsezniji pristup imala medunarodna kooperativna grupa eksperata iz ove oblasti,
koja je sprovela istrazivanje u vidu meta-analize koje je obuhvatilo 3472 pacijenta sa
HLL-om iz devet klinickih studija sprovedenih u Francuskoj, Nemackoj, Poljskoj,
Velikoj Britaniji i Sjedinjenim Americkim Drzavama (38). Analizirano je 27
prognostickih faktora, od kojih je multivarijantnom analizom potvrden nezavisan
nepovoljan prognosticki znacaj 5 biomarkera: starost > 65 godina, stadijum (Rai > I ili
Binet > B), B2m > 3.5mg/L, nemutiran IGHV i aberantan TP53 (prisustvo del17p i/ili
mutacije TP53), i konstruisan je prognosticki model, nazvan Internacionalni
prognostic¢ki indeks za hroni¢nu limfocitnu leukemiju (The International Prognostic
Index for CLL, CLL-IPI). Na osnovu vrednosti skora diferencirane su grupa niskog,
srednjeg, visokog 1 vrlo visokog rizika u kojima je verovatnoca prezivljavanja na
petogodiSnjem nivou, redom, 93.2%, 79.3%, 63.3% 1 23.3%, a na desetogodiSnjem
71.0%, 39.2%, 21.9% i 3.5%. Navedeni rezultati iz razvojne kohorte potvrdeni su u
internoj validacionoj kohorti, kao i u eksternim kohortama pacijenata “MAYO” sa Mejo
klinike i “SCAN” skandinavske kooperativne grupe. Takode, CLL-IPI je ispitan i na
kohorti pacijenata u ranom stadijumu pokazavsi snagu i u pogledu predvidanja TTFT.
Prognosticki znacaj CLL-IPI skora je potvrden u razliitim validacionim studijama,
kako u pogledu predikcije ukupnog prezivljavanja, tako i vremena do prve terapije (76-
79).
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Molekularno-geneticki prognosti¢ki modeli

Kao Sto smo ve¢ naveli, neki autori su posmatrali izdvojeno molekularno-
geneticke, odnosno markere biologije bolesti 1 njihov izolovan uticaj na prezivljavanje
pacijenata sa HLL-om. Rosi sa saradnicima je opisao razliite grupe rizika na osnovu
citogenetickog profila odredenog FISH metodom i prisustva novih mutacija NOTCH1,
SF3B1 i BIRC3 gena, dok je Spanska grupa autora na ¢elu sa Delgadom osmislila
prognosti¢ki model Barcelona-Brno samo biomarkeri (Barcelona-Brno biomarkers-only
score) koji zahteva samo podatak o prisustvu/odsustvu delllq i dell7p, kao i o IGHV
mutacionom status (62, 76).

1.5 LECENJE

Lecenje bolesnika sa HLL-om znacajno je evoluiralo tokom vremena. Nakon
dugotrajnog oslanjanja na alkiliraju¢e agense (hlorambucil), veliki preokret u lecenju
bolesnika sa hroni¢nom limfocitnom leukemijom donelo je uvodenje purinskih analoga,
odnosno fludarabina, u terapiju ovih bolesnika, kako u vidu monoterapije, tako i u
kombinaciji, najces¢e sa ciklofosfamidom (80). Imajuéi to u vidu, krajem XX i
pocetkom XXI veka standard leCenja bolesnika sa HLL-om postaje kombinacija
fludarabina 1 ciklofosfamida (FC) koja znacajno povecava stope ukupnog odgovora na
terapiju na preko 90% od cega preko 40% bolesnika postize kompletnu remisiju,
medutim, uz komplikacije u vidu znacajne mijelosupresije i infekcija (81, 82). Tokom
prve decenije XXI veka ovoj kombinaciji citostatika se pridruzuje i anti-CD20
monoklonsko antitelo rituksimab u okviru protokola RFC kojim se lee bolesnici u
dobrom opstem stanju i bez znacajnijih komorbiditeta (64). Od tada je u ovoj oblasti
bilo mnogo noviteta u pogledu leCenja (nove generacije anti-CD20 lekova, inhibitori
signalnog puta B-celijskog receptora i inhibitori BCL2), ali za bolesnike mlade od 65-
70 godina, u dobrom opstem stanju, bez znacajnih pridruzenih bolesti i bez afekcije
TP53, terapija izbora ostaje kombinacija zasnovana na fludarabinu, ciklofosfamidu i
rituksimabu (83-85).
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1.6 PREDIKTIVNI BIOMARKERI

Kao §to smo videli, postoji veliki broj prognostickih markera i kombinovanih
prognostickih modela. Medutim, ukoliko se radi o striktno prognosti¢kim markerima,
prema datoj definiciji, pomoc¢u njih mozemo da procenimo prezivljavanje bez terapije,
ukupno prezivljavanje i rizik od transformacije, nezavisno od modaliteta leCenja koji se
primenjuje. Dakle, upotrebljivost ovakvih markera je ograni¢ena u praksi, s obzirom da
nam oni pomazu u odluci koliko Cesto da pratimo pacijente koji su u mirnoj fazi bolesti,
kao i o eventualnom ukljuéivanju visokorizi¢nih pacijenata u rane intervencione studije,
ali nam ne daju informacije na osnovu kojih bi mogli da se odlu¢imo koju terapiju da
primenimo u konkretnom slucaju (31). Ovu vrstu informacije nam obezbeduju
prediktivni biomarkeri. Oni predstavljaju varijable na osnovu kojih je moguce
predvideti odgovor na ta¢no definisane terapijske modalitete. Za definisanje prediktivne
vrednosti neke varijable i njeno uvodenje u algoritam terapijskog odlucivanja, potrebna
je njena validacija kroz randomizovane prospektivne studije. Prediktivna vrednost
ovakve varijable odreduje se na bazi statistiCke analize. Sa druge strane postoje
prediktivni biomarkeri koji su bazirani na bioloskoj ulozi same varijable. Primer za ovu
vrstu prediktivnog biomarkera je rearanzman ber-abl u hroni¢noj granulocitnoj
leukemiji ili akutnoj limfoblastnoj leukemiji. Ukoliko se detektuje njegovo prisustvo u
malignim ¢elijama moguce je direktno farmakoloski targetirati ovaj biomarker
(inhibitorom tirozin-kinaze) i dobiti zeljeni terapijski odgovor (31). NaZzalost, primer
ovakvog markera nemamo u HLL-u, te se za sada ogranicavamo na prediktivne faktore
koji su proizvod statistiCke analize.

Prediktivni markeri u hroni¢noj limfocitnoj leukemiji mogu biti vezani za
pacijenta, za biologiju bolesti i za terapiju. U ovom trenutku jedini validiran prediktivni
biomarker koji klju¢no utiCe na izbor modaliteta leCenja u hronicnoj limfocitnoj
leukemiji je status gena TP53 (70). Rezultati najnovijih studija pokazuju da bi se u
algoritmu donosenja terapijskih odluka mogao nac¢i i IGHV mutacioni status (86). Ostali
biomarkeri koji slove za prediktivne, uglavnom odrazavaju opSte stanje i biolosku
rezervu pacijenta i uticu na odluku o intezitetu leCenja, pre nego o vrsti terapije koja ¢e

se primeniti (87). Jedan vid prediktivnog faktora je i kvalitet, odnosno trajanje odgovora
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na prethodnu liniju terapije $to je vazna informacija na osnovu koje se, izmedu ostalog,

donosi odluka o nac¢inu lecenja u relapsu bolesti (85).

1.6.1 TP53

Opsti podaci o TP53 genu ve¢ su izneseni u odeljku o prognostickim faktorima.
Medijana  prezivljavanja  pacijenata sa  nefunkcionalnim  TP53 u eri
(imuno)hemioterapije iznosi izmedu 2 i 3 godine, §to je posledica rezistencije na
navedeni modalitet le¢enja (88, 89). Razlog refraktarnosti ovih pacijenata na standarndu
hemioterapiju purinskim analozima i alkilirajuéim agensima lezi u Cinjenici da ovi
citostatici svoje genotoksi¢no dejstvo ispoljavaju preko p53 signalnog puta (68).
Imajuéi ovo u vidu, status TP53 je identifikovan kao najznacajniji prediktivni marker na
osnovu koga se planira lecenje. Stoga bi odredivanje statusa TP53 (detekcija mutacija i
del17p) prema svim vaze¢im preporukama trebalo obavezno da se radi pre zapo€injanja
svake runde terapije (9). Pacijenti sa nefunkcionalnim TP53 nisu kandidati za
imunohemioterapiju, ve¢ se u prvoj liniji leCe novim ciljanim lekovima, kao §to su
inhibitori signalnog puta B-celijskog receptora (BCR), ibrutinib i idelalisib, i BCL2
inhibitor, venetoklaks (90). Ovi lekovi su donekle prevazisli nepovoljni uticaj

delecije/mutacije TP53 na odgovor na terapiju (91-93).

1.6.2 Prediktivni zna¢aj IGHV mutacionog statusa

O IGHV mutacionom statusu i njegovom prognostickom znacaju ve¢ je bilo reci
u odeljku o prognosti¢kim biomarkerima. U poslednje vreme sve je viSe dokaza da
IGHV mutacioni status moze biti vaZzan marker odgovora na specificno hematolosko
leCenje. Tako je u registracionim studijama jasno pokazano da N-HLL pacijenti imaju
znacajno bolji odgovor na RFC u odnosu na FC, nakon dugogodiSnjeg pracenja
zakljuceno je da su prakticno svi pacijenti koji imaju nemutirani IGHV osudeni na
relaps bolesti u nekom trenutku. Nasuprot njima, M-HLL slucajevi u odsustvu
visokorizi¢nih citogenetskih abnormalnosti dostizu plato na krivoj prezivljavanja, Sto
implicira moguénost dugotrajne kontrole bolesti, ¢ak do njene eradikacije (73, 74, 94).

Sa druge strane, u studiji sa petogodi$njim pracenjem pokazano je da se nepovoljan
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prediktivni znacaj nemutiranog IGHV statusa prevazilazi primenom ibrutiniba (95). Na
osnovu navedenih rezultata pojedini autori preporuc¢uju da se kod N-HLL pacijenata u
prvoj liniji primenjuju novi ciljani lekovi (31). U svim aktuelnim medunarodnim
preporukama savetuje se odredivanje IGHV mutacionog statusa u periodu od dijagnoze

do prve terapije, s obzirom na njegov krucijalni prediktivni i prognosti¢ki znacaj (9, 96).

1.6.3 Uloga klinic¢kih biomarkera u izboru terapije

Klini¢ki biomarkeri, kao $to su starosna dob, opterecenje komorbiditetima i
stanje bubrezne funkcije odrazavaju bioloSki potencijal pacijenta i time, njegov
kapacitet za tolerisanje odredene vrste terapije. Tako ¢emo kod pacijenata sa intaktnim
TP53 koji su stariji od 65 godina i/ili imaju visok komorbiditetni indeks i/ili snizen
Klirens kreatinina radije primeniti imunohemioterapiju sa povoljnijim bezbednosnim
profilom  (rituksimab-bendamustin  ili  kombinacija anti-CD20 antitela sa
hlorambucilom) u odnosu na mlade, prethodno zdrave pacijente sa ocuvanom
bubreznom funkcijom koji su kandidati za intenzivno le¢enje (kombinacije zasnovane
na fludarabinu). Krajnji cilj je smanjenje ucestalosti nezeljenih efekata, u prvom redu

mijelosupresije i infekcija, koji bi znac¢ajno kompromitovali lecenje (87, 97, 98).

1.6.4 Prethodna terapija kao prediktivni marker

Postoji populacija pacijenata koji imaju funkcionalan TP53 pa ipak njihov
odgovor na imunohemioterapiju nije adekvatan, Sto je takode vaZzan podatak u
odlucivanju o njihovom daljem le€enju i implicira prediktivhu vrednost same ¢injenice
da terapijski odgovor nije bio adekvatan. Prema aktuelnim medunarodnim smernicama,
pacijenti koji su refraktorni na imunohemioterapiju ili su relapsirali u okviru 2-3 godine
nakon njene primene, u relapsu bolesti treba da se leCe novim ciljanim lekovima

(inhibitori BCR signalnog puta ili BCL2 antagonisti) (85).
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1.7 POTRAGA ZA NOVIM PREDIKTIVNIM BIOMARKERIMA:
FARMAKOGENOMIKA I NJEN ZNACAJ U HRONICNOJ LIMFOCITNOJ
LEUKEMIJI

1.7.1 Znacaj farmakogenomike

Farmakogenomika je oblast koja se bavi identifikovanjem promena u genomu
koje uti¢u na farmakoloske efekte lekova. Ove promene se mogu ispoljiti bilo putem
farmakokinetike, odnosno procesa apsorpcije, distribucije, metabolizma i eliminacije
leka, ili preko njegove farmakodinamike, §to podrazumeva alteraciju ciljnih molekula ili
bioloskog puta preko kojih inkriminisani lek ispoljava svoje farmakolosko dejstvo (99).
Jedan od najstarijih primera koji oslikava vaZznost farmakogenomike vodi poreklo iz
510. godine pre Nove ere kada je Pitagora zabelezio da postoje osobe koje nakon
ingestije boba mogu umreti od poremecaja za koji se mnogo kasnije saznalo da
predstavlja fatalnu hemoliticku anemiju usled urodenog nedostatka enzima glukozo-6-
fosfat dehidrogenaze (G6PD) (favizam). Ovakav sled dogadaja kod G6PD deficijentnih
osoba dokazan je i u slucaju uzimanja odredenih lekova, kao Sto su razburikaza ili
antimalarik primakin (100). Kod osoba sa malignitetom, poremecaj u ocekivanom
efektu leka moze biti posledica kako aberantne ekspresije, tako 1 postojanja
germinativnih ili somatskih mutacija u farmakogenima. S obzirom da je
farmakogenomika relativno mlada naucna oblast, nije iznenadujuée da za tek 7% svih
lekova koji su u upotrebi postoje informacije o farmakogenetici koja uti¢e na njihovo
farmakolosko dejstvo, na osnovu kojih je moguce promeniti nacin lecenja 1 izbeci
komplikacije i/ili nedostatak efekta (101). Nedavno otkri¢e i sve $ira upotreba metoda
ispitivanja celog genoma ubrzala je put ka veéem uticaju farmakogenomike na

konkretne odluke o lecenju kako maligniteta, tako i infektivnih i drugih oboljenja (99).

1.7.2 Farmakogenomika u hroni¢noj limfocitnoj leukemiji

ZnaCaj farmakogenomike za leCenje pacijenata sa hronicnom limfocitnom
leukemijom do danas nije dovoljno ispitan. Najdetaljnije je opisana uloga aberantnog

TPS53 gena, za koji je jasno utvrdeno da znacajno smanjuje Sansu za postizanje odgovora
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na (imuno)hemioterapiju, naro¢ito onu zasnovanu na purinskim analozima (70). Ovakav
efekat nefunkcionalnog TP53 objasnjen je ¢injenicom da standardni hemioterapeutici
svoje dejstvo ispoljavaju indukcijom apoptoze u leukemijskim c¢elijama preko p53
signalnog puta (102). Medutim, ovaj mehanizam je vezan za osobine same tumorske
¢elije koja je prirodno u fokusu ispitivanja, dok su informacije o genima koji kodiraju
proteine od kojih zavisi farmakokinetika i farmakodinamika anti-HLL agenasa oskudne.
Farmakogenetika naroc€ito postaje zanimljiva kada imamo na umu da postoji jedan broj
pacijenata sa intaktnim TP53 koji ne reaguju na standardnu (imuno)hemioterapiju, a
nema Cvrstih dokaza i utvrdenih uzro¢no-posledi¢nih veza izmedu prisustva drugih
nepovoljnih molekularno-genetickih karakteristika tumorskih c¢elija i odgovora na
navedeni tip leenja (102). S obzirom da protokol RFC predstavlja prakti¢no sinonim za
imunohemioterapiju u hroni¢noj limfocitnoj leukemiji, u fokusu malobrojnih
istrazivanja o uticaju farmakogenetike na le¢enje HLL-a su upravo konstituenti RFC
protokola: fludarabin, ciklofosfamid i, u manjoj meri, rituksimab (103).

1.7.3 Fludarabin: mehanizam dejstva i uticaj farmakogenetike na ishod

leCenja

Fludarabin je analog adenozina i ispoljava svoj citotoksi¢ni efekat preko svog 5’
trifosfatnog metabolita koji nastaje nizom defosforilacija i fosforilacija, pri ¢emu je
kljuéna reakcija prevodenje prethodno defosforilisanog fludarabina (F-ara-A) u 5°-
monofosfat pomoc¢u enzima deoksicitidin kinaza (dCK) po ulasku u ¢eliju (Slika 3)
(104). Fludarabin deluje kako na celije koje se dele, tako i na one u stanju mirovanja
(GO faza celijskog ciklusa). U prvom slucaju fludarabin ispoljava svoj efekat putem
kompetitivne ugradnje u rastuci lanac dezoksiribonukleinske kiseline (DNK) tokom
procesa njene replikacije, dovodeci do terminacije lanca 1 programirane Celijske smrti.
Takode, on inhibira enzim ribonukleotid reduktazu (RR), onemogucavajuéi tako
pretvaranje ribonukleotid difosfata (NDP) u dezoksiribonukleotid difosfat (dNDP)
(Slika 3). Time se smanjuje pul dezoksinukleotid trifosfata (dNTP), osnovnog
gradivnog elementa DNK, i favorizuje ugradivanje F-ara-ATP u novosintetiSu¢u DNK,
Sto opet dovodi do prekida u elongaciji lanca 1 apoptoze. U slucaju kada su celije u

mirnoj fazi ¢elijskog ciklusa (GO), fludarabin svoj citotoksic¢ni efekat ispoljava tokom
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procesa reparacije DNK, kao i inhibicijom transkripcije i sinteze informacione
ribonukleinske kiseline (iIRNK). Ovo je verovatno klju¢ni mehanizam citotoksi¢nog

dejstva fludarabina u indolentnim limfoproliferativnim oboljenjima kao $to je HLL
(104).

| ona | | RNA |

1 Slika 3. Shematski prikaz metabolizma
GATP Fara-ATP | fludarabina (preuzeto i adaptirano iz Gandi

! i Planket, Clinical Pharmacokinetics 2002)

A 4

Ribonucleotide y
dADP ADP | | F-ara-ADP |
reductase y

A

| F-ara-AMP |
4

Deoxycytidine
! kinase

lﬁra-A | (Drug)
3

4

|Fludarabine| (Prodrug)

Dakle, da bi fludarabin ispoljio svoje citotoksic¢no dejstvo, potrebno je da njegov
aktivni, trifosfatni oblik, bude prisutan u celiji u dovoljnoj koncentraciji, S§to
podrazumeva da svi ¢inioci ukljuceni u lanac produkcije F-ara-ATP, kao finalnog,
kompetitivnog oblika fludarabina, budu intaktni i u ekvilibrijumu. U prisustvu
funkcionalnog TP53, jedan od predlozenih mehanizama rezistencije na fludarabin je
njegova smanjena intracelularna akumulacija (105). S obzirom da je fludarabin
hidrofilni molekul, on ne moze uci u Celiju procesom proste difuzije, ve¢ za to zahteva
aktivan transport posredstvom funkcionalnih nukleozidnh transportera (106).

