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Abstrakt

Interakcija genetickih markera proliferacije, diferencijacije i apoptoze kod akutnih
leukemija

Leukemije predstavljaju klonalne maligne bolesti hematopoetskog tkiva, koje nastaju kao
posledica poremecaja u procesima proliferacije, diferencijacije i/ili apoptoze.
Leukemogeneza je videstepeni proces u kome postepeno dolazi do akumulacije genetickih i
epigeneti¢kih promena koje na kraju dovode do ekspresije kompletnog leukemijskog
fenotipa.

Cili ovog istraZivanja bio je pracenje genetickih markera proliferacije diferencijacije i
apoptoze kod obolelih od akutne mijeloidne leukemije (AML) i akutne limfoblastne leukemije
(ALL), kao i sagledavanje njihovih medusobnih interakcija. IstraZivanja su obuhvatila; 1)
utvrdivanje ucestalosti mutacija u genu za FLT3 i NPM1, ispitivanje uticaja koje njihovo
prisustvo ima na prognozu i prezZivljavanje obolelih, kao i ispitivanje njihove medusobne
povezanosti u procesima leukemogeneze, 2) analizu ekspresije gena vezanih za procese
apoptoze i proliferacije, i to; ekspresije FLT3 gena koji ima znacajnu ulogu u procesima
proliferacije, ekspresije gena za FAS i FAS-L kao osnovnih &inilaca spoljadnjeg puta aktivacije
apoptoze, i ekspresije gena BCL2 familije kao osnovnih &inilaca unutradnjeg puta aktivacije
apoptoze.

Ispitivanjem zastupljenosti FLT3 mutacija kod obolelih od adultne i pedijatrijske AML je
pokazano da su bile prisutne u 25%, odnosno u 9,5% sluajeva. Pokazano je da FLT3*
pacijenti imaju znacajno nizu stopu postizanja kompletne remisije, ¢ime je potvrdeno da
prisustvo FLT3 mutacija pretstavlja nepovoljan faktor prognoze bolesti. DuZina FLT3/ITD
duplikacije kao i veli€ina odnosa ITD/wt nisu povezani sa odredenom klini¢kim
karakteristilkama, niti imaju bilo kakvog uticaja na prognozu i ishod bolesti. Ispitivanjem
ekspresije FLT3 gena kod adultinih AML i pedijatrijskih ALL pacijenata pokazana je znacajna
povezanost visokog nivoa ekspresije FLT3 sa nepovoljnom prognozom. Pracdenjem nivoa
ekspresije FLT3 gena u razli¢itim vremenskim periodima u toku trajanja bolesti, pokazano je
da FLT3 ekspresija pretstavlja potencijalni marker za prac¢enje minimalne rezidualne bolesti.
Ispitivanjem zastupljenosti NPM1 mutacija kod obolelih od adultne AML je pokazano da su
bile prisutne u 18,5% slucajeva, dok je kod pedijatrijskih AML bolesnika, ucestalost ovih
mutacija iznosila 2,7%. Detektovane NPM1 mutacije kod adultnih pacijenata su najcesce bile
A tipa (88,2%), dok je kod pedijatrijskih pacijenata, detektovana retka mutacija mutacija Q
tipa. Postojanje ocigledne razlike u frekvenciji i u tipu NPM1 mutacija izmedu adultne i
pedijatrijske AML, govori u prilog pretpostavci o postojanju razlidite biologije i etiologije AML
kod ove dve grupe pacijenata