Poznate su dve vrste transportera preko kojih se vr$i transport purinskih i
pirimidinskih derivata kroz plazmamembranu, a to su humani ekvilibrativni nukleozidni

transporteri (hENT) i humani koncentrativni nukleozidni transporteri (nCNT) (106).

hENT

Humani ekvilibrativni nukeozidni transporteri (hENT) su kodirani od strane

genske familije SLC29A (solute carrier 29A), i do sada su identifikovana cetiri hRENT
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molekula (hENT1, hENT2, hENT3 i hENT4) kodiranih genima SLC29A1, SLC29A2,
SLC29A3 i SLC29A4 (107). Zna se da su hENT1 i hENT2 ubikvitarni u tkivima sisara,
te da imaju sli¢an supstratni spektar purinskih i pirimidinskih nukleozida, s tim da
hENT2 ima sposobnost da transportuje i nukleobaze kroz plazmamembranu (Slika 4).
hENT?2 je narocito prisutan u skeletnim misi¢ima, dok oba transportera (hRENT 112) u
polarizovanim ¢elijama kao $to su enterociti sa pozicije bazolateralnog dela
plazmamembrane igraju vaznu ulogu u transepitelijalnom nukleozidnom trasportu, u
saradnji sa koncentrativnim transporterima koji su smesteni na suprotnom polu ovih
¢elija (107, 108). Osim u transportu nukleozida i nukleobaza u svrhu sinteze nukleinskih
kiselina, hENT ucestvuju i u transportu nukleozidnih analoga koji se koriste u lecenju
velikog broja maligniteta i virusnih infekcija (109). Takode, vaznu ulogu imaju u
regulisanju koncentracije adenozina, vaznog za kontrolu koronarnog protoka, rada
sinoatrijalnog ¢vora, u procesima neurotransmisije i brojnim drugim funkcijama u

organizmu (110, 111).

hCNT

Humani koncentrativni nukleozidni transporteri (hnCNT) su proteini kodirani
¢lanovima genske familije SLC28A (solute carrier 28A). Do danas su identifikovani
hCNT1 (kodiran genom SLC28A1), hCNT2 (kodiran genom SLC28A2) i hCNT3
(kodiran genom SLC28A3) (108). hCNTL1 je prisutan uglavnom u epitelnim celijama
tankog creva, jetre 1 bubrega, dok hCNT2 1 hCNT3 imaju Siru distribuciju, pa se osim u
epitelnim celijama nalaze 1 u srcu, mozgu, placenti, pankreasu, skeletnim misi¢ima i
debelom crevu (hCNT2), odnosno u pankrasu, traheji, kostanoj srzi i mle¢nim zlezdama
I, U manjoj meri, u drugim tkivima (hCNT3) (112). hCNT1 ima afinitet pretezno ka
pirimidinskim nukleozidima i adenozinu, hCNT2 prema purinskim derivatima i uridinu,
dok hCNT3 pokriva obe grupe nukleozidnih derivata (Slika 4) (112). Pored prirodnih
nukleozida, hCNTL1 i 2 imaju ulogu transporta antivirusnih nukleozidnih analoga, vrlo
retko antikancerskih lekova. Sa druge strane, glavni transporter za antineoplasti¢ne
nukleozidne analoge je upravo hCNT3, koji sa visokim afinitetom ucestvuje u prenosu
citostatika poput kladribina, gemcitabina, fluorodeoksiuridina, 5-fluorouridina,

fludarabina i zebularina (113). Manjim kapacitetom ovaj transporter moze da ucestvuje i
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u kinetici antivirusnih nukleozidnih analoga (113). hCNT3 svoju funkciju obavlja kao
aktivni transporter zavisan od natrijuma, pri ¢emu za prenos jednog nukleozidnog

molekula u ¢eliju, hCNT3 koristi energiju dobijenu influksom dva natrijumska katjona
(114).

A
Cytidine (3.5)
Thymidine (10.6)
Guanosine (ND) Guanosine (8.5)
Cytidine (3.1) Adenosine (8) Adenosine (2.4)
Thymidine (27) Inosine (13.7) Inosine (4.3)
@ 11 Uridine (38) @ 111 Uridine (116) @ 21 Uridine (5.3)
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Thymidine (300) Thymidine (710) Thymidine
Guanosine (140) Guanosine (2700) Guanosine
Adenosine (40) Adenosine (140) Adenosine (1900)
Inosine (170) Inosine (50) Inosine
Uridine (240) Uridine (200) Uridine (2000)
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Slika 4. Humani koncentrativni nukleozidni transporteri (nCNT1-3) (A) i humani

ekvilibrativni nukleozidni transporteri (hnENT1-3 (B) i spektri prirodnih nukleozida

koje prenose (Preuzeto iz Pastor-Anglada i Perez-Toras, Frontiers in Pharmacology

2018)

U transportu fludarabina glavnu ulogu igraju hENT1, hENT2 i hCNT3. S

obzirom da aberantna ekspresija i/ili aktivnost proteina koji u¢estvuju u intracelularnoj

akumulaciji i metabolizmu fludarabina moze dovesti do njegovog nedovoljnog unosa i

aktivacije, Meki i saradnici su sproveli istraZivanje sa ciljem da se utvrdi da li to moze
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uticati na ishod lecenja (105). U navedenoj studiji je meren nivo ekspresije 7 gena koji
kodiraju proteine ukljucene u ove procese, i to: nukleozidne transportere hENTI,
hENT2 i hCNT3; 5’-nukleotidaze dNT1, CN-Il i CD73, kao i deoksicitidin-kinazu
(dCK). Utvrdeno je da kod bolesnika sa HLL-om Koji su tretirani monoterapijom
fludarabinom povecana ekspresija gena koji kodira hCNT3 (SLC28A3) znacajno
korelira sa slabijim odgovorom na terapiju, odnosno da je stopa kompletnih remisija

kod ovih bolesnika zna¢ajno manja (105).

1.7.4 Ciklofosfamid: mehanizam dejstva i uticaj farmakogenetike na ishod

leCenja

Ciklofosfamid je alkiliraju¢i agens koji se nepunih 60 godina koristi u lecenju
maligniteta. Odobren je u ovu svrhu davne 1959. godine od strane Americ¢ke agencije za
hranu i lekove kao osmi antikancerski lek u to vreme. Citotoksi¢ni efekat, zapravo,
ispoljavaju njegovi aktivni metaboliti, u prvom redu fosforamid mustard. Prethodno se u
jetri, posredstvom enzimskog sistema citohroma P450, vrSi hidroksilacija
ciklofosfamida u 4-hidroksiciklofosfamid koji je u ekvilibrijumu sa svojim tautomerom
aldofosfamidom. Aldofosfamid se metaboliSe u dva pravca: prvi je oksidacija u
karboksifosfamid putem aldehidne dehidrogenaze (ALDH), a drugi dekompozicija na
fosforamid mustard, koji je glavni aktivni metabolit, i akrolein (Slika 5) (115). Visok
nivo ALDH u ¢eliji dovodi do povecanog stvaranja neaktivnog karboksifosfamida i
smanjenja koncentracije aktivnih metabolita ciklofosfamida u c¢elijama, $to smanjuje

njegov citotoksicni efekat.
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Slika 5. Shematski prikaz metabolizma ciklofosfamida (preuzeto i adaptirano iz Antona
i Sundberg, Oncogene 2006)

Poznato je da se visok nivo ovog enzima nalazi u hematopoeznim mati¢nim
¢elijama, dok je u zrelim progenitorima hematopoeze 1 svim subsetovima limfocita
njegov nivo nizak. To je razlog $to ni kod primene visokih doza ciklofosfamida nikada
ne dolazi do ireverzibilne aplazije kostane srzi, dok su leukopenija i trombocitopenija
uobicajeni nezeljeni efekti ove terapije (115, 116). Sa druge strane, time se objaSnjava
terapijski efekat ciklofosfamida na limfoproliferativne bolesti. Mehanizam delovanja
ciklofosfamida zasniva se na stvaranju veza njegovog aktivhog metabolita sa
guaninskim reziduama unutar i izmedu lanaca DNK, $to kompromituje njenu replikaciju

i uti¢e na pokretanje programirane ¢elijske smrti (115).

Citohrom P450

Kao S§to je prethodno refeno, konverzija ciklofosfamida u 4-
hidroksiciklofosfamid posredstvom enzima citohrom P450 u jetri je primarni korak u
aktivaciji ovog agensa. Radi $ire slike, potrebno je napomenuti da citohromi P450
(CYP) predstavljaju superfamiliju enzima koji su pretezno smesSteni u glatkom

endoplazmatskom retikulumu hepatocita i epitela tankog creva, i imaju funkciju

26



Uvod

katalizatora oksidacije u metabolizmu razli¢itih endogenih i egzogenih supstanci (117,
118). Od skoro 60 funkcionalnih humanih CYP enzima, tek nesto vise od desetak, koji
pripadaju familijama CYP1, 2 i 3, odgovorni su za biotransformaciju ksenobiotika,
ukljuujuéi 1 70-80% svih lekova u klini€koj upotrebi. Ekspresija svakog CYP-a
uslovljena je jedinstvenom kombinacijom razli¢itih mehanizama i faktora, od kojih su
najznacajniji geneticki polimorfizmi i indukcija od strane ksenobiotika. Multialelni
geneti¢ki polimorfizmi, ¢ije prisustvo zavisi od etni¢ke i rasne pripadnosti, igraju
znacajnu ulogu u funkciji CYP enzima 2D6, 2C19, 2C9, 2B6, 3A5 i 2A6, odredujuéi
njihov fenotip koji determinis$e brzinu metabolisanja supstrata (117). Utvrdeno je da
visoko-polimorfni geni za CYP sa svojim varijantama znacajno utiCu na rizik za
nastanak odredenih malignih bolesti, a da kod nekih igraju vaznu ulogu u njihovom
le¢enju (118).

CYP2B6
U procesu aktivacije ciklofosfamida ucestvuje nekoliko izoformi CYP od kojih

najvazniju ulogu ima CYP2B6 (119). Gen CYP2B6 je visoko polimorfan i do danas je
identifikovano preko 100 polimorfizama nukleotidne sekvence (Single Nucleotide

Polymorphism, SNP) i vise od 38 alela (https://www.pharmvar.org/gene/CYP2B6).
Vecina varijantnih alela je veoma retka, sa izuzetkom alela CYP2B6*6 ¢ija frekvencija
se krece od 25% kod belaca do ¢ak 60% kod Azijata (120). CYP2B6*6 alel je definisan
prisustvom 2 SNP, ¢.516G>T u egzonu 4 (Q172H; rs3745274) i ¢.785A>G u egzonu 5
(K262R; rs2279343). Pokazano je da je CYP2B6*6 povezan sa smanjenom in vitro i in
vivo ekspresijom u odnosu na wild-type CYP2B6*1. Pored toga, pokazano je i da
€.516G>T varijanta utiCe na “splajsing” pre-iRNK, dovode¢i do smanjenja nivoa
CYP2B6 proteina za 50-75% (121-124). Studije in vitro i in vivo su takode pokazale da
amino-kiselinske zamene Q172H i K262R menjaju kataliticku aktivnost CYP2B6 u
zavisnosti od primenjenog leka, kao i da je *6 alel povezan sa viSom stopom 4-
hidroksilacije ciklofosfamida (125-128). Stoga, postoji dilema da li na citotoksicni
efekat ciklofosfamida znacajnije utiCe snizena ekspresija CYP2B6*6 ili njegova
poviSena enzimska aktivnost. U studiji DZonsona i saradnika je pokazano da su HLL

pacijenti leCeni FC protokolom slabije odgovarali na terapiju ukoliko su bili nosioci
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makar jednog *6 alela, ¢ime je on oznaCen kao nezavisan prediktivni marker ishoda
lecenja (129). Ne postoje literaturni podaci da se ovom temom bavio jo§ neko pored
navedenih autora.

Osim uticaja na metabolizam ciklofosfamida, ovaj i drugi aleli CYP2B6 gena
ucestvuju i U metabolisanju drugih lekova, kao §to su inhibitor reverzne transkriptaze
efavirenz, artemisinin, bupropion, ketamin i metadon te, shodno tome, teoretski mogu

da uti¢u na tok le¢enja razli¢itih bolesti (120).
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2 CILJEVI

1. Analiza povezanosti prisustva varijantnog alela CYP2B6*6 sa odgovorom na

terapiju FC, prezivljavanjem bez progresije i ukupnim prezivljavanjem.

2. Analiza povezanosti nivoa ekspresije gena SLC28A3 sa odgovorom na

terapiju FC, prezivljavanjem bez progresije 1 ukupnim prezivljavanjem.

3. Analiza povezanosti nivoa ekspresije gena SLC28A3 sa rizikom od nastanka
autoimune hemolizne anemije nakon zapocinjanja le¢enja fludarabinom i

ciklofosfamidom.

4. Analiza povezanosti nivoa ekspresije gena SLC28A3 sa rizikom od nastanka
Rihterovog sindroma nakon zapoCinjanja leCenja fludarabinom i

ciklofosfamidom.

5. Analiza prognosticke vrednosti skorova CLL-IPI, PRS i MDACC 2011 u

pogledu vremena do prve terapije i ukupnog prezivljavanja.
6. Analiza prediktivne vrednosti prognostickih modela CLL-IPl, PRS i
MDACC 2011 u pogledu odgovora na terapiju i prezivljavanja bez

progresije nakon prve terapijske linije.

7. Analiza povezanosti nivoa rizika prema prognostickim modelima CLL-IPI,

PRS i MDACC 2011 i nivoa ekspresije gena SLC28A3.
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3 METODOLOGIJA

3.1 PACIJENTI

3.1.1 Dijagnoza

Dijagnoza hroni¢ne limfocitne leukemije postavljena je na osnovu kriterijuma
radne grupe Nacionalnog instituta za kancer iz Betezde, Merilend, Sjedinjene Americke
Drzave (National Cancer Institute Working Group, NCI-WG) i vodi¢a Medunarodne
radne grupe za HLL (International Workshop on Chronic Lymphocytic Leukemia,
IwCLL) iz 2008. godine. Pacijenti su imali tipi¢ni imunofenotip sa HLL
(Matutes/Moro) skorom > 4, manje od 55% prolimfocita ili prolimfocit-like ¢elija u
razmazu periferne krvi (10, 130). lzuzetak od navedenih kriterijuma su bila dva
pacijenta koji su ispoljili sliku limfoma malih ¢elija (small lymphocytic lymphoma,
SLL), s obzirom da su imali manje od 5000 limfocita po pL krvi, dok je jedan od ova
dva pacijenta na proto¢noj citometriji imao HLL skor 3 (12, 13). Analizirani uzorci svih

pacijenata u studiji skupljani su tokom perioda od dijagnoze do primene FC.

3.1.2 Osnovna kohorta

Kohorta koja je bila predmet ispitivanja uticaja prognostickih modela na TTFT,
PFS 1 OS sadrzala je 57 pacijenata sa hroni¢nom limfocitnom leukemijom koji su

dijagnostikovani, praceni i leeni na Klinici za hematologiju Klini¢kog centra Srbije,

Beograd, Srbija, od 2003. do 2018 godine.

3.1.3 Kohorta za farmakogeneti¢ku analizu

Za potrebe farmakogeneticke analize, odnosno analize uticaja nivoa ekspresije
gena SLC28A3 i prisustva alela CYP2B6*6 na odgovor na terapiju FC, iz navedene,

osnovne kohorte isklju¢eno je 13 pacijenata. Jedanaest pacijenata je iskljuceno jer je
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utvrdeno da imaju nefunkcionalan TP53, bilo kao posledicu mutacije ovog gena (9
pacijenata), bilo zbog detektovane dell7p (3 pacijenta). Jedan od ovih pacijenata je
imao obe abnormalnosti. Kod dva pacijenta nije mogao biti odreden kvalitet odgovora
nakon primene FC, s obzirom na razvoj hemolizne anemije, odnosno PRCA (pure red
cell aplasia), neposredno po zapocinjanju leCenja, zbog Cega je isto obustavljeno.

Finalna kohorta za farmakogenomsku analizu brojala je 44 pacijenta.

3.1.4 Varijable

Kod svih pacijenata su pri postavljanju dijagnoze odredivani:

1. Standardni demografski podaci: pol i starosna dob
2. Klini¢ki parametri: broj zahvadenih limfonodalnih regija, maksimalni
promer cervikalnog limfnog ¢vora, procena veli¢ine slezine i jetre u sklopu
definisanja klini¢kog stadijuma po Raiju i Bineu
3. Laboratorijski parametri: kompletna krvna slika sa apsolutnim brojem
limfocita koji je odreden analizom razmaza periferne krvi; nivo LDH i
serumskog f2m
4. Nivo ekspresije CD38 metodom proto¢ne citometrije 1 procenat i tip
infiltracije histopatoloSkom analizom bioptata koStane srzi
5. 1z uzoraka periferne krvi koji su prospektivno skupljani tokom perioda od
dijagoze do prve terapije odreden je:
a. citogeneticki profil FISH metodom kojom je odredivano prisustvo
del13q, trizomije 12, delllq i dell7p
b. mutacioni status TP53 gena
c. mutacioni status IGHV gena
d. nivo ekspresije gena SLC28A3, izrazen relativnom ekspresijom
IRNK SLC28A3 u mononuklearnim ¢éelijama
e. analiza prisustva CYP2B6*6 alela

Podaci o starosnoj dobi, klinickom stadijumu po Raiju i Bineu, kompletna krvna slika sa
apsolutnim brojem limfocita, nivo LDH i serumskog f2m odredeni su i neposredno pre

pocetka terapije, kao i1 na dijagnozi.
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Metode skupljanja uzoraka, izolacije materijala od interesa, proto¢ne citometrije,

FISH, PCR i sekvenciranje detaljno su opisani u daljem tekstu.

3.1.5 Eticke norme

Istrazivanje je sprovedeno uz dozvolu Eti¢kog komiteta Medicinskog fakulteta
Univerziteta u Beogradu i u skladu sa HelsinSkom deklaracijom iz 1964. i njenim

kasnijim amandmanima.

3.2 PROCENA ODGOVORA NA FC

Odgovor na lecenje je procenjen na osnovu kriterijuma NCI-WG i IwCLL 2008,
koji definiSu 4 vrste odgovora na terapiju: kompletna remisija (complete response, CR),
parcijalna remisija (partial response, PR), stabilna bolest (stable disease, SD) i
progresivna bolest (progressive disease, PD) (12, 13). Kompletna remisija je definisana
kod pacijenata sa odsustvom klinicki znacajne limfadenopatije (>1,5cm) 1
organomegalije, normalizacijom krvne slike tako da bude >1500 neutrofilnih
granulocita po pL krvi, <4000 limfocita (Ly) po pL, nivo Hb >110 g/L 1 >100000
trombocita (Tr) po pL, prisustvom <30% Ly u kostanoj srzi bez B limfoidnih nodusa i
odsustvom konstitucionalnih simptoma. Parcijalna remisija je podrazumevala smanjenje
dimenzija limfnih ¢vorova, slezine 1 jetre za >50% u odnosu na dimenzije pre pocCetka
lecenja ukoliko su bili klinicki znacajno uvecani, zatim broj neutrofilnih granulocita
>1500/pL ili porast za > 50% u odnosu na nivo pre lecenja, Ly <4000/uL ili pad <50%
u odnosu na nivo pre zapocinjanja leCenja, Hb >110 g/L, Tr >100000/uL, odnosno
njihov porast >50% u poredenju sa vrednostima pre leCenja, kao i infiltraciju koStane
srzi Celijama HLL koja zauzima >30% njene celijske populacije ili prisustvo B-
limfoidnih nodulusa. Progresivna bolest definisana je nekim od slede¢ih parametara:
uvecanje limfnog Cvora, slezine ili jetre za >50% u odnosu na dimenzije pre pocetka
leCenja, >50% uvecanje broja Ly (s tim da ALC bude >5000/uL), pad nivoa Hb >2 g/L.
i/ili pad u broju Tr > 50% kao posledica infiltracije koStane srzi. Stabilna bolest je
podrazumevala odgovor koji je bio slabiji od PR i bolji od SD (13). Pacijenti kod kojih
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je nakon primene FC protokola verifikovana SD ili PD oznaceni su kao FC-rezistentni,
a pacijenti koji su postigli PR ili CR, FC-senzitivni.

3.3 PREZIVLJAVANJE

Trajanje odgovora na terapiju definisano je prezivljavanjem bez progresije
(progression-free survival, PFS) koje je podrazumevalo vreme od zapocinjanja primene
FC do PD, odnosno do smrti usled osnovne bolesti. Ukupno prezivljavanje (overall
survival, OS) mereno je kao vreme od postavljanja dijganoze HLL do smrti iz bilo kog
razloga, odnosno do poslednjeg kontakta sa pacijentom tokom pracenja. Vreme do prve

terapije (time to first treatment, TTFT) mereno je od dijagoze do prve terapije (13).

3.4 ODREDIVANJE LABORATORIJSKIH PARAMETARA

3.4.1 Krvna slika sa apsolutnim brojem limfocita

Merenje koncentracije hemoglobina i krvnih elemenata vrsi se u Kaulterovom
brojacu koji funkcioniS$e na principu merenja provodljivosti. U laboratoriji Klinke za
hematologiju Klini¢kog centra Srbije date su sledece referentne vrednosti: hemoglobin

(Hb): 120-170 g/L; leukociti (Le): 3.6-10x10%L; trombociti (Tr): 150-450x10%/L (131).

Procenat limfocita u leukocitarnoj formuli se odreduje na sledeé¢i nacin: napravi
se krvni razmaz tako $to se na predmetnom staklu kapljica venske ili kapilarne krvi
razvuce brusenim staklom; potom se razmaz susi na vazduhu i boji Mej Grinvald Gimza
tehnikom, nakon cega se broji 100 leukocita na 2-4 mesta od periferije prema sredini i

opet prema periferiji i medu njima odreduje relativni i apsolutni broj limfocita (132).
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3.4.2 Odredivanje nivoa B2 mikroglobulina

Nivo B2m se meri turbidimetrijskom metodom. Uzorak seruma se pomesa sa
lateks reagensom, nakon ¢ega dolazi do aglutinacije oblozenih lateks Cestica. Stepen
aglutinacije je direktno proporcionalan koncentraciji f2m u uzroku i odreduje se
metodom zasnovanom na promeni apsorpcije svetlosti. Referentne vrednosti iznose od
0.97-2.64 mg/l.

3.4.3 Odredivanje koncentracije serumske laktat dehidrogenaze (LDH)

Koncentracija LDH se odreduje standardnom fotometrijskom metodom po

Monarhu Referentne vrednosti iznose od 220-460 U/L (133).

3.5 IMUNOFENOTIPIZACIJA PROTOCNOM CITOMETRIJOM

3.5.1 Ispitanici

Imunofenotipizacija metodom multiparametarske protoc¢ne citometrije (MPC)
sprovedena je na uzorcima periferne krvi 57 novootkrivenih ispitanika sa dijagnozom
HLL, pre primene hemioterapije. Kao kontrolne vrednosti, koris¢ene su laboratorijske
referentne vrednosti, dobijene testiranjem populacije B-limfocita periferne krvi zdravih
odraslih osoba (n=20) za obrasce ekspresije humanih leukocitnih antigena (AQ).

Uzorci ispitanika su prikupljani i obradivani prema standardnim preporukama i
protokolima (134, 135). Limfocitne populacije i subpopulacije su analizirane u svezim
uzorcima periferne krvi ispitanika, neposredno nakon uzimanja uzorka.

Obradivani su nativni uzorci periferne krvi, koji su prikupljani venepunkcijom u
standardnim epruvetama sa antikoagulansom K3EDTA ili K;EDTA (BD Vacutainer,
K3EDTA ili K2EDTA). Broj leukocita i diferencijalna formula u nativnim uzorcima
periferne krvi su odredivani na hematoloskom brojacu (ABX Pentra DX120). U slucaju
kada je koncentracija éelija bila u opsegu od 1-10x10%ml, obeleZavani su alikvoti od

100p1 nerazblazenih uzoraka, a u slucaju kada je koncentracija uzorka bila >10x10%ml,
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pravljena su razblazenja osnovnog uzorka sa medijumom (2% FCS/ 0.01% NaNs/ PBS,
pH 7.2), u koncentraciji od 10-20x10%/ml, i obelezavani su alikvoti koji su sadrzavali
1x10° ¢elija.

3.5.2 Monoklonska antitela

Alikvoti uzoraka su obelezavani primenom komercijalnih monoklonskih antitela
(MoAt), poreklom od misa sa specificnoS¢u za humane leukocitne Ag, organizovanih u
standardni viSekolorni panel (Tabela 2) (136-138). Vecina MoAt, direktno
konjugovanih jednom od cetiri fluorescentne boje (FITC, PE, PerCP, APC), bila su
proizvod firme Becton Dickinson Biosciences. Za detekciju Ag B-loze kori$¢ena su
slede¢a MoAt: CD19-PerCP (klon SJ25C1), CD20-APC (klon L27), CD20-APC (klon
L27), CD22-PE (klon S-HCL-1), CD23-PE (klon EBVCS-5), CD24-FITC (klon ML5),
CD79b-PE (klon CB3.1), CD79b-APC (klon CB3.1), CD138-PE (klon MI15; klon DL-
101), FMC7-FITC (klon FMC7). Detekcija membranskih lakih lanaca imunoglobulina
(Ig) je vrsena primenom MoALt: anti-lglambda-FITC (klon 1-155-2) i anti-lIgkappa-PE
(klon TB 28-2). Za detekciju teskih lanaca Ig su koris¢ena MoAt: anti-IgD-FITC (klon
IA6-2), anti-IgM-PE (klon G20-127), anti-lgG-APC (klon G18-145), i poliklonsko
anzitelo anti-IgA-FITC. Za detekciju Ag T-limfoidne loze koris¢ena su sledeca MoAt:
CD3-FITC (klon UCHTL1), CD5-PE (klon UCHT?2). Za detekciju linijski nespecifi¢nih
Ag koris¢ena su slede¢a MoAt: CDI10-PE (klon HI10a), CD10-APC (klon HI10a),
CD11c-PE (klon B-ly6), CD25-FITC (klon 2A3), CD38-APC (klon HIT2), CD43-FITC
(klon 1G10), CD49d-APC (klon 9F10), CD123-APC (klon 7G3), CD138-PE (klon B-
B4), CD200-PE (klon OX-104). Kao mera nespecificne reakcije MoAt i celija
ispitivanog uzorka, kori$¢ene su izotipske kontrole: msIigG1-FITC (klon X40), mslgG1-
PE (klon X40), i mslgG1-APC (klon MOPC-21).

3.5.3 Metod visekolorne direktne imunofluorescencije

Primenjivan je metod viSekolorne direktne imunofluorescencije na uzorcima
MNC periferne krvi ili uzorcima pune periferne krvi (Whole Blood Lyse Wash,
WBLYW) (134). Alikvoti uzoraka periferne krvi su obelezavani MoAt direktno
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konjugovanim sa fluorohromom, prema standardnom ¢etvorokolornom panelu za B-
HLL/B-NHL (Tabela 2). Na dno epruveta su prvo sipana MoAt u optimalnoj koli¢ini i
kombinaciji koja je predvidena panelom, a zatim je sipan alikvot od 100ul uzorka i 10
ul pulovanog humanog AB seruma (Sigma), u cilju smanjenja nespecificnog vezivanja
MoAt za Celije. Nakon meSanja na vorteksu, alikvoti su inkubirani 15min/20°C u
mraku, a zatim su eritrociti lizirani primenom 2ml hipotoni¢nog rastvora amonijum
hlorida, pH 7.2 u trajanju od 10min/20°C/ u mraku. Posle centrifugiranja na
2609/5min/20°C i odbacivanja supernatanta, talog celija je ispiran medijumom (2%
FCS/ 0.01% NaNa/ PBS, pH 7.2), centrifugiran na 260g/5min/20°C i fiksiran primenom
komercijalnog rastvora na bazi formaldehida (BD CelFIX, BD Biosciences). Obelezeni

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

3.5.4 Merenje i analiza uzoraka metodom multiparametarske proto¢ne

citometrije

Metodom MPC (BD FACSCalibur, Becton Dickinson) mereni su i analizirani
fizicki celijski parametri, relativna veli¢ina (Forward Light Scatter, FLS) i celijska
granulacija (Side Scatter, SSC), kao i fluorescentni signali (FL1 — FITC, FL2 — PE, FL3
— PerCP) koji odraZavaju obrasce ekspresije leukocitnih Ag na populaciji leukemijskih
¢elija (135). Ukupne B-¢elije u ispitivanom uzorku periferne krvi su selekcionisane u
cilju precizne analize, na osnovu kombinacije svojstava, relativno male i slabo
granulirane ¢elije sa ekspresijom CD19 Ag (FSC'"/SCC'*/CD19%). Merenje i analiza
fluorescentnih signala reflektovanih ili emitovanih sa populacije B-¢elija vrSena je
primenom analitickog softvera CELLQuestPro ver. 4.0.1. (Becton Dickinson).
Rezulatati su izrazavani u relativnim vrednostima, kao procenat B-c¢elija koje
eksprimiraju dati Ag, a kriterijum prema kome je populacija B-¢elija definisana kao
pozitivna za neki Ag, bilo je prisustvo proporcije od > 30% obelezenih celija za
ispitivani Ag (134). Obrazac ekspresije Ag je definisan na osnovu pozicije pika
fluorescentne emisije za dati Ag na logaritamskoj skali intenziteta (x osa) i apsolutnog
broja éelija (y osa): niska ekspresija Ag (Ag'™%) — pozicija 10° — 10?; srednja ekspresija
Ag (Ag™dum) _ pozicija 10* — 10%; visoka ekspresija Ag - pozicija 102 — 10%.
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Imunoloska dijagnoza je postavljana na osnovu preporuka WHO (World Helth
Organization) (139), sto je ukljucivalo primenu Skor sistema za diferencijalnu
dijagnozu HLL u odnosu na B-NHL u leukemijskoj fazi (10, 130). Dijagnoza HLL je

postavljana u slu¢aju visokih vrednosti Skora (4-5 poena).

Tabela 2. Standardni ¢etvorokolorni panel MoAt za imunofenotipizaciju HLL/B-NHL

FITC PE PerCP APC
epruveta 1. CD3 CD5 CD19 CD20
epruveta 2. CD43 CD23 CD19 CD79Db
epruveta 3. FMC7 CD22 CD19 CD38
epruveta 4. CD24 CD103 CD19 CD10
epruveta 5. CD24 CD138 CD19 CD38
epruveta 6. CD25 CD11c CD19 CD123
epruveta 7. migkappa miglambda CD19 CD49d
epruveta 8. mlgD migM CD19 CD20
epruveta 9. mIgA CD200 CD19 mlgG
epruveta 10. | msigGl mslgG1l CD19 msigGl

Skraéenice: FITC, fluoresceinizotiocijanat; PE, fikoeritrin; PerCP, peridinhlorofil profein; mslg, misji Ig

3.6 IZOLACIJA MATERIJALA ZA ANALIZU

3.6.1 Izolacija DNK iz periferne krvi

Izolacija DNK iz periferne krvi je vrSena pomocu QlAamp DNA Blood Mini Kit
(Qiagen) prema uputstvu proizvodaca: na dno tube sipati 20 pl Qiagen proteaze, dodati
200 pl uzorka, i 200 pl pufera AL; smeSu promesati vorteksovanjem i inkubirati u
vodenom kupatilu 10 min na 56°C, kako bi se obezbedilo liziranje ¢elija i oslobadanje
DNK od proteina; nakon inkubacije smesi dodati 200 ul 96-100% etanola, promesati
vorteksovanjem i ovako pripremljen uzorak naneti na QlAamp Mini spin kolonicu;
kolonicu staviti u tubu i centrifugirati 1 min na 6000 g (8000 rpm) (vezivanje DNK za

kolonicu); tubu sa filtratom odbaciti, kolonicu premestiti u novu tubu, naneti 500 pl
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pufera AWL1 i centrifugirati 1 min na 6000 g (8000 rpm) (ispiranje DNK vezane za
kolonicu od necistoca); tubu sa filtratom odbaciti, kolonicu premestiti u novu tubu,
naneti 500 pl pufera AW2 i centrifugirati 3 min na 20000 g (14000 rpm) (ispiranje
DNK vezane za kolonicu od necisto¢a); kolonicu prebaciti u ¢istu tubu, dodati 200 ul
pufera AE i inkubirati 1 min na sobnoj temperaturi; centrifugiranjem 1 min na 6000 g
(8000 rpm) dobija se eluat u kome je rastvorena DNK.

Koncentracija i ¢istoca DNK odredivane su merenjem na spektrofotometru.

DNK je ¢uvana na -20°C do kori$¢enja.

3.6.2 1zolacija mononuklearnih ¢elija iz periferne krvi

Mononuklearne ¢elije su izolovane iz uzoraka periferne krvi centrifugiranjem na
gradijentu gustine fikola (Ficoll-Paque Plus, GE Healthcare), prema uputstvu
proizvodaca: uzorak krvi razblaziti fizioloskim rastvorom u odnosu 1:1; na dno sterilne
epruvete zapremine 10 ml sipati 3 ml Ficoll-Paque Plus, a zatim 4 ml razblazenog
uzorka pazljivo naneti na povrSinu fikola, paze¢i da se slojevi ne pomeSaju; smesu
centrifugirati 25 min na sobnoj temperaturi u klinickoj centrifugi na 1500 rpm bez
kocenja; nakon centrifugiranja, u novu sterilnu epruvetu pipetom prebaciti interfazu
(buffy coat) koja sadrzi mononuklearne ¢elije; interfazu dva puta isprati 1 x PBS
puferom pH=7.4 (137 mM NacCl, 2.7 mM KCI, 10 mM Na;HPO4, 2 mM KH2POy);
nakon svakog ispiranja centrifugirati 15 min na 1500 rpm.

Dobijeni talozi mononuklearnih c¢elija resuspendovani su u TRI Reagent

(Invitrogen) 1 ¢uvani na -80°C do koriS¢enja.

3.6.3 Izolacija RNK iz mononuklearnih ¢elija

Izolacija RNK iz mononuklearnih c¢elija je vrSena pomocu TRI Reagent
(Invitrogen), prema uputstvu proizvodaca: u 1 ml TRI Reagent resuspendovati
maksimalno 1 x 107 ¢elija; Celije lizirati provladenjem kroz iglu promera 0.7 mm i
liziran uzorak ostaviti da stoji na sobnoj temperaturi 5-10 min; dodati 200 ul
hloroforma, snazno promuckati, a zatim uzorak ostaviti da stoji 5-15 min na sobnoj

temperaturi; nakon centrifugiranja 15 min na 12000 rcf na +4°C pojavljuju se jasno
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odvojene faze: gornja, vodena faza u kojoj se nalazi RNK, interfaza i donja, organska
faza u kojoj se nalaze DNK i proteini; vodenu fazu prebaciti u novu tubu, dodati 0.5 mi
izopropanola, promesati invertovanjem tube i ostaviti da stoji 10-15 min na sobnoj
temperaturi (precipitacija RNK); nakon centrifugiranja 15 min na 12000 rcf na +4°C
dekantovati supernatant i talog oprati sa 1 ml hladnog 70% etanola; zatim centrifugirati
10 min na 12000 rcf na +4°C, pazljivo ukloniti etanol i talog osuS$iti na sobnoj

temperaturi; talog RNK rastvoriti u RNAse-free vodi.

Koncentracija i Cistoéa RNK odredivane su merenjem na spektrofotometru.

RNK je ¢uvana na -80°C do koris¢enja.

3.7 REVERZNA TRANSKRIPCIJA (RT)

Sinteza cDNK je vrSena reakcijom reverzne transkripcije koriS¢enjem RevertAid
M-MuLV reverzne transkriptaze (Thermo Scientific), prema uputstvu proizvodaca:
smesu finalnog volumena 11 pl koja sadrzi 0.1 ng — 5 pg RNK i 0.2 pg (100 pmol)
random-hexamer prajmera (Thermo Scientific) inkubirati 5 min na 70°C, a zatim
ohladiti na ledu; dodati smeSu finalnog volumena 9 pl koja sadrzi 4 pl 5 x RT pufera
(Thermo Scientific), 0.5 pl (20 U) RiboLock RNaznog inhibitora (Thermo Scientific), 2
ul ANTP (10 mM) i 1 ul (40 U) RevertAid M-MuLV reverzne transkriptaze (Thermo
Scientific); inkubirati 10 min na 25°C, a zatim 1 h na 42°C; reakciju zaustaviti
inkubacijom 10 min na 70°C.

Dobijena cDNK je ¢uvana na -20°C do koriS¢enja.
3.8 DETEKCIJA CYP2B6*6 VARIJANTNOG ALELA

U cilju detekcije polimorfizama ¢.516G>T (rs3745274) i ¢.785A>G (rs2279343)
koji definisu CYP2B6*6 varijantni alel, egzon 4 i egzon 5 CYP2B6 gena su prvo

amplifikovani reakcijom lan¢anog umnozavanja DNK (Polymerase Chain Reaction,

PCR). U ovim eksperimentima su koris¢eni prajmeri dizajnirani od strane Lang et al.
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koji, zahvaljuju¢i svojoj visokoj specificnosti, onemogucavaju koamplifikaciju

homologog CYP2B7 gena (Tabela 3) (124).

Tabela 3. Prajmeri koriS¢eni za amplifikaciju i sekvenciranje egzona 4 i egzona 5
CYP2B6 gena

Naziv prajmera | Sekvenca prajmera DuZina PCR
produkta

CYP2B6-ex4F 5 - GGTCTGCCCATCTATAAAC - 3'

CYP2B6-ex4R | 5'- CTGATTCTTCACATGTCTGCG - 3 526.bp

CYP2B6-ex5F 5'- GACAGAAGGATGAGGGAGGAA - 3

CYP2B6-ex5R | 5'- CTCCCTCTGTCTTTCATTCTGT -3 640 bp

Reakciona smesa finalnog volumena 25 pl je sadrzala slede¢e komponente:
20ng DNK, 1 x reakcioni pufer (Qiagen), 1 x Q solution (Qiagen), MgCl. finalne
koncentracije 1.5 mM, dNTP finalne koncentracije 200 puM, 5 pmol forward (F)

prajmera, 5 pmol reverse (R) prajmera i 1 U HotStarTaq polimeraze (Qiagen).

Temperaturni profil PCR reakcija je bio:

1. 15 min/95°C — aktivacija HotStarTaq polimeraze
2. 45 ciklusa:

e 30 sek/94°C — denaturacija

e 1 min/58°C — aniling

e 1 min/72°C — elongacija
3. 10 min/72°C — finalna elongacija

Provera dobijenih PCR produkata je vrsena elektroforezom na 2% agaroznom
gelu i vizuelizacijom pod UV svetlom.

Dobijeni PCR produkti su preciséavani na koloni, a koncentracija i ¢isto¢a su
merene na spektrofotometru.

Oba lanca na ovaj nac¢in umnozenih egzona 4 i egzona 5 CYP2B6 gena su zatim

sekvencirana upotrebom istih prajmera koji su koris¢eni za njihovu PCR amplifikaciju.
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3.9 ODREDIVANJE MUTACIONOG STATUSA TP53 GENA

Detekcija mutacija u TP53 genu je vrSena prema smernicama grupe ERIC
(European Research Initiative on CLL), kojima je preporuena amplifikacija
kodiraju¢ih egzona 4 — 10 i okolnih intronskih regiona PCR metodom i direktno
sekvenciranje amplifikovanih regiona (140, 141). Prajmeri kori§¢eni u ovim

eksperimentima su prikazani u Tabeli 4.

Tabela 4. Prajmeri kori$¢eni za amplifikaciju i sekvenciranje TP53 gena

Naziv Amplifikovani Duzina
raimera Sekvenca prajmera re ilgn PCR

braj g produkta
P-329 (F) 5 -TGCTCTTTTCACCCATCTAC -3

Egzon 4 353 bp
P-330 (R) |5'- ATACGGCCAGGCATTGAAGT -3'
P-236 (F) 5-TGTTCACTTGTGCCCTGACT - 3

Egzon5-6 467 bp
P-240 (R) |5 -TTAACCCCTCCTCCCAGAGA -3
P-237 (F) 5'- AGGCGCACTGGCCTCATCTT - 3'

Egzon 7 177 bp
P-238(R) |5 - TGTGCAGGGTGGCAAGTGGC - 3
P-314 (F) 5 - TTGGGAGTAGATGGAGCCT - 3'

Egzon 8 -9 445 bp
P-315 (R) 5 - AGTGTTAGACTGGAAACTTT - 3
P-E10Li (F) | 5'- CAATTGTAACTTGAACCATC -3

Egzon 10 260 bp
P-562 (R) 5 - GGATGAGAATGGAATCCTAT - 3
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Reakciona smesa finalnog volumena 50 ul je sadrzala sledece komponente: 100
ng DNK, 1 x reakcioni pufer (Qiagen), 1 x Q solution (Qiagen), dNTP finalne
koncentracije 200 uM, 25 pmol forward (F) prajmera, 25 pmol reverse (R) prajmera i

1U HotStarTaq polimeraze (Qiagen).

Temperaturni profil PCR reakcija je bio:

1. 15 min/95°C — aktivacija HotStarTaq polimeraze
2. 35 ciklusa:
e 1 min/94°C — denaturacija
e 1 min/60°C (egzon 4, egzon 5-6, egzon 7) ili 1 min/50°C (egzon
8-9, egzon 10) — aniling
e 1 min/72°C — elongacija

3. 10 min/72°C — finalna elongacija

Provera dobijenih PCR produkata je vrsena elektroforezom na 2% agaroznom
gelu i vizuelizacijom pod UV svetlom. Dobijeni PCR produkti su pre¢isc¢avani na
koloni, a koncentracija i ¢isto¢a su merene na spektrofotometru.

Oba lanca na ovaj na¢in umnozenih regiona TP53 gena su zatim sekvencirana
upotrebom istih prajmera koji su kori§¢eni za njithovu PCR amplifikaciju.

Za analizu 1 interpretaciju rezultata sekvenciranja koriS¢en je GLASS softver
(http://bat.infspire.org/genomepd/glass) i lokus-specificna IARC baza podataka
(http://p53.iarc.fr/TP53GeneVariations.aspx).

3.10 ODREDPIVANJE IGHV MUTACIONOG STATUSA

Odredivanje IGHV mutacionog statusa je vrSeno prema smernicama grupe
ERIC, kojima je preporucena amplifikacija klonalnih rearanZmana teSkih lanaca
imunoglobulina  (IGHV-IGHD-IGHJ rearanzmana) metodom lanéane reakcije
polimeraze na matrici dobijenoj reverznom transkripcijom (Reverse Transcriptase
Polymerase Chain Reaction, RT-PCR) i njihovo direktno sekvenciranje (142, 143).

Prajmeri kori$¢eni u ovim eksperimentima su prikazani u Tabeli 5.

42


http://bat.infspire.org/genomepd/glass
http://p53.iarc.fr/TP53GeneVariations.aspx

Metodologija

Tabela 5. Prajmeri koriS¢eni za amplifikaciju i sekvenciranje IGHV-IGHD-IGHJ

rearanZmana

gfazjir\:]era Sekvenca prajmera

VH1laL 5 - AAATCGATACCACCATGGACTGGACCTGGAGG - 3

VH1bL 5 - AAATCGATACCACCATGGACTGGACCTGGAG(C/A) - 3

VH2aL 5 - AAATCGATACCACCATGGACACACTTTGCT(A/C)AC - 3'

VH2bL 5 - AAATCGATACCACCATGGACATACTTTGTTCCAC - 3'

VH3aL 5 - AAATCGATACCACCACCATGGAGTTTGGGCTGAGC - 3'

VH3bL 5 - AAATCGATACCACCACCATGGA(A/G)(CIMT(GIT)(GIT)
G(G/A)CT(G/CIT)(AICIT)GC - 3'

VHA4L 5 - AAATCGATACCACCATGAAACACCTGTGGTTCTT - 3'

VH5L 5 - AAATCGATACCACCATGGGGTCAACCGCCATC - 3

VH6L 5'- AAATCGATACCACCATGTCTGTCTCCTTCCTC - 3'

JH1-2 5 - TGAGGAGACGGTGACCAGGGTGCC - 3'

JH3 5 - TGAAGAGACGGTGACCATTGTCCC - 3

JH4-5 5' - TGAGGAGACGGTGACCAGGGTTCC - 3

JH6 5' - TGAGGAGACGGTGACCGTGGTCCC - 3

VLIH 5'- GTGACCAGGGTNCCTTGGCCCCAG - 3

Napomena:

- VH1-6L prajmeri su oligonukleotidi komplementarni leader sekvencama specificnim za

pojedinacne IGHV genske familije; u slu¢aju IGHV1, IGHV2 i IGHV3, za amplifikaciju se

koriste 2 VH prajmera (aL i bL) u ekvimolarnim koncentracijama.

- JH1-6 prajmeri su oligonukleotidi komplementarni IGHJ genima

- VLJH prajmer je oligonukleotid komplementaran konzervisanom regionu na 3' kraju IGHJ gena,

koji pokazuje visok stepen homologije kod svih 6 IGHJ gena; koris¢en je za sekvenciranje

produkata multipleks RT-PCR reakcija

Amplifikaciju klonalnih IGHV-IGHD-IGHJ rearanzmana je vrSena multipleks

RT-PCR metodom ili RT-PCR reakcijama specificnim za pojedinatne IGHV genske

familije (family-specific RT-PCR).

Reakciona smesa multipleks RT-PCR reakcija finalnog volumena 100 pl je

sadrzala slede¢e komponente: 200 ng cDNK, 1 x reakcioni pufer (Qiagen), 1 x Q pufer
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(Qiagen), dNTP finalne koncentracije 200 uM, 60 pmol VHL prajmera, 60 pmol JH
prajmera i 2.5 U HotStarTag polimeraze (Qiagen). VHL prajmer je oligonukleotidni
miks dobijen meSanjem leader prajmera specifi¢nih za svaku IGHV gensku familiju u
ekvimolarnom odnosu; JH prajmer je oligonukleotidni miks dobijen meSanjem prajmera
specifi¢nih za svaki IGHJ gen u ekvimolarnom odnosu.

Reakciona smesa IGHV1 / IGHV2 / IGHV3 family-specific RT-PCR reakcija
finalnog volumena 100 pl je sadrzala slede¢e komponente: 200 ng cDNK, 1 x reakcioni
pufer (Qiagen), 1 x Q pufer (Qiagen), dNTP finalne koncentracije 200 uM, 15 pmol
VH1laL / VH2aL / VH3aL prajmera, 15 pmol VH1bL / VH2bL / VH3bL prajmera, 30
pmol JH prajmera i 2.5 U HotStarTaq polimeraze (Qiagen).

Reakciona smesa IGHV4 / IGHV5 / IGHV6 family-specific RT-PCR reakcija
finalnog volumena 100 pl je sadrzala slede¢e komponente: 200 ng cDNK, 1 x reakcioni
pufer (Qiagen), 1 x Q pufer (Qiagen), dNTP finalne koncentracije 200 puM, 30 pmol
VH4L / VH5L / VH6L prajmera, 30 pmol JH prajmera i 2.5 U HotStarTaq polimeraze

(Qiagen).

Temperaturni profil multipleks i family-specific RT-PCR reakcija je bio:

1. 15 min/95°C — aktivacija HotStarTaq polimeraze
2. 40 ciklusa:

e 1 min/94°C — denaturacija

e 1 min/59°C — aniling

e 1.5 min/72°C — elongacija

3. 7 min/72°C — finalna elongacija

Dobijeni produkti RT-PCR reakcija su analizirani elektroforezom na 3%
agaroznom gelu. Klonalni RT-PCR produkti su precis¢avani na koloni, a koncentracija i
Cisto¢a su merene na spektrofotometru.

Oba lanca na ovaj nac¢in umnozenih IGHV-IGHD-IGHJ rearanzmana su zatim
sekvencirana upotrebom odgovarajucih prajmera. Dobijene sekvence su analizirane u

IMGT/V-QUEST softveru (http://www.imgt.org), ¢ime je odredena kompozicija i

IGHV mutacioni status klonalnih rearanzmana.
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3.11 ANALIZA DNK NA AGAROZNOM GELU

Analiza produkata PCR i RT-PCR reakcija je vrSena elektroforezom na
horizontalnom agaroznom gelu (144). Za pripremanje gelova koris¢en je 1 x TAE pufer
(40 mM Tris-acetat, ImM EDTA pH=8). U gelove je pre polimerizacije dodavana
fluorescentna boja etidijum-bromid (u finalnoj koncentraciji 0.5 pg/ml) koja se

interkalira u DNK 1 omoguc¢ava njenu vizuelizaciju pod UV svetlom.

Elektroforeza je tekla u 1 x TAE puferu, pri naponu od 4-7 V/cm. DNK je
vizuelizovana osvetljavanjem gela UV svetlom, a trajni zapis rezultata je dobijen
fotografisanjem gela CCD kamerom integrisanom u sistem za automatsku digitalnu
akviziciju slike (BioDocAnalyze System). Za odredivanje veli¢ine fragmenata DNK su

koris¢eni adekvatni komercijalni markeri (Thermo Scientific).

3.12 PRECISCAVANJE PCR PRODUKATA

Produkti PCR i RT-PCR reakcija su pre¢is¢avani pomocu QIAquick PCR
Purification Kit (Qiagen), prema uputstvu proizvodaca: pomesati PCR reakcionu smesu
i pufer PB u odnosu 1:5; dodati 10 pul 3M Na-acetata pH=5; naneti uzorak na QIAquick
kolonicu, staviti je u tubu i centrifugirati 1 min na 17900 g (13000 rpm) (adsorpcija
DNK); odbaciti filtrat, naneti 750 pl pufera PE na kolonicu i centrifugirati 1 min na
17900 g (13000 rpm) (ispiranje DNK od neéistoc¢a); odbaciti filtrat i ponoviti
centrifugiranje 1 min na 17900 g (13000 rpm); prebaciti kolonicu u novu tubu, naneti 30
pl pufera EB i inkubirati 1 min na sobnoj temperaturi; centrifugiranjem 1 min na 17900
g (13000 rpm) dobija se eluat u kome je rastvoren prec¢isc¢eni PCR produkt.

Koncentracija i Cisto¢a precis¢enih PCR i RT-PCR produkata su merene na

spektrofotometru.
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3.13 SEKVENCIRANJE PCR PRODUKATA

Sekvenciranje produkata PCR i RT-PCR reakcija je radeno BigDye™
Terminator v.3.1 Ready Reaction Kit-om (Applied Biosystems) i kapilarnom
elektroforezom na automatskom sekvenceru (3130 Genetic Analyzer, Applied
Biosystems).

Reakciona smesSa za sekvenciranje finalne zapremine 8 pl je sadrzala sledece
komponente: 1-20 ng pre¢is¢enog PCR produkta koji treba da se sekvencira (1-3 ng za
duzine 100-200 bp; 3-10 ng za duzine 200-500 bp; 5-20 ng za duzine 500-1000 bp), 3.2
pmol prajmera i 3 ul Ready Reaction Mix (Applied Biosystems).

Temperaturni profil PCR reakcija za sekvenciranje je bio:
1. 1min/96°C
2. 25 ciklusa:

e 10 sek/96°C

e 5s5ek/50°C

e 4 min/60°C

Produkti PCR reakcija za sekvenciranje su preiS¢avani Na-acetatnom
precipitacijom po slede¢em protokolu: u uzorke dodati 40 pl rastvora Na-acetata (37.5
mM Na-acetat, 78% etanol) promuckati i centrifugirati 20 min na 17900 g (13000
rpm); ukloniti supernatant i talogu dodati 200 pl 70% etanola; centrifugirati 10 min na
17900 g (13000 rpm); ukloniti supernatant i ponoviti prethodni korak jo§ jednom; talog
u potpunosti osusiti, rastvoriti U 25 ul Hi-Di formamida 1 celokupnu koli¢inu naneti u
bunari¢ na mikrotitarskoj plo¢i za sekvenciranje.

Rezultati sekvenciranja su analizirani programom Sequencing Analysis v.5.2

[http://www.applied biosystems.com].
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3.14 ANALIZA EKSPRESIJE SLC28A3 GENA

Ekspresija SLC28A3 gena je merena metodom kvantitativnog RT-PCR
(quantitative RT-PCR, gRT-PCR), koja omoguc¢ava kvantifikaciju RT-PCR produkta u
toku svakog RT-PCR ciklusa, tj. u realnom vremenu (real-time RT-PCR).

Ekspresija SLC28A3 je pracena na 7500 Real-time PCR aparatu (Applied
Biosystems), upotrebom TagMan Gene Expression eseja (Applied Biosystems). Kao
endogena kontrola je koris¢en gen GAPDH (gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza).
Gene Expression esej, prajmeri i probe kori$¢eni u ovim eksperimentima su navedeni u
Tabeli 6.

Tabela 6. Gene Expression esej, prajmeri i probe koris¢eni u qRT-PCR eksperimentima
merenja ekspresije SLC28A3 gena

SLC28A3

TagMan Gene Expression Assay Hs00910439_m1 (Applied Biosystems)

GAPDH

GAPDH-F | 5' - GAAGGTGAAGGTCGGAGT - 3'

GAPDH-R | 5' - GAAGATGGTGATGGGATTTC - 3'

GAPDH-P | 5'-6-FAM - CAAGCTTCCCGTTCTCAGCC - TAMRA - 3'

Napomena:
- GAPDH-F i GAPDH-R su forward i reverse prajmeri koris¢eni za amplifikaciju GAPDH gena

- GAPDH-P je oligo-nukleotidna proba komplementarna sekvenci u okviru target regiona; na 5'
kraju je obelezena fluorescentnom, reporterskom bojom (FAM), a na 3' kraju “kvenéerom”
(TAMRA)

Reakciona smeSa qRT-PCR reakcije za SLC28A3 gen finalnog volumena 10 pl
je sadrzala slede¢e komponente: 50 ng cDNK, 1 x TagMan Universal PCR Master Mix
Il (Applied Biosystems) i 1 x TagMan Gene Expression Assay (Applied Biosystems).
Reakciona smesa qRT-PCR reakcije za GAPDH gen finalnog volumena 10 pl je
sadrzala slede¢e komponente: 50 ng cDNK, 1 x TagMan Universal PCR Master Mix Il
(Applied Biosystems), 3 pmol forward prajmera, 3 pmol reverse prajmera i 2 pmol

TagMan probe.
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Temperaturni profil gRT-PCR reakcija je bio:
1. 2 min/50°C
2. 10 min/95°C

3. 40 ciklusa:
e 30 sek/95°C
e 1 min/60°C

Sve gRT-PCR reakcije su radene u duplikatu. Obrada rezultata je izvrSena
primenom komparativnog ddCt metoda, a kao kalibrator je koris¢ena HL60 celijska

linija.

3.15 INTERFAZNA FLUORESCENTNA IN SITU HIBRIDIZACIJA (iFISH)

Priprema preparata periferne krvi pacijenata sa HLL-om, kao i iFISH analiza,
sprovedene su u laboratoriji za citogenetiku, Klinike za hematologiju Klini¢kog Centra

Srhije.

Protokol za iFISH, podrazumeva sledece korake:

e Denaturaciju, prilikom koje dolazi do denaturisanja DNK molekula odredene
genske sekvence koja je oznacena kao FISH proba, i ciljne DNK uzorka.
Ovaj proces se izvodi na temperaturi od 75°C;

e Hibridizaciju, u kojoj DNK proba hibridizuje sa ciljnom, odnosno
tumorskom DNK sekvencom;

e Ispiranje, tokom koga se uklanja visak probe koja se nije vezala za ciljnu
DNK i

e Analizu interfaznih jedara na fluorescentnom mikroskopu
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3.15.1 Priprema preparata

Uzorci periferne krvi pacijenata sa dijagnozom hroni¢ne limfocitne leukemije,
prikupljani su u epruvete sa heparinom. Za svaku epruvetu, uzeto je po 5ml periferne
krvi. Svaki uzorak krvi je sipan u Falkonovu epruvetu, u koju je prethodno stavljeno
6ml RPMI 1640 medijuma (Sigma). Celije su lagano resuspendovane, a potom je U
svaku epruvetu sa uzorkom dodato po 0.2ml rastvora kolcemida (10 pg/ml kolcemida u
HBSS). Nakon 25 min, epruvete su centrifugirane 10 min na 1100 rpm. Nakon
uklanjanja supernatanta, u uzorke je dodavano po 6 ml hipotoni¢nog rastvora (0.075 M
KCI). 30 min kasnije, u uzorke sa hipotonijom je dodato po 1 ml fiksativa (Carnoy-ev
fiksativ, metanol:siréetna kiselina = 3:1, vol:vol). Epruvete su centrifugirane 20 min na
1100 rpm, a potom je uklonjen supernatant i na preostali talog dodato 6 ml fiksativa.

Ovako pripremljeni uzorci su ¢uvani na +8C°.

3.15.2 Analiza interfazne fluorescentne in situ hibridizacije (iFISH)

Preparati periferne krvi su analizirani primenom interfaznog FISH-a uz
koris¢enje CLL FISH panela (Vysis, Downers Grove). CLL Set 1 sadrzi
SpectrumOrange LSI p53 probu koja pokriva lokus 17p13.1, i SpectrumGreen, LSI
ATM probu, za 11g22.3 region. CLL Set 2 ¢ine SpectrumOrange D13S319 proba (lokus
- 13g14.3) i SpectrumGreen CEP 12 proba koja pokriva D12Z3 alpha satelitne
sekvence, locirane u okviru centromernog regiona hromozoma 12.

FISH procedura je sprovedena prema instrukcijama proizvodaca. Simultana
denaturacija i hibridizacija DNK pacijenta i DNK probe, izvedena je u HyBrite

instrumentu (Vysis, Inc.), pod slede¢im uslovima:

e Denaturacija na 75°C u trajanju od 1 min,

e Hibridizacija na 37°C u trajanju od 12 - 18 h.

Signali proba su analizirani na fluorescentnom mikroskopu koris¢enjem
specificnih filtera. Analizirano je najmanje 200 interfaznih nukleusa za svaku probu po

pacijentu, primenom Axiophot 2 fluorescentnog mikroskopa (Carl Zeiss). Granice za
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pozitivan nalaz citogenetskih aberacija odredene su analizom preparata zdravih

kontrolnih preparata i iznosile su:

1. Aberacije tipa gubitka hromozomskog materijala (delecije) utvrdene u >10%
pregledanih nukleusa;

2. Aberacije u vidu trizomija, utvrdene u >10% pregledanih nukleusa.

Ove granice su odredivane u odnosu na srednju vrednost (X+2SD) koja je
dobijena za svaku pojedinacnu probu i analizirana na preparatima periferne krvi zdravih

donora.

3.16 SKORIRANJE PACIJENATA PREMA PROGNOSTICKIM MODELIMA
CLL-IPI, PRS | MDACC 2011

3.16.1 CLL-IPI

U cilju stratifikovanja pacijenata prema prognostickom modelu CLL-IPI, 1 poen
je dodeljivan pacijentima starijim od 65 godina i pacijentima koji su bili u Rai -1V ili
Bine B ili C stadijumima; 2 poena su dodeljivana pacijentima sa koncentracijom
serumskog f2m >3.5 mg/L i pacijentima sa nemutiranim IGHV, dok su 4 poena
zavredili pacijenti sa detektovanom mutacijom TP53 i/ili del17p. Sabiranjem poena od
pojedinacnih varijabli dobijana je vrednost skora. Pacijenti sa vredno$¢u CLL-IPI skora
<1 su klasifikovani u grupu niskog rizika, sa skorom 2-3 u grupu srednjeg rizika, skor
4-6 je definisao grupu visokog rizika, dok su pacijenti sa skorom 7-10 bili u grupi vrlo-
visokog rizika (38). Vrednost skora je procenjena kod 38 pacijenata koji su imali
kompletne neophodne podatke.

3.16.2 PRS

PRS je odreden tako §to je svakoj od Cetiri varijable od kojih je sa¢injen skor
dodeljena vrednost na sledec¢i nacin: 1 poen za Rai stadijum I-I1 1 2 poena za ALC >

10x10%L, povisen p2m i nemutiran IGHV (37). S obzirom da pacijenti u Rai stadijumu
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111 1V, kao i oni sa nekompletnim podacima nisu mogli biti skorirani prema PRS,
ukupno 28 pacijenata je kategorisano prema ovom skoru, i to u grupu niskog (skor 0-2),

srednjeg (skor 3-5) i visokog rizika (skor 6-7).

3.16.3 MDACC 2011

Vrednost MDACC 2011 skora izracunata je kod 42/57 pacijenta sa kompletnim
podacima pomocu originalne formule iz rada Virde i saradnika: [I(broj zahvacenih
limfonodalnih regija = 3) x 7.370 + I(FISH = del11q) x 9.312 + I(FISH = del17p) x
11.285 + (preénik najveceg In na vratu u cm) x 4.172 + (LDH/100) x I([IGHV geni =
mutirani] x 5.000 + (LDH/100) x I(IGHV geni = nemutirani) x 1.065] + 35.467.

Indikator (I) je jednak 1 ako je tvrdnja u zagradama ta¢na i 0 ako je netac¢na (35).

3.17 STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Dobijeni eksperimentalni rezultati su obradeni statistickim testovima 1 prikazani
u tabelama i graficima, uz propratnu diskusiju.

Rezultati koji se odnose na kategorijske varijable su predstavljeni kao apsolutni
brojevi i u procentima. Od deskriptivnih statistickih parametara za prikaz kontinualnih
varijabli su kori$c¢eni: raspon vrednosti promenljivih (minimum, maksimum), medijana
vrednosti, interkvartilni opseg i 95% interval poverenja (Confidence Interval, CI).

Normalnost raspodele je proveravana Kolmogorov-Smirnovim testom.

Za istrazivanje jaCine veze izmedu dve neprekidne promenljive koriscéen je
metod Spirmanove korelacije rangova.

Za ispitivanje veze izmedu kategorijskih varijabli koris¢eni su Hi-kvadrat test
nezavisnosti (y>- test) i Fiserov test.

Od statisti¢kih testova za poredenje grupa koris¢en je Man-Vitnijev test (Test
sume rangova).

Za ocenu sposobnosti testa da pravilno klasifikuje ispitanike koris¢ena je ROC

(receiver operating characteristic) analiza.

51



Metodologija

Uskladenost genotipova CYP2B6 gena sa Hardi-Vajnbergovom ravnotezom je
proverena y> testom, a analiza haplotipova je uradena pomoc¢u Arlequin softvera

(http://cmpg.unibe.ch/software/arlequin35/).

Za analizu 1 graficki prikaz duzine prezivljavanja (TTFT, PFS, OS) koriS¢ena je
Kaplan-Majerova metoda, kao i Log Rank test za poredenje prezivljavanja medu
Ispitivanim grupama.

Za identifikaciju prediktora TTFT i OS je koriS¢en univarijantni i
multivarijantni Koksov hazardni regresioni model, a rezultati su prikazani kao hazardni
odnos (Hazard Ratio, HR) sa odgovaraju¢im 95% CI. Uticaj klinickih i genetickih
varijabli na terapijski odgovor ispitivan je univarijantnom i multivarijantnom
logistickom regresionom analizom, a rezultati su prikazani kao koli¢nik verovatnoce
(Odds Ratio, OR) sa odgovaraju¢im 95% CI.

Svi statisticki testovi su posmatrani na nivou znacajnosti nulte hipoteze od
p<0.05. Statisticka analiza je radena primenom SigmaStat 3.5 i SigmaPlot 11.0
statistickih paketa, kao 1 SPSS statisti¢kim softverom (SPSS 21.0, SPSS).
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Rezultati

4 REZULTATI

4.1 ASOCIJACIJA IZMEDU EKSPRESIJE SLC28A3 GENA | PRISUSTVA
CYP2B6*6 ALELA SA ISHODOM LECENJA PACIJENATA FC
PROTOKOLOM

4.1.1 OpSti podaci o kohorti, le¢enju i ishodu leCenja

U ovom delu istrazivanja ucestvovalo je 44 pacijenta sa HLL-om Kkoji su
dijagnostikovani i leCeni na Klinici za hematologiju Klinickog centra Srbije u periodu
od 2003. do 2018. godine. Grupa je definisana kada je iz osnovne kohorte od 57
pacijenata isklju¢eno njih 13, na nacin kako je opisano u odeljku 3.1.3. Kao §to je
receno, od 13 pacijenata iskljucenih u svrhu farmakogeneticke analize, njih 11 je imalo
nefunkcionalan TP53, bilo kao posledicu mutacije ili del17p, dok za dva pacijenta nije
bila dostupna informacija o odgovoru na terapiju. Imajuci u vidu da je gubitak funkcije
TP53 gena jedan od glavnih uzroka rezistencije na konvencionalnu hemioterapiju,
prvenstveno FC protokol, iskljuéivanjem pacijenata sa mutacijom i/ili delecijom TP53
otklonjena je moguc¢nost da su ove aberacije uticale na ishod leenja pacijenata u
kohorti. Osnovne karakteristike pacijenata na dijagnozi i pred zapocinjanje primene FC

sumirane su u Tabeli 7.
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Tabela 7. Klinicke i bioloske karakteristike HLL pacijenata

Rezultati

na dijagnozi na zapocinjanju FC
Broj pacijenata 44 44
Pol (muski/zenski), br. 33/11 33/11
Starosna dob (godine), medijana (opseg) 56.5 (38-75) 57.5 (39-76)

Le [x10%1], (n=43/n=37)?, medijana (opseg)
Ly [x10%1], (n=39/n=34)? medijana (opseg)
B2-mikroglobulin [mg/l] (n=32/ n=25)2,
medijana (opseg)

LDH [U/1], (n=38/n=27)?, medijana (opseg)
Bine stadijum (n=43/n=39)?, br.(%)

47.1 (7.1-570)
39.1 (2.7-558.6)

3.97 (0.2-11.5)

382.5 (81-1042)

120 (7.1-570)
114.7 (2.7- 558.6)

4.57 (0.2-11.5)

441 (81-1032)

A 12 (27.9%) 3(7,7%)

B 22 (51,2%) 22 (56,4%)

C 9 (20,9%) 14 (35,9%)
CD38 status (n=36)?, br.(%)

pozitivan (>30 %) 9 (25%) -

negativan (< 30 %) 27 (75%) -
Hromozomske aberacije (n=44)?, br.(%)

delecija 11922-g23 - 9 (20.4%)

trizomija 12 - 5 (11.4%)

delecija 13q14° - 7 (15.9%)

bez aberacija - 23 (52.3%)
IGHV status (n=43)2, br.(%)

mutiran 7 (16.3%) 7 (16.3%)

nemutiran 36 (83.7%) 36 (83.7%)
Napomena:

n je broj pacijenata kod kojih je evidentiran dati klinicki parametar

2 broj pacijenata kod kojih su bile dostupne vrednosti navedenih parametara na dijagnozi/na zapo¢injanju

FC

b delecija 13914 kao jedina hromozomska aberacija detektovana FISH metodom
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U finalnoj kohorti je bilo 33 muskarca 1 11 zena (M:F=3:1). Najveéi broj
pacijenata (22, 51.2%) je na prezentaciji bio u B klinickom stadijumu po Bineu, dok je
njih 12 (27.9%) bilo u A, a 9 (20.9%) u stadijumu C. Kada su u pitanju laboratorijski
parametri, medijana broja leukocita na dijagnozi je iznosila 47.1x10%L (opseg 7.1-
570x10%L), medijana broja limfocita 39.1x10%L (opseg 2.7-558.6x10%L), medijana
serumskog P2-mikroglobulina 3.97 mg/L (opseg, 0.2-11.5 mg/L) i LDH 382.5 U/L
(opseg 81-1042 U/L). Za 36/44 pacijenta je bila dostupna informacija o statusu markera
CD38 koji je bio pozitivan (cut-off vrednost 30%) kod 9 (25%) pacijenata, a negativan
kod 27 (75%). Mutacioni status IGHV je bio poznat za 43 pacijenta, sa predominacijom
nosilaca nemutiranog IGHV u odnosu na mutirani (36 (83.7%) vs 7 (16.3%)).
Citogeneticka analiza posredstvom FISH metode, radena pre zapo€injanja prve terapije,
pokazala je da najveéi broj pacijenta, njih 23 (52,3%), nije imao nijednu od
karakteristi¢nih aberacija koje se detektuju ovom metodom u rutinskoj praksi (dell3q,
trizomija 12, delllq i dell7p), 7 (15.9%) je imalo del13q, 5 (11.4%) trizomiju 12 i 9
(20.4%) delllq. Vrednosti laboratorijskih parametara i Bine stadijum pre zapocinjanja
FC terapije su takode dati u Tabeli 7.

Vecina pacijenata iz kohorte (36, 81.8%) lecena je FC protokolom u prvoj
terapijskoj liniji, 4 pacijenta (9.1%) je primilo FC u drugoj, a 4 (9.1%) u tre¢oj, odnosno
Cetvrtoj terapijskoj liniji. Medijana kumulativne doze fludarabina po pacijentu iznosila
je 450mg/m? (opseg 100-450mg/m?), dok je medijana kumulativne doze ciklofosfamida
bila 4500mg/m? (opseg 900-4500mg/m?). Pacijenti su primili do 6 ciklusa FC (medijana
6, opseg 2-6). Medijana vremena do prve terapije (TTFT) iznosila je 6.5 meseci (opseg
1-71 mesec).

Kada je u pitanju odgovor na FC, kod 18 pacijenata (40.9%) je postignuta CR,
kod isto toliko PR, kod 5 pacijenata (11.4%) je verifikovana SD, a kod 3 (6.8%) bolest
je progredirala (PD) na primenjeno lecenje. PFS (podaci dostupni za 39 pacijenata) je
bilo u rasponu od 3 do 90 meseci (medijana 29 meseci); 4 pacijanta su u trenutku
sprovodenja istrazivanja bili jo§ uvek u remisiji. Medijana OS je iznosila 73 meseca

(opseg 15-142 meseca).
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4.1.2 Povezanost prisustva alela CYP2B6*6 i ishoda le¢enja

Detekcija CYP2B6*6 varijantnog alela je izvrSena PCR amplifikacijom i
direktnim sekvenciranjem egzona 4 i egzona 5 CYP2B6 gena. Genotipovi dva SNP koji
definiSu ovaj alel (c.516G>T i ¢.785A>G) su odredeni kod sva 44 pacijenta u kohorti i
potvrdeno je da su u skladu sa Hardi-Vajnbergovim ekvilibrijumom. Nukleotidna
zamena na poziciji ¢.516G>T je detektovana kod 24 pacijenta (54.6%), i to kod jednog
pacijenta u homozigotnom, a kod ostala 23 pacijenta u heterozogotnom stanju. Isti
rezultat je dobijen i za nukleotidnu zamenu c.785A>G.

Odredivanje CYP2B6 alelotipa uc¢injeno je pomocu Arlequin softvera. S obzirom
da je ustanovljeno da su u naSoj kohorti ispitivani SNP bili u potpunoj neravnotezi
vezanosti (D=1, r’=1), samo dva haplotipa su oznaéena kao najverovatniji: GsicA7ss
(koji je dalje interpretiran kao wild type alel CYP2B6*1) i Ts16G7ss (dalje interpretiran
kao varijantni alel CYP2B6*6). Na osnovu toga je zakljueno da su u ispitivanoj grupi
pacijenata ucestalosti haplotipskih kombinacija *1/*1, *1/*6 i *6/*6 bile 45.4%,
52,3%, odnosno 2.3%.

U daljoj analizi, 23 pacijenta kod kojih je detektovano prisustvo *1/*6
haplotipske kombinacije i 1 pacijent kod kojeg je detektovano prisustvo *6/*6
haplotipske kombinacije su grupisani kao nosioci bar jednog CYP2B6*6 varijantnog
alela.

Slede¢i korak je bio da se grupe *1/*1 i *6 nosilaca uporede u cilju utvrdivanja
eventualnih razlika u pogledu klini¢kih i bioloSkih karakteristika kao S§to su starosna
dob, pol, vrednosti parametara krvne slike, Bine stadijum, nivoi serumskog P2-
mikroglobulina i LDH, ekspresija CD38, hromozomske abnormalnosti i IGHV
mutacioni status. Ustanovljeno je da izmedu ove dve grupe pacijenata nije bilo
statisticki znacajnih razlika u pogledu gore navedenih klinicko-bioloskih karakteristika,
kako na dijagnozi, tako i prilikom zapocinjanja leCenja FC protokolom. Takode, nije
zapazena razlika u vremenu do prve terapije izmedu dve ispitivane grupe.

Sa aspekta efikasnosti FC protokola, nije detektovana statisticki znacajna
povezanost izmedu prisustva alela CYP2B6*6 i postizanja odgovora na terapiju. Pored
toga, nije uocena ni asocijacija izmedu alela CYP2B6*6 i broja primenjenih ciklusa FC

terapije, kao ni veza ovog alela sa trajanjem PFS i OS.
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4.1.3 Povezanost ekspresije SLC28A3 i ishoda lecenja

Ekspresija SLC28A3 je merena u mononuklearnim c¢elijama izolovanim iz
uzoraka periferne krvi HLL pacijenata uzetih pre zapocinjanja terapije FC protokolom.
Ekspresija je merena gqRT-PCR metodom, koris¢enjem TagMan tehnike. Relativni nivo
ekspresije je odreden primenom ddCt metode, gde je kao kalibrator koriS¢ena HL-60
¢elijska linija. Nivo ekspresije izraZen je u relativnim jedinicama (relative units, RU).

Na osnovu medijane vrednosti relativne ekspresije SLC28A3 ukupnog uzorka
HLL pacijenata (0.0375 RU), kohorta je podeljena na dve grupe u cilju poredenja
bazi¢nih klini¢ko-bioloskih osobina izmedu grupe koja je imala nisku i grupe koja je
imala visoku ekspresiju ovog gena. Nijedan od ispitivanih parametara (starosna daob,
pol, vrednosti parametara krvne slike, Bine stadijum, nivoi serumskog [2-
mikroglobulina i LDH, ekspresija CD38, hromozomske abnormalnosti i IGHV
mutacioni status) nije pokazao znacajnu povezanost sa nivoom ekspresije gena
SLC28A3, sto je ukazalo na to da su dve grupe (sa nizom i sa viSom ekspresijom) bile
slicne u pogledu bazi¢nih klini¢ko-bioloskih osobina, kako na dijagnozi, tako i na
zapocinjanju terapije FC protokolom. Pored toga, nije pokazana povezanost nivoa
ekspresije SLC28A3 sa specificnim CYP2B6 alelotipom.

gRT-PCR analizom je detektovan znacajno visi nivo ekspresije iRNK SLC28A3
gena kod pacijenata koji nisu imali zadovoljavaju¢i odgovor na terapiju FC protokolom,
odnosno koji su za ishod leCenja imali stabilnu bolest (SD) ili progresiju (PD) (FC-
rezistentni), u poredenju sa FC-senzitivnim pacijentima kod kojih je postignuta
parcijalna (PR) ili kompletna remisija (CR) (Man-Vitnijev test; p=0.01) (Slika 6).
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Slika 6. Relativna ekspresija iIRNK SLC28A3 gena u mononuklearnim ¢elijama
pacijenata koji su odgovorili (CR, PR) i pacijenata koji nisu odgovorili na FC (SD, PD).
Medijana ekspresije SLC28A3 medu pacijentima koji su odgovorili na FC (FC-senzitivni) je 0.0305 RU, a
interkvartilni opseg 0.0175 — 0.0638 RU. Medijana ekspresije SLC28A3 medu pacijentima koji nisu

odgovorili na FC (FC-rezistentni) je 0.100 RU, a interkvartilni opseg 0.0553 — 0.370 RU. Horizontalne
linije predstavljaju vrednosti medijane.

ROC analiza je potvrdila da je nivo ekspresije SLC28A3 gena pre primene FC
dobar prediktor odgovora na terapiju. Ovom analizom je pokazano da cut-off vrednost
od 0.0460 RU najbolje diskriminiSe pacijente koji ¢e odgovoriti od onih koji nece
odgovoriti na terapiju FC (A= 0.7951; pozitivna prediktivna vrednost=0.7590;
negativna prediktivna vrednost=0.8525) (Slika 7).
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Slika 7. ROC analiza ekspresije SLC28A3 gena u odnosu na odgovor pacijenata na
terapiju FC.

Cut-off = 0.0460 RU; senzitivnost = 0.8750 (95% CI=0.4735-0.9968); specifi¢nost = 0.7222 (95%
Cl1=0.5481-0.8580); A = 0.7951 (95% CI = 0.6031-0.9872); p=0.009697; A = povrsina ispod ROC krive.

S druge strane, u naSoj kohorti nije uoCena povezanost nivoa ekspresije
SLC28A3 gena pre terapije sa brojem primenjenih ciklusa FC protokola, kao ni sa
prezivljavanjem bez progresije i ukupnim prezivljavanjem.

4.1.4 Prediktori odgovora na FC

Univarijantna analiza je pokazala da su jedini statisticki znacajni prediktori
odgovora na FC linija terapije u kojoj je FC primenjen i nivo ekspresije SLC28A3 pre

terapije. Naime, pacijenti koji su FC primili u drugoj ili kasnijim terapijskim linijama,
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kao i pacijenti koji su imali visok nivo ekspresije SLC28A3, imali su znacajno manje
izgleda da odgovore na terapiju FC protokolom od pacijenata koji su FC primili kao
prvu terapijsku liniju i onih kod kojih je detektovan nizak nivo ekspresije SLC28A3
(Fiserov test; OR= 8; 95% Cl=1.42-45.23; p=0.026 za liniju terapije i OR=9.8; 95%
Cl=1.09-88.23; p=0.046 za ekspresiju gena SLC28A3). U mutivarijantnoj analizi
kontrolisanoj za strosnu dob, Bine stadijum i prisustvo delecije 11922-923, jedino je
nivo ekspresije SLC28A3 pokazao trend ka ispoljavanju nezavisne povezanosti sa
odgovorom na FC, ali bez dostizanja statisticke znacajnosti (logistiCka regresija;
OR=8.77; 95% CI=0.76-101.49; p=0.082) (Tabela 8).
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4.1.5 Rizik od nastanka autoimune hemolizne anemije (AIHA) i Rihterovog
sindroma (RS) u odnosu na nivo ekspresije SLC28A3 gena

Cilj ovog dela istrazivanja je bio da se ispita rizik od pojave AIHA-e i RS u
periodu nakon zapocinjanja primene FC protokola u odnosu na ekspresiju SLC28A3
gena, odnosno da li udruzenost ekspresije SLC28A3 sa dejstvom fludarabina postoji i u
sferi komplikacija, a ne samo Zeljenih efekata ove terapije.

Inicijalno je ispitano da li postoji udruzenost defektnog TP53 gena (mutacija i/ili
delecija) sa pojavom AIHA-e i RS. Pokazano je da su se i AIHA i RS kod nasih
pacijenata javljali sa podjednakom ucestalo$¢u kako u grupi pacijenata sa wild type
TP53, tako i u grupi sa mutiranim/deletiranim TP53 genom (FiSerov test p=1.0 za AIHA
i RS). 1z tog razloga smo povezanost ekspresije SLC28A3 sa pojavom AlHA-e
tokom/nakon primene FC, kao i sa nastankom RS ispitali na osnovnoj kohorti.

Kod 13 od 55 pacijenata (23.6%), za koliko je bilo podataka o ovom dogadaju,
tokom bolesti je doSlo do razvoja autoimmune hemolizne anemije (AIHA). Kod 6
pacijenata (46.1% pacijenata sa hemolizom, odnosno 10.9% ukupnog broja pacijenata)
AIHA se javila u periodu pre zapocinjanja leCenja, dok je kod njih 7 (53.9% pacijenata
sa hemolizom, odnosno 12.7% ukupnog broja pacijenata) AIHA je nastupila tokom ili
nakon sprovedenog lecenja. Od 7 pacijenata kod kojih se hemoliza ispoljila u toku ili
nakon terapije, svi su leeni FC protokolom. Kod 5 od ovih 7 pacijenata doslo je do
pojave hemolize tokom terapije, i to kod 3 pacijenta u toku retretmana FC protokolom, a
kod 2 tokom lecenja FC terapijom u prvoj liniji. Kod ostala 2 pacijenata hemoliza se
ispoljila 17 1 28 meseci nakon zapocinjanja leCenja FC protokolom u prvoj liniji
terapije, tokom asimptomatske faze bolesti u prvoj remisiji. Ispitano je da li postoji
asocijacija izmedu razvoja hemolizne anemije u toku i nakon terapije FC protokolom i
nivoa ekspresije SLC28A3 gena pre zapocinjanja terapije. Rezultati su pokazali da je u
nasoj kohorti ekspresija SLC28A3 gena bila statisticki znac¢ajno niza kod pacijenata kod
kojih je doSlo do razvoja hemolizne anemije u toku ili nakon terapije FC protokolom, u
odnosu na pacijente koji nisu imali hemolizu ili je do nje doslo pre prve terapijske linije

(Man-Vitnijev test; p=0.002) (Slika 8).
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Slika 8. Relativna ekspresija iIRNK SLC28A3 gena u mononuklearnim c¢elijama
pacijenata bez AIHA-e ili kod kojih je AIHA nastala u periodu pre prve terapije u

odnosu na pacijente kod kojih je doslo do razvoja AIHA-e tokom ili nakon primene FC.

Medijana ekspresije SLC28A3 medu pacijentima kod kojih nije do§lo do hemolize, ili se ona razvila pre
prve terapijske linije je 0.0420 RU, a interkvartilni opseg 0.0190 — 0.0930 RU. Medijana ekspresije
SLC28A3 medu pacijentima kod kojih je je doslo do razvoja hemolize u toku ili nakon terapije FC je
0.006 RU, a interkvartilni opseg 0.006 — 0.0190 RU. Horizontalne linije predstavljaju vrednosti medijane.

U osnovnoj kohorti od 57 pacijenata registrovano je 5 pacijenta (8.8%) kod
kojih se bolest komplikovala histopatoloSki dokazanom transformacijom u difuzni B
krupnocelijski limfom, odnosno Rihterov sindrom. Medijana vremena od dijagnoze
HLL do nastanka RS je iznosila 70 meseci (opseg 50-123 meseca). Svi pacijenti kod
kojih se bolest transformisala prethodno su leceni FC protokolom. Medijana vremena od
zapocinjanja prvog FC protokola do razvoja RS bila je 46 meseca (opseg 33-122
meseca), dok je prezivljavanje nakon uspostavljanja dijagnoze RS bilo izuzetno kratko
(medijana 5 meseci, opseg 0-42). Ucinjena je analiza nivoa ekspresije iRNK SLC28A3
gena u odnosu na pojavu RS i wutvrdeno je da ne postoji veza izmedu ove dve

karakteristike u nasoj kohorti (Man-Vitnijev test; p=0.412).
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42 ZNACAJ PROGNOSTICKIH MODELA INTERNACIONALNOG
PROGNOSTICKOG INDEKSA ZA HRONICNU LIMFOCITNU LEUKEMIJU
(CLL-IPI), SKORA RIZIKA OD PROGRESIJE (PRS) | SKORA MD
ANDERSON CENTRA ZA KANCER 2011 (MDACC 2011) U PREDIKCIJI
TTFT, PFS10S

4.2.1 Deskripcija kohorte

U ovom delu istrazivanja analizirana je osnovna kohorta od 57 pacijenata sa
hroni¢nom limfocitnom leukemijom. Medijana starosne dobi na dijagnozi je bila 56
godina (opseg 38-75). Od ukupno 57 pacijenata koji su sacinjavali kohortu, 41 su bili
muskog, a 16 zenskog pola (M:F=2.6:1). Medijana vrednosti komorbiditetnog indeksa
CIRS (Cumulative IlIness Rating Scale) bila je O (opseg 0-7). Svi pacijenti su bili leCeni
nakon medijane TTFT od 5.5 meseci (opseg 0-71). Svi su bili leCeni hemioterapijskim
protokolom FC, 1 to vecina (47/57, 82%) u prvoj terapijskoj liniji. Ostali pacijenti
(10/57, 18%) su u prvoj liniji leCeni slede¢im terapijskim modalitetima: hlorambucil (4
pacijenta), ciklofosfamid, vinkristin i prednizon (CVP) (4 pacijenta), alemtuzumab (1
pacijent) i splenektomija (1 pacijent). Ukupan odgovor nakon prve terapijske linije u
celoj grupi bio je 79%. Kompletnu remisiju je postiglo 41% pacijenata, parcijalnu
remisiju 36%, dok 21% pacijenata nije odgovorilo ispoljivsi stabilnu (12%) ili
progresivnu bolest (9%). Nakon prve terapijske linije kod 48 pacijenata (84%) je u
nekom trenutku doslo do progresije bolesti, 7 pacijenata (12%) je ostalo u prvoj remisiji
do poslednje kontrole ili smrti nepovezane sa HLL-om, dok su 2 pacijenta (4%)
izgubljena u pracenju nakon zavrSetka lecenja.

Nakon medijane prac¢enja od 71.5 meseci (opseg 4-142), tre¢ina (18 pacijenata,
32%) su jo§ uvek bili zivi, dok je njih 38 (68%) umrlo. Medijana ukupnog
prezivljavanja je bila 77 meseci (95%CI 69-85 meseci). Detalji karakteristika kohorte su
dati u Tabeli 9.
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Tabela 9. Klinicke i bioloske karakteristike pacijenata u osnovnoj kohorti

n (%) Medijana (Q1, Q3)?
Starost (godine) 56.5 (52.2-65.7)
<50 9(16.1)
50-65 33(58.9)
> 65 14 (24.6)
Pol
muski 41 (71.9)
zenski 16 (28.1)
ALC (x10%L) 38.9 (16.1-83.9)
<10 5(10.4)
>10 43 (89.6)
Hemoglobin (g/L) 128 (114.5-144.5)
<100 7 (14.0)
> 100 43 (86.0)
Broj trombocita (x10%L) 174.5 (112-226.3)
<100 10 (20.0)
> 100 40 (80.0)
B2-mikroglobulin (mg/L) 39 (68.4) 3.98 (2.78-4.86)
LDH (1U/L) 47 (82.5) 383 (315-592)
Limfni ¢vor najveéeg promera (cm)
<5 41 (77.4)
>5 12 (22.6)
Rai
0 5(9.1)
1-2 38 (69.1)
3-4 12 (21.8)
Bine stadijum
A 18 (32.7)
B/C 37 (67.3)
HLL score®
3 1(2.0)
4 10 (20.4)
5 38 (77.6)
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n (%) Medijana (Q1, Q3)?

CD38 status

Pozitivan (> 30%) 19 (36.5)

Negativan (< 30%) 33 (63.5)
Tip infiltracije

nodularna/intersticijalna 16 (32.0) 40 (40-58)

difuzna 34 (68.0) 80 (80-90)
IGHYV status

mutiran 11 (19.6)

nemutiran 45 (80.4)
Hromozomske aberacije

del13g/trizomijal2/normalan 44 (77.2)

delllq 10 (17.5)

dell7p 3(5.3)
TP53 status

wild type 48 (84.2)

mutiran 9 (15.8)
Napomena:

n (%) je broj (proporcija) pacijenata kod kojih je evidentiran dati klinicki parameter
2Q1= kvartil 1; Q3:=kvartil 3; ® Matutes/Moro HLL skor

4.2.2 Stratifikacija pacijenata prema prognostickim modelima

Pacijenti su skorirani prema prognostickim modelima CLL-IPI i PRS pomoc¢u
odgovaraju¢ih skoring sistema, dok je vrednost MDACC 2011 skora raCunata iz
originalne formule date u radu Virde i saradnika, kao $to je opisano u odeljku 3.16.3. S
obzirom na ¢injenicu da prema CLL-IPI skoru nije bilo pacijenata koji su niskog rizika,
kao i da je bilo samo 2 pacijenta sa niskim rizikom prema PRS skoru, kohorta je za
potrebe analize TTFT i OS podeljena na dve grupe. Prema CLL-IPI skoru podela je bila
na grupu sa srednjim rizikom i grupu sa visokim i vrlo visokim rizikom, dok je prema
PRS skoru definisana grupa sa niskim i srednjim rizikom naspram grupe sa visokim
rizikom. Sto se ti¢e skora MDACC 2011, kohorta je dihotomizirana prema medijani
vrednosti ovog skora koja je iznosila 53.6 (opseg 14.2-75). Raspodele pacijenata po

grupama rizika prema svim ispitivanim skorovima date su u Tabeli 10.

66



Rezultati

Tabela 10. Skoriranje pacijenata prema prognostiCkim modelima CLL-IPI, PRS i
MDACC 2011

Procena rizika n (%) GzA?
CLL-IPI
nizak /
Srednji 15 (39.5) 15 (39.5)
Visok 20 (52.6)

: 23 (60.5)
Vrlo visok 3(7.9)
PRS
Nizak 2(7.1)

Ny 11 (39.3)
Srednji 9(32.1)
Visok 17 (60.7) 17 (60.7)
MDACC 2011
< medijane® 21 (50.0)
> medijane 21 (50.0)
Napomena:

n (%) je broj (proporcija) pacijenata u odgovarajué¢im grupama rizika
2 grupisanje za Kaplan-Majer analizu TTFT i OS
® medijana vrednosi skora MDACC 2011 bila je 53.6

4.2.3 Predikcija TTFT pomo¢u skorova CLL-IPI, PRS i MDACC 2011

Visoke vrednosti skorova CLL-IPI i PRS, kao i vrednosti MDACC 2011 skora
preko 53.6 pokazali su se kao znacajni prediktori kraceg TTFT u univarijantnoj analizi.
Povecanje rizika za 1 poen prema skorovima CLL-IPI i PRS povecavali su rizik od
zapocinjanja leCenja za priblizno 1.4 puta (univarijantni Koksov hazardni regresioni
model: HR 1.385; 95%CI 1.121-1.710; p=0.002 za CLL-IPI i HR 1.414; 95%CI 1.060-
1.888; p=0.019 za PRS). MDACC 2011 je identifikovan kao najsnazniji prediktor TTFT
(univarijantni Koksov hazardni regresioni model: HR 1.046; 95%CI 1.020-1.073;
p<0.001). Navedeni rezultati su sumirani u Tabeli 11.
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Tabela 11. Koksova regresiona analiza vremena do prve terapije (TTFT)

Univarijantna analiza Multivarijantna analiza
p HR 95%Cl p HR 95%Cl
CLL-IPI 0.002 1.385 1.121-1.710 0.018 1.493 1.071-2.083
PRS 0.019 1.414 1.060-1.888 / / /

MDACC 2011 <0.001 1.046 1.020-1.073 0.001 1.051 1.019-1.083

Sposobnost predvidanja TTFT pomocu ova tri prognosticka modela je takode
testirana Kaplan-Majerovom metodom. Za potrebe ove analize, pacijenti su grupisani u
dve kategorije rizika prema svakom od ispitivanih prognosti¢kih modela, kao §to je
opisano u Tabeli 10: CLL-IPI — intermedijerni vs visok/veoma visok (nije bilo
pacijenata u grupi niskog rizika); PRS — nizak/intermedijeran vs visok; MDACC 2011 —
pacijenti su dihotomizovani prema medijani vrednosti skora (53.6).

Pokazano je da su medijane TTFT u grupama viseg rizika prema CLL-IPI skoru
3 meseca, prema PRS 6 meseci i prema MDACC 2011 1 mesec, dok su u grupama
nizeg rizika 21 mesec (CLL-IPI), 38 meseci (PRS) i 20 meseci (MDACC 2011). Ova
analiza je potvrdila snaznu povezanost vrednosti PRS 1 MDACC 2011 skora sa
vremenom prezivljavanja bez terapije (p=0.007 za PRS i p=0.001 za MDACC 2011),
dok je CLL-IPI pokazao tendenciju ka postojanju veze sa TTFT, ali nije dostignuta
statisticka znacajnost (p=0.074) (Slika 9).
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Slika 9. Analiza vremena do prve terapije (TTFT) kod pacijenata stratifikovanih prema

skorovima CLL-IPI, PRS i MDACC 2011.
A. CLL-IPI: medijana TTFT u grupi intermedijernog rizika je 21 mesec; medijana TTFT u grupi

visokog/vrlo visokog rizika je 3 meseca; B. PRS: medijana TTFT u grupi niskog/intermedijernog rizika je
38 meseci; medijana TTFT u grupi visokoriziénih pacijenata je 6 meseci; C. MDACC 2011: medijana
TTFT kod pacijenata sa MDACC 2011 skorom < 53.6 je 20 meseci; dok je medijana TTFT kod
pacijenata sa MDACC 2011 skorom > 53.6 je 1 mesec.

69



Rezultati

Potom je uradena multivarijantna analiza u kojoj su analizirana sva tri
prognosticka modela. Pokazano je da su MDACC 2011 i CLL-IPI zadrzali statisticku
znacCajnost u pogledu predikcije TTFT, s tim da je prognosticka mo¢ modela MDACC
2011 i u multivarijantnoj analizi ostala superiorna (multivarijantni Koksov hazardni
regresioni model: HR 1.051; 95%Cl 1.019-1.083; p=0.001 za MDACC 2011 i HR
1.493; 95%CI 1.071-2.083; p=0.018 za CLL-IPI). Sa druge strane PRS nije zadrzao

statistiCku znacajnost na ovom nivou statisticke analize (Tabela 11).

4.2.4. Predikcija OS pomocu skorova CLL-IPI, PRS i MDACC 2011

Sva tri prognosticka modela koja su predmet ovog istrazivanja ukljuc¢ena su i u
analizu ukupnog prezivljavanja. CLL-IPI je jedini medu njima koji je pokazao
statisticku znacajnost u pogledu prognoze ukupnog prezivljavanja, kako u univarijantnoj
(univarijantni Koksov hazardni regresioni model: HR 1.405; 95%CI| 1.110-1.778;
p=0.005), tako i u multivarijantnoj analizi (multivarijantni Koksov hazardni regresioni
model: HR 1.657; 95%CI 1.113-2.468; p=0.013). PRS je ispoljio grani¢nu znacajnost u
univarijantnoj analizi (univarijantni Koksov hazardni regresioni model: HR 1.473;
95%Cl1 0.997-2.177; p=0.052), dok MDACC 2011 nije bio znacajan. Ni PRS ni
MDACC 2011 nisu pokazali znacajnost sa aspekta predikcije OS u multivarijantnoj

analizi. Rezultati analize prikazani su sumarno u Tabeli 12.

Tabela 12. Koksova regresiona analiza ukupnog prezivljavanja (OS)

Univarijantna analiza Multivarijantna analiza
p HR 95%Cl p HR 95%ClI
CLL-IPI 0.005 1.405 1.110-1.778 0.013 1.657 1.113-2.468
PRS 0.052 1.473 0.997-2.177 / / /
MDACC 2011 0.167 1.019 0.992-1.047 / / /
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4.2.5 Predikcija PFS pomo¢u skorova CLL-IPI, PRS i MDACC 2011

Prognosticki modeli su ispitani 1 u kontekstu prezivljavanja bez progresije.
Univarijantna analiza pokazala je da je CLL-IPI znac¢ajan prediktor PFS (univarijantni
Koksov hazardni regresioni model: HR 1.347, 95%Cl 1.020-1.778, p=0.036). Ovom
analizom je pokazano da nema razlike u prezivljavanju bez progresije izmedu pacijenata
sa nizim vrednostima PRS 1 MDACC 2011, u odnosu na pacijente koji su prema ovim
prognostickim modelima bili u grupama veceg rizika (univarijantni Koksov hazardni
regresioni model: p=0.146 za PRS i p=0.519 za MDACC 2011). Ova analiza se odnosi
na PFS nakon prve terapijske linije koja je, kao §to je ve¢ receno, kod 47 pacijenata
(82%) bila predstavljena FC protokolom, dok je u ostalim slu¢ajevima to bio
hlorambucil (4 pacijenta), CVP (4 pacijenta), alemtuzumab (1 pacijent) i splenektomija

(1 pacijent).

4.3 POVEZANOST PROGNOSTICKIH MODELA CLL-IPI, PRS | MDACC2011
SA TERAPIJSKIM ODGOVOROM I NIVOOM EKSPRESIJE SLC28A3 GENA

Pored znacaja za anticipiranje TTFT, OS 1 PFS, ispitivali smo 1 prediktivnu
vrednost prognostickih modela CLL-IPI, PRS i MDACC 2011 u kontekstu odgovora na
terapiju. U obzir su uzeti svi pacijenti koji su skorirani prema navedenim prognostickim
modelima, dok je njihov prediktivni znacaj ispitivan u odnosu na prvu liniju terapije. U
naSoj kohorti nije dokazano da postoji razlika u odgovoru na terapiju (CR/PR vs
SD/PD) kod pacijenata u grupama niZeg rizika u odnosu na pacijente u grupama viseg
rizika prema prognostickim modelima CLL-IPI (Fiserov test; p=1.0), PRS (Fiserov test;
p=0.619) ili MDACC 2011 (Fiserov test; p=0.277).

Takode, kada smo uporedili nivo ekspresije SLC28A3 u razli¢itim grupama
rizika prema sva tri ispitivana prognosticka modela (Tabela 10), nismo ustanovili da
postoji znacajna razlika (Man-Vitnijev test; p=0.363 za poredenje ekspresije SLC28A3
izmedu grupe nizeg i viseg rizika po CLL-IPI skoru; p=0.397 za razliku u ekspresiji
prema PRS i p=0.824 za MDACC 2011).
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Vazno je napomenuti da su pacijenti skorirani prema bilo kom od navedena tri
prognosticka u prvoj liniji terapije predominantno leceni protokolom FC (35/38
pacijenata skoriranih prema CLL-IPI, 92%; 27/28 prema PRS, 96% i 36/42 prema
MDACC 2011, 86%).

Kada smo uzeli u razmatranje samo pacijente koji su u prvoj liniji primali FC i
ispitali uticaj vrednosti svakog od tri skora (grupe nizeg rizika vs grupe viSeg rizika) na
odgovor na terapiju FC protokolom u prvoj liniji, takode nije pokazano da skorovi
imaju prediktivnu vrednost u odnosu na ovu vrstu hemioterapije (FiSerov test; p=1.0 za
CLL-IPI, p=0.277 za PRS i p=0.402 za MDACC 2011). Isto tako, nije postojala
statistiCki znacCajna razlika u ekspresiji SLC28A3 u grupama nizeg i viSeg rizika prema
sva tri ispitivana skora (Man-Vitnijev test; p=0.195 medu grupama srednjeg i
visokog/vrlo visokog rizika prema CLL-IPI skoru; p=0.156 medu grupama
niskog/srednjeg i visokog rizka prema PRS i p=0.409 izmedu grupe pacijenata sa

vredno§éu MDACC 2011 <53.6 i grupe sa skorom > 53.6).
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5 DISKUSIJA

Izrazita heterogenost klinickog toka hroni¢ne limfocitne leukemije (HLL)
predstavlja jednu od njenih glavnih karakteristika. Ona je viSeznacna, imajuéi u vidu da
se odnosi na razliite periode u trajanju bolesti. U danasnje vreme, na samoj dijagnozi
¢ak do 85% pacijenata su bez simptoma, odnosno u ranom klinickom stadijumu, i1 ne
zahtevaju leCenje prema aktuelnim medunarodnim preporukama (145). Prema nekim
izvorima Cak do 40% ovih pacijenata ostaju u ranoj fazi bolesti i umiru iz drugog
razloga dostizu¢i svoj puni zivotni vek. Ipak, ve¢ina njih pre ili kasnije razvije znake
simptomatske bolesti 1 postaje predmet specificnog hematoloskog le¢enja. Decenijama
unazad se Cine napori da se predvidi priroda toka hroni¢ne limfocitne leukemije kod
svakog individualnog pacijenta, i na taj nacin pokusa spreciti napredovanje bolesti dok
je ona jos u ranoj fazi. U tu svrhu, pacijenti se stratifikuju shodno odredenim klini¢kim i
bioloskim karakteristikama i kod onih kod kojih se oceni da postoji visok rizik od
progresije bolesti, u razli¢itim epohama le¢enja HLL-a primenjivana je razli¢ita terapija
sa ciljem usporavanja ovog procesa i, kona¢no, produZetka ukupnog preZivljavanja.
Ovakvi pokusaji su ¢injeni od devedesetih godina proslog veka do danas u sklopu tzv.
ranih intervencionih studija koje su do sada za rezultat imale samo produZavanje
vremena prezivljavanja bez dogadaja (event-free survival, EFS), pri ¢emu dogadaj
podrazumeva progresiju bolesti ili smrtni ishod (146-151). Ove studije su placebo-
kontrolisane, a trenutno je aktivna studija Nemacke kooperativne grupe CLL12, u kojoj
se kod asimptomatskih pacijenata srednjeg i visokog rizika bolesti primenjuje ibrutinib,
ali za sada nema informacija o uticaju na ukupno prezivljavanje (152). Osim ranih
intervencionih studija, predvidanje progresije bolesti, odnosno vremena do prve terapije
korisno je radi donoSenja odluke o ucestalosti kontrolnih pregleda tokom perioda
pracenja, kao i zarad S§to sveobuhvatnijeg informisanja pacijenta o prirodi njegove
bolesti (145).

Kada dode do razvoja simptomatske hroni¢ne limfocitne leukemije i pacijent
ispuni kriterijume za leCenje date od strane Medunarodne radne grupe za HLL, postavlja

se klju¢no pitanje: koju terapiju primeniti? Odluka o modalitetu leCenja donosi se na
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osnovu razli¢itih faktora medu kojima su jedni vezani za pacijenta (starosna dob, ECOG
performans status, prisustvo komorbiditeta, stanje bubrezne funkcije), drugi za biologiju
bolesti (razli¢iti klini¢ki, biohumoralni i molekularno-geneti¢ki markeri), a tre¢i za
terapiju (npr. pacijenti koji su rano relapsirali nakon imunomhemioterapije kandidati su
za nove ciljane lekove), o ¢emu je bilo dosta rec¢i u uvodu rada. Svi ovi faktori se mogu
svrstati u grupu prediktivnih biomarkera.

Najznacajnji prediktivni biomarker je status gena TP53 i on je jedini koji, kao
odlika malignog klona, ulazi u sve predloZene algoritme terapijskog odluéivanja (90,
96). Njegov uticaj, kako na odgovor na konvencionalnu imunohemioterapiju, tako i na
ukupnu prognozu pacijenata sa HLL-om nedvosmisleno je utvrden i validiran u brojnim
studijama (68).

Drugi vazan bioloski prediktivni marker vezan za maligni klon, odnosno za
samu bolest, predstavlja mutacioni status IGHV gena. Medutim, iako je u nekim
studijama utvrdeno da on, pored prognostickog, nosi i prediktivni znacaj u odnosu na
standardnu imunohemioterapiju, jo§ uvek nije deo medunarnodnih preporuka kao
marker na osnovu koga se bira modalitet leCenja (73, 74, 90, 94, 95).

U naSoj studiji je broj pacijenata sa mutiranim i/ili deletiranim TP53 iznosio
19.3% Sto je neSto vise u odnosu na podatke iz literature (do 10% pacijenata pred
zapocCinjanje terapije), dok je odnos pacijenata sa nemutiranim i mutiranim IGHV bio
4:1, §to je znacajno ve¢i udeo nemutranih u odnosu na opstu HLL populaciju (31, 35,
38, 59, 153, 154). Ovi podaci oslikavaju u proseku bioloski agresivniju prirodu bolesti
kod pacijenata u naSoj kohorti u odnosu na opStu HLL populaciju, §to uzrokuje veci
procenat pacijenata u intermedijernom i uznapredovalom stadijumu, krace vreme do
prve terapije 1 kra¢u medijanu ukupnog preZivljavanja u odnosu na opstu HLL
populaciju (2). Kao posledica svih ovih karakteristika razumljiv je i podatak da su svi
pacijenti u kohorti leceni, 1 da je znaCajan broj njih (dve tre¢ine) nakon medijane
pracenja od 6 godina zavr$io smrtnim ishodom.

Osim navedenih bioloskih prediktivnih markera, kada se donosi odluka o vrsti
specificne hematoloske terapije koja ¢e biti primenjena kod svakog pacijenta, u obzir se
uzima i njegova starosnu dob, performans status, odnosno opSte stanje, prisustvo
komorbiditeta i funkciju vitalnih organa. Ovi faktori reflektuju individualni bioloski

potencijal i igraju vaznu ulogu pri donoSenju odluke koliko intenzivnu terapiju treba
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primeniti kod pojedinih pacijenata i kakav toksi¢ni profil lekova koje upotrebljavamo
smatramo da pacijent moze da podnese. Medijana starosne dobi na dijagnozi pacijenata
u naSoj kohorti je bila 56 godina (opseg 38-75), dok je medijana vrednosti
komorbiditetnog indeksa CIRS (Cumulative Iliness Ratio Score) iznosila 0 (opseg 0-7).
Ovi podaci govore o znacajnom bioloskom potencijalu nasih ispitanika, imajuéi u vidu
da je medijana starosne dobi HLL pacijenta prema podacima iz literature oko 70 godina,
dok se srednja vrednost CIRS-a u literaturi u razli¢itim kohortama kre¢e od 2 (studija u
kojoj je ispitivana razlika u primeni intenzivnih imunohemioterapijskih protokola u
kojoj je kriterijum za ukljucenje bila vrednost CIRS < 7) do 8 ili vise kada su u pitanju
kohorte starijih pacijenata, Sto zavisi od prirode studije i njenih ciljeva (2, 97, 155).
Dakle, pacijenti su u naSoj kohorti u proseku bili mladi 1 sa manje pridruzenih bolesti
§to je i rezultiralo time da svi oni u nekom trenutku, a vecina u prvoj liniji terapije, budu
leceni intenzivnijim terapijskim pristupom, odnosno protokolom FC.

Pored navedenih klini¢kih parametara koji imaju ulogu prediktivnih markera na
nacin na koji smo prethodno opisali, jo§ jedna karakteristika vezana za pacijenta moze
predstavljati kljucan prediktivni biomarker na osnovu koga se odlucuje o wvrsti
antileukemijske terapije. Ta karakteristika se odnosi na promene u farmakogenima
(somatske 1 germinativne mutacije, aberantna ekspresija) koje dovode do poremecene
farmakokinetike 1 farmakodinamike lekova od interesa 1 odlucujuée uticu na njihov
efekat. Kao $to je ranije re€eno, u hronicnoj limfocitnoj leukemiji uticaj farmakogena 1
njihovih produkata na efekat lecenja nije dovoljno ispitan.

U okviru ovog istrazivanja, ispitivana su dva farmakogeneti¢ka markera kod
pacijenata sa hroni¢nom limfocitnom leukemijom koji su leceni kombinacijom
fludarabina i ciklofosfamida: alel CYP2B6*6, koji kodira varijantu enzima CYP2B6
kljuénog u metabolizmu ciklofosfamida, i nivo ekspresije gena SLC28A3 koji kodira
hCNT3, jedan od proteina koji su zaduzeni za transport fludarabina i drugih purinskih i
pirimidinskih nukleozida i njihovih derivata u ¢eliju (105, 129). Cilj rada je bio da se
ispita njihova povezanost sa odgovorom na terapiju FC protokolom kod pacijenata sa
HLL. S obzirom da je status p53 od ranije poznat kao glavna determinanta efikasnosti
terapije hemioterapijskom kombinacijom FC, u studiju su ukljuc¢eni samo pacijenti koji

su u momentu zapocinjanja le¢enja FC protokolom imali funkcionalan TP53 gen.
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Alel CYP2B6*6 detektovan je kod 54.6% pacijenata u nasoj kohorti (od Cega
kod 52.3% pacijenata u heterozigotnom, a kod 2.3% u homozigotnom stanju), $to je
¢esce nego Sto se ocekuje u opstoj populaciji belaca (120, 124). Ovakva ucestalost alela
CYP2B6*6 moze biti posledica relativno malog broja pacijenata u ispitivanoj kohorti.
Sa druge strane, visoka incidence CYP2B6*6 moze upuéivati na eventualnu povecanu
sklonost ka razvoju hroni¢ne limfocitne leukemije kod osoba koje su nosioci ovog alela,
tim pre Sto su odredeni polimorfizmi nukleotidne sekvence i specifi¢ni haplotipovi gena
CYP2B6, povezani sa snizenom enzimskom aktivnos¢u CYP2B6, ve¢ oznaceni kao
faktori rizika za nastanak nekih solidnih tumora i hematoloskih maligniteta (156-160).

Znacaj farmakogenetike CYP2B6 za ishod lecenja nije podrobnije ispitivan kada
je u pitanju hroni¢na limfocitna leukemija. Jedino istrazivanje u kom je ispitivana
prediktivna vrednost alela CYP2B6*6 sprovedeno je od strane Dzonsona i saradnika na
pacijentima iz studije LRF CLL4 u kojoj je vrSeno poredenje efikasnosti FC protokola u
odnosu na monoterapiju fludarabinom, odnosno monoterapiju hlorambucilom (22, 129).
Autori su pokazali da je prisustvo alela CYP2B6*6 nezavisan prediktor slabijeg
odgovora na FC, odnosno da nosioci *6 alela imaju manju $ansu da postignu kompletnu
remisiju nakon FC, kao i da imaju manje nezeljenih dogadaja koji su posledica
toksi¢nosti FC terapije u poredenju sa nosiocima *1/*1. Iz ovog rezultata je zaklju¢eno
da je kod pacijenata koji su nosioci bar jednog *6 alela efikasnost ciklofosfamida bila
sniZena, verovatno kao posledica njegove smanjene aktivacije usled sniZzene aktivnosti
CYP2B6 koji dominantno uti¢e na njegovo metabolisanje do citotoksi¢nih produkata.
Pored toga, autori su uocili trend ka kraem trajanju prezivljavanja bez progresije
bolesti (PFS) kod nosilaca *6 alela, iako bez dostizanja statisticke znacajnosti. Kao i u
studiji DZonsona i saradnika, i u nasoj studiji se nosioci alela *6 i *1/*1 nisu razlikovali
u pogledu osnovnih klini¢kih i1 bioloskih karakteristika, kao i primenjene terapije.
Medutim, nismo mogli da potvrdimo ostale rezultate opisane studije. U naSoj kohorti
nije potvrdena asocijacija izmedu prisustva alela CYP2B6*6 i odgovora na terapiju.
Takode, nije utvrdena veza izmedu alela *6 i prezivljavanja bez progresije 1 ukupnog
prezivljavanja. Moguce je da je uzrok neslaganja rezultata nase studije sa rezultatima
Dzonsona 1 saradnika znacajna razlika u veli¢ini kohorte izmedu dve studije, imaju¢i u

vidu da su ove dve kohorte bile sliéne u pogledu odnosa polova i primenjenih doza
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citostatika, Sto su karakteristike za koje je ranije opisano da uticu na farmakokinetiku
ciklofosfamida (161-165).

Drugi deo naseg farmakogenetiCkog ispitivanja kod pacijenata sa HLL-om
odnosi se na ekspresiju gena SLC28A3 koji kodira protein iz familije humanih
koncentrativnih nukleozidnih transportera, hCNT3, jedan od odgovornih za preuzimanje
fludarabina od strane ¢éelija. Snizena intracelularna akumulacija fludarabina je jedan od
ranije predlozenih mehanizama rezistencije na ovaj citostatik, a u nekoliko studija je
pokazano da SLC28A3 ispoljava vezu sa odgovorom na terapiju fludarabinom (104,
105). Naime, u ovim studijama je utvrdeno da pacijenti sa HLL-om koji eksprimiraju
visok nivo SLC28A3 iRNK imaju manju $ansu da postignu kompletnu remisiju i imaju
krace prezivljavanje bez progresije nakon le¢enja fludarabinom u monoterapiji u odnosu
na pacijente sa niskim nivoima iRNK ovog gena (105). Nadalje, kvantifikacijom
hCNTS3 proteina u zahvac¢enim tkivima HLL pacijenata (limfni ¢vorovi, slezina, jetra ili
kostana srz) bioptiranim pre otpocinjanja le¢enja doslo se do saznanja da su visi nivoi
hCNT3 povezani sa kra¢im PFS i trendom ka slabijem terapijskom odgovoru kod
pacijenata koji su le¢eni fludarabinom (166).

Rezultati naseg rada pokazuju da ekspresija SLC28A3 na sli¢an nacin uti¢e na
odgovor na le¢enje kombinacijom FC. Utvrdeno je da je nivo iRNK SLC28A3 gena,
meren u uzorcima koji su prikupljeni pre zapocinjanja primene FC protokola, znacajan
prediktor odgovora na ovu terapiju. Naime, u na$oj kohorti je postojala je skoro 10 puta
veta verovatno¢a da pacijenti kod kojih je SLC28A3 bio visoko eksprimiran ne
odgovore na terapiju FC protokolom u odnosu na pacijente koji su imali nisku
ekspresiju ovog gena (OR=9.8; p=0.046). U univarijantnoj analizi, ekspresija SLC28A3
i linija terapije u kojoj je FC primenjen su jedine varijable koje su bile povezane sa
odgovorom na lecenje. U multivarijantnoj analizi kontrolisanoj za starosnu dob, Bine
stadijum, deleciju 11q i liniju terapije u kojoj je primenjen FC, samo je visoka
ekspresija SLC28A3 pokazala trend ka nepostizanju odgovora na FC, ali bez dostizanja
statisticke znacCajnosti (OR=8.77; p=0.082). Treba napomenuti da nije uocena
asocijacija ekspresije SLC28A3 sa bilo kojim od klini¢kih parametara i molekularnih
prognostickih biomarkera, tako da dve grupe pacijenata (sa niZom i onih sa viSom
ekspresijom) nisu bile zna¢ajno razli¢ite po pitanju osnovnih klini¢ko-laboratorijskih i

molekularno-genetickih karakteristika. Ipak, za razliku od prethodnih studija, u nasoj
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kohorti nismo detektovali povezanost izmedu nivoa ekspresije SLC28A3 i1 duzine
prezivljavanja bez progresije (PFS) i ukupnog preZivljavanja (OS). Cinjenica da se
korelacija izmedu ekspresije SLC28A3 i odgovora na FC protokol nije odrazila i na
razlike u PFS 1 OS izmedu slucajeva sa niskom i sa visokom ekspresijom ukazuje na to
da je efekat SLC28A3 kratkotrajan i ograni¢en samo na period primene leka.

Naizgled paradoksalna veza izmedu visokih nivoa hCNT3 proteina i rezistencije
na fludarabin umesto ocekivanog potenciranja njegovog efekta donekle je razjasnjena
otkricem da hCNT3 nije lokalizovan u plazmamembrani HLL ¢elija, ve¢ u citosolu i
intraéelijskim membranama, kao i da u ovim ¢elijama nema detektabilnog nukleozidnog
transporta posredovanog hCNT3 proteinom (105, 106). Uzevsi ovo u obzir, Meki i
saradnici su predlozili tri moguca objasSnjenja ovakve veze ekspresije hCNT3 sa
odgovorom na terapiju fludarabinom: 1) visoka ekspresija hCNT3 je samo bioloski
marker subpopulacije HLL ¢elija koje su rezistentne na fludarabin; 2) poveéana
ekspresija gena za hCNT3 je u korelaciji sa ekspresijom drugih gena koji su medijatori
rezistencije na fludarabin 1 3) povecana ekspresija gena za hCNT3 moze dovesti do
njegovog nagomilavanja u membranama Celijskih  organela, prvenstveno
mitohondrijalnim, $to moze direktno uticati na toksi¢nost fludarabina (105). Zanimljiv
je podatak da ATRA (all-trans-retinocna kiselina), koja se koristi u leCenju akutne
promijelocitne leukemije, indukuje translokaciju prisutnog hCNT3 proteina u
plazmamembranu u MEC1 ¢elijskoj liniji 1 primarnim HLL ¢elijama putem mehanizma
zavisnog od transformiSuceg faktora rasta PBl, dovodeéi do povecanog transporta
fludarabina posredstvom hCNT3 i povecane senzitivnosti na ovaj lek (167, 168).
Imajuéi u vidu navedene tvrdnje, ATRA se moZe razmotriti kao dodatak terapiji
baziranoj na purinskim analozima u cilju prevazilaZzenja rezistencije na fludarabin
putem jacanja kapaciteta HLL ¢elija da preuzimaju ovaj lek. Pokusaj da se na ovaj nain
prevazide rezistencija na fludarabin imao bi utemeljenje samo u slucaju da postoji
funkcionalan TP53, ¢ime bi se isklju¢io glavni danas poznati mehanizam rezistencije na
standardnu hemioterapiju, ukljucujuéi i purinske analoge.

Kao §to je ve¢ re¢eno, medu najznacajnijim komplikacijama klini¢kog toka
hroni¢ne limfocitne leukemije su autoimuina hemolizna anemija (AIHA) i Rihterov
sindrom (RS). Njihov nastanak se kod nekih autora povezuje sa primenom fludarabina,

odnosno kombinacija koje se su zasnovane na ovom citostatiku (20, 27). U ovom radu
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smo pokazali da je snizena ekspresija SLC28A3, pored toga Sto je udruzena sa snaznijim
terapijskim efektom fludarabina, povezana i sa ¢eS¢im nastankom autoimune hemolizne
anemije tokom ili nakon primene terapije FC protokolom. Medijana relativne ekspresije
IRNK SLC28A3 gena u nasoj kohorti je bila 7 puta veca kod pacijenata koji nisu
ispoljili AIHA-u ili su je ispoljili u periodu pre leCenja, u odnosu na pacijente kod kojih
se ova komplikacija javila tokom ili nakon primene FC (0.042 RU vs 0.006 RU;
p=0.002). Nismo pronaSli podatke u literaturi koji povezuju farmakogenetiku sa
nastankom autoimune hemolizne anemije za koju postoji sumnja da je povezana sa
primenom odredene terapije, u ovom slucaju fludarabina. Na osnovu nasih rezultata
moze se pretpostaviti da je kod pacijenata sa poviSenom ekspresijom SLC28A3 razlog
manje ucestalosti AIHA-e nastale po primeni fludarabina umanjeno sveukupno dejstvo
ovog leka koje, sa druge strane, dovodi i1 do slabijeg terapijskog efekta. Imajuéi u vidu
da je primarni predlozeni mehanizam nastanka AIHA-e provocirane fludarabinom
deplecija odredenih subsetova regulatornih T ¢elija, da bi se razjasnila veza izmedu
ekspresije gena za hCNT3 i pojave AIHA-e nakon primene fludarabina, bilo bi pozeljno
izmeriti ekspresiju u svim mononuklearnim ¢elijama posebno, naroCito u razli¢itim
subsetovima limfocita (21).

U nasoj kohorti kod 5 pacijenata je doslo do razvoja Rihterovog sindroma, i to u
svim slucajevima nakon prethodnog lecenja FC protokolom. Ipak, nismo dokazali
povezanost izmedu ekspresije SLC28A3 1 nastanka RS u naSoj studiji. Iako je u jednom
istraZzivanju pokazano da pacijenti koji su leceni kombinacijom purinskog analoga i
alkilirajueg agensa imaju 3 puta veci rizik od razvoja RS, ovaj nalaz nije potvrden u
drugim studijama, te se ne moze sa sigurnoscu reci da je prethodna primena FC jedan od
faktora nastanka RS (22, 27, 28). U prilog odsustva ove veze posredno mogu govoriti i
rezultati naSe studije.

Predvidanje klinickog toka hroni¢ne limfocitne leukemije jedan je od glavnih
izazova sa kojim se sre¢emo u svakodnevnoj klini¢koj praksi, i predstavlja jedan od
osnova personalizovanog terapijskog pristupa. Osnovne klinicke, bioloske i
molekularno-geneticke karakteristike svakog individualnog pacijenta koriste se u
razli¢itim kombinacijama u cilju anticipacije progresije bolesti §to je preciznije moguce.

Sa tom svrhom u poslednje vreme je razvijeno nekoliko prognostickih modela, u prvom
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redu za predvidanje vremena do prve terapije (TTFT) i ukupnog prezivljavanja (OS)
(34-38, 76).

U ovom delu naSeg istrazivanja analizirane su varijable koje ulaze u sastav
prognostickih modela CLL-IPI, PRS i MDACC 2011 i ispitivana prognosticka vrednost
navedenih skorova u pogledu TTFT i OS.

Nasi rezultati su potvrdili prediktivnu vrednost sva tri ispitivana prognosticka
modela u pogledu TTFT, s tim da se kao najsnazniji prediktor izdvojio MDACC 2011.
Pacijenti koji su imali vrednost MDACC 2011 skora preko 53.6, koliko je iznosila
medijana vrednosti skora, le¢eni su u proseku mesec dana nakon postavljanja dijagnoze,
dok su oni sa skorom < 53.6 bili u asimptomatskoj fazi bolesti, bez indikacije za
lecenjem, skoro dve godine od dijagnoze. Potrebno je naglasiti da su pacijenti u nasoj
kohorti ispoljili u proseku agresivniji tok bolesti u odnosu na pacijente u kohortama iz
literature koje su do sada bile predmet slicnih analiza. Ova agresivnost se ogleda u
¢injenici da su nasi pacijenti bili pretezno u grupi srednjeg i visokog rizika prema
skorovima CLL-IPI i PRS. Takode, medijana vrednosti MDACC 2011 skora od 53.6 je
znacajno visa u odnosu na originalnu MDACC kohortu i druge grupe pacijenata u
kojima je ovaj skor validiran (35, 42, 169). Pokazatelj bioloski agresivnije prirode nase
kohorte je i procenat pacijenata sa nemutiranim IGHV od 80%, $to je znacajno vise
nego u opstoj HLL populaciji gde se kreé¢e izmedu 45% i 65% (35, 38, 59, 153, 154).
Stoga nije iznenadujuce S$to su na$i pacijenti ispunili kriterijume za lecenje u proseku
5.5 meseci po postavljanju dijagnoze, a ve¢ina njih zavr$ila smrtnim ishodom tokom
SestogodiSnjeg pracenja. I pored svega navedenog, sva tri analizirana prognosticka
modela (CLL-IPI, PRS i MDACC 2011) su bili dobri prediktori kraceg TTFT u
grupama visokorizi¢nih pacijenata u odnosu na grupe nizeg rizika (3 vs 21 mesec za
CLL-IPI, p=0.074; 6 vs 38 meseci za PRS, p=0.007 i 1 vs 20 meseci za MDACC 2011,
p=0.001). Multivarijantna analiza je pokazala da je MDACC 2011 najsnazniji prediktor
vremena do prve terapije.

Pregledom literature se moze utvrditi da je ovo druga studija u kojoj su,
izmedu ostalih, poredeni skorovi CLL-IPI i MDACC 2011 u pogledu TTFT. Prvi put je
to nedavno uradio Molika sa saradnicima koji je poredio 5 razlicitih prognostickih
modela prema njihovoj mo¢i da predvide TTFT (170). U ovoj studiji pokazana je blaga

prednost PRS u odnosu na ostala 4 ispitivana modela u studiji, medu kojima su bili i
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CLL-IPI i MDACC 2011. Kada posmatramo samo ova dva poslednja, rezultati
navedene studije daju prednost MDACC 2011 skoru u predikciji TTFT, $to je u skladu
sa naSim rezultatima (170). Ova studija je takode jasno pokazala da su prognosticki
modeli definisani i klinicko-laboratorijskim i molekularno-geneti¢kim parametrima
precizniji u predikciji TTFT nego oni koji se sastoje od varijabli koje reflektuju samo
optere¢enje tumorskom masom, kao $to je MDACC 2007 (77, 171). Prilikom poredenja
CLL-IPI, PRS i MDACC 2011 u pogledu predikcije TTFT treba imati u vidu da je
CLL-IPI primarno osmisljen i dizajniran sa ciljem predikcije ukupnog prezivljavanja,
dok su druga dva prognosticka modela razvijena radi procene vremena do prve terapije
(35, 37, 38). lako su PRS i MDACC 2011 konstruisani i validirani u grupama
asimptomatskih pacijenata u ranom stadijumu bolesti, nasi rezultati pokazuju da se oni
jednako mogu koristiti i medu pacijentima sa agresivnijim profilom HLL.

Po pitanju ukupnog prezivljavanja, pokazano je da je u nasoj kohorti CLL-IPI
znacajan prediktor kako u univarijantnoj, tako i u multivarijantnoj analizi. PRS je
ispoljio grani¢nu znacajnost samo u univarijantnoj analizi, dok se MDCC 2011 nije
pokazao znacajnim u pogledu predikcije OS. Kao Sto je ve¢ receno, PRS i MDACC
2011 nisu originalno konstruisani u svrhu predvidanja OS, za razliku od CLL-IPI skora
(35, 37, 38). Medutim, imajuéi u vidu ¢injenicu da su kao elementi sva tri skora prisutne
sli¢ne klini¢ke i molekularno-geneticke varijable, postavlja se pitanje da li se i PRS i
MDACC 2011 mogu koristiti za procenu ukupnog preZivljavanja. Da bismo mogli da
damo odgovor na ovo pitanje, moramo uzeti u obzir da su MDACC 2011 i PRS
razvijeni u kohortama asimptomatskih pacijenata, bez indikacije za terapiju, dok je
CLL-IPI proizvod meta-analize na oko 3500 pacijenata iz 9 prospektivnih klinickih
studija, od kojih je 8 kao kriterijum za ukljucenje imalo aktivnu, odnosno simptomatsku
bolest (38). Ukoliko blize sagledamo varijable skorova PRS i MDACC 2011, vide¢emo
da 3 od 4 varijable PRS skora (stadijum, ALC i f2m) i 5 od 6 varijabli MDACC 2011
skora (delllq, dell7p, LDH, broj zahvacenih limfonodalnih regija 1 precnik najveceg
vratnog limfnog ¢vora) mogu evoluirati od perioda asimptomatske bolesti do momenta
kada se steknu indikacije za zapocinjanje lecenja. S obzirom da je MDACC 2011 nastao
iz kompleksnog matematickog modela razvijenog na parametrima asimptomatskih
pacijenata, a imaju¢i u vidu 1 rezultate naSe studije, mozemo pretpostaviti da je

MDACC 2011 ipak neupotrebljiv za predikciju ukupnog prezivljavanja. Sa druge
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strane, PRS je pokazao grani¢nu znacajnost u predvidanju OS, §to nam daje osnov za
pretpostavku da, u donekle izmenjenoj strukturi (npr. ukljucivanje pacijenata sa
uznapredovalim stadijumom, podizanje cut-off vrednosti za ALC) i na veem broju
pacijenata, ima elemenata da PRS bude ispitan i u pogledu ukupnog prezivljavanja.

Ve¢ je bilo re¢i u ovom odeljku o svrsi anticipacije vremena do prve terapije.
Raniji pokusaji leCenja asimptomatskih pacijenata u ranom stadijumu doneli su samo
produzen interval bez dogadaja bez uticaja na prezivljavanje, Sto je obeshrabrilo
istrazivace da nastave ispitivanja u tom pravcu (146-151, 172). Medutim, razvoj novih
ciljanih lekova 1 njihov dokazan efekat kod pacijenata sa visokorizicnim
karakteristikama, nametnuo je potrebe da se ponovo razmotri ovakav terapijski pristup
pacijentima visokog, pa ¢ak i intermedijernog rizika u ranom stadijumu bolesti u cilju
sprecavanja klonalne evolucije i, kona¢no, produzavanja asimptomatske faze bolesti 1
ukupnog prezivljavanja (173). Razvoj novih lekova prati i razvoj razliitih
prognostickih modela koji imaju za cilj da §to precizije stratifikuju pacijente prema
riziku od progresije, medu kojima su i skorovi koje smo ispitivali u naSem radu.
Napredak u oba ova aspekta koja se ti¢u pracenja i leenja HLL pacijenata predstavlja
dobru osnovu za dizajniranje kvalitetnih ranih intervencionih studija (152). Ukoliko se
pokaze da se ovakvim terapijskim pristupom moze produZiti prezivljavanje u hroni¢noj
limfocitnoj leukemiji, predikcija vremena do prve terapije ¢e biti od velike vaznosti u
svakodnevnoj klini¢koj praksi.

Pored prognosti¢kog znacaja skorova CLL-IPI, PRS i MDACC 2011, u ovom
radu ispitana je i njihova prediktivna vrednost. Najpre je analizirana povezanost
vrednosti sva tri skora sa prezivljavanjem bez progresije (PFS) nakon prve linije
terapije. Analizom su obuhvaceni svi pacijenti iz kohorte, nezavisno od terapije koja je
primenjena u prvoj liniji, s tim da treba imati na umu da je 82% pacijenata u prvoj liniji
le€eno FC protokolom. Rezultati su pokazali da je CLL-IPI dobar prediktor duZzine
trajanja odgovora na terapiju (p=0.036), dok PRS i MDACC 2011 nisu bili znacajni.
Iako terapija u prvoj liniji nije bila uniformna, nasi rezultati su saglasni sa oskudnim
podacima iz literature, s tim da je znacaj CLL-IPI skora u drugim studijama bio
analiziran kod pacijenata koji su primali isklju¢ivo imunohemioterapiju, ali u vecini
slu¢ajeva na bazi purinskih analoga (174). Druga dva prognosticka modela do sada nisu

ispitivana u pogledu predikcije PFS, kao ni OS.
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Kada je u pitanju sposobnost predikcije odgovora na terapiju, nijedan od tri
ispitivana prognosticka modela nije pokazao znacajnost, kako prilikom analize na celoj
osnovnoj kohorti, tako i kada su u obzir uzeti samo pacijenti koji su u prvoj liniji
terapije primali FC.

U literaturi nema podataka o eventualnom znacaju prognostickih modela u
predikciji odgovora na terapiju. Od svih konstituenata ispitivanih prognostickih modela,
prema literaturnim podacima samo je mutacija/delecija TP53 gena snazno povezana sa
hemorefraktarno$¢u, dok za ostale varijable ne postoje ¢vrsti dokazi u tom kontekstu
(88, 175-178). Sa druge strane, nasi rezultati su pokazali da ne postoji povezanost nivoa
rizika prema ispitivanim prognostickim modelima sa ekspresijom SLC28A3 koja je,
pak, ispoljila znacajnu asocijaciju sa odgovorom na FC terapiju. Naime, pokazano je da
nema statisti¢ki znacajne razlike u ekspresiji SLC28A3 u grupama nizeg i viSeg rizika
prema CLL-IPI, PRS i MDACC 2011 prognostickim modelima. Pri interpretaciji ovog
nalazi treba imati u vidu ¢injenicu da se u slucaju varijabli koje ¢ine navedene skorove,
izuzev starosne dobi pacijenta, radi o parametrima koji reflektuju biologiju malignog
klona i aktivnost same bolesti, dok je ekspresija SLC28A3 farmakogeneti¢ki marker za
koji u literaturi ne postoji podatak da je povezan sa patogenezom hroni¢ne limfocitne

leukemije i njenim klini¢kim tokom pre primene terapije.

U ovom istrazivanju potvrdena je prognosti¢ka vrednost skorova CLL-IPI, PRS i
MDACC 2011 u pogledu predikcije vremena do prve terapije, a u slu¢aju CLL-IPI
skora 1 ukupnog prezivljavanja. PRS je u kontekstu ukupnog prezivljavanja ispoljio
grani¢nu znacajnost $to bi mogla biti osnova za njegovo dalje ispitivanje u ovom
pravcu. Sa druge strane, nije dokazana prediktivna vrednost prognostickih modela,
izuzev CLL-IPI skora, u pogledu predikcije vremena bez progresije nakon primene
hemioterapije. Sude¢i po rezultatima ove studije, ekspresija SLC28A3 ima visok
potencijal kao prediktivni biomarker u le€enju hroni¢ne limfocitne leukemije terapijama
zasnovanim na fludarabinu, s obzirom da je pokazana njena snazna povezanost sa
odgovorom na FC protokol. Odsustvo povezanosti prognostickih skorova sa
ekspresijom SLC28A3 ukazuje na to da ovi rizikofaktori odrazavaju potpuno razlicite

aspekte bolesti i njenog le¢enja. U nasoj studiji, ekspresija SLC28A3 se pokazala kao
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striktno prediktivni marker, ¢iji je efekat bio ograni¢en na terapijski odgovor i nije se
dalje odrazio na prezivljavanje. Validacija na ve¢im kohortama i standardizacija metoda
merenja ekspresije SLC28A3 su neophodne kako bi se potvrdila prediktivna mo¢ ovog

molekularnog markera 1 njegova primenljivost za stratifikaciju pacijenata u

svakodnevnoj klini¢koj praksi.
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6 ZAKLJUCCI

1. Prisustvo CYP2B6*6 varijantnog alela nije povezano sa odgovorom na
terapiju fludarabinom i ciklofosfamidom (FC), kao ni sa vremenom do

progresije bolesti niti sa ukupnim prezivljavanjem.

2. Ekspresija iRNK SLC28A3 gena u mononuklearnim ¢elijama izolovanim iz
uzoraka periferne krvi pacijenata uzetih pre zapocinjanja lecenja FC
protokolom je bila statisticki znacajno veca kod pacijenata koji nisu
odgovorili na terapiju (za ishod lecenja su imali stabilnu bolest ili progresiju)
u odnosu na pacijente koji su odgovorili na terapiju (postignuta parcijalna ili

kompletna remisija).

Ekspresija SLC28A3 je dobar prediktor odgovora na terapiju FC. Pacijenti sa
niskom ekspresijom SLC28A3 pre zapocinjanja leCenja su imali 9.8 puta
vecu Sansu da odgovore na terapiju FC u odnosu na pacijente sa visokom

ekspresijom.

Nivo ekspresije SLC28A3 nije bio povezan sa prezivljavanjem bez progresije
1 ukupnim prezivljavanjem, $to znaci da je efekat ekspresije SLC28A3

kratkotrajan 1 ograni¢en samo na vreme primene FC.

3. Utvrdeno je da je kod pacijenata kod kojih je doSlo do razvoja autoimune
hemolizne anemije (AIHA) tokom ili nakon primene terapije FC medijana
nivoa relativne ekspresije SLC28A3 bila 7 puta niza u odnosu na pacijente

koji nisu imali AIHA ili su je razvili u periodu pre primene hemioterapije.

4. Nije uocena povezanost nivoa ekspresije SLC28A3 pre primene FC protokola

sa razvojem Rihterovog sindroma nakon leCenja.
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5. Potvrdena je prognosticka vrednost prognostickih modela CLL-IPI, PRS i
MDACC 2011 u pogledu predikcije vremena do prve terapije (TTFT), s tim
da je MDACC 2011 potvrden kao najsnazniji prediktor TTFT.

CLL-IPT je jedini prediktor ukupnog prezivljavanja (OS) potvrden u
univarijantnoj i multivarijantnoj analizi. PRS je pokazao grani¢nu statisticku

znacajnost u pogledu predikcije OS, dok MDACC 2011 nije bio znacajan.

6. Pokazano je da CLL-IPI jedini ima prediktivnu snagu u pogledu predvidanja
vremena do progresije bolesti (PFS) nakon primene hemioterapije u prvoj
liniji. PRS i MDACC 2011 nisu bili znacajni kao prediktori PFS.

7. Utvrdeno je da ne postoji povezanost nivoa rizika procenjenog
prognostickim modelima CLL-IPI, PRS i MDACC 2011 sa nivoom
ekspresije SLC28A3 pre zapocinjanja lecenja, kako unutar cele osnovne
kohorte, tako i u grupi u kojoj su bili samo pacijenti koji su primali FC u

prvoj liniji terapije.
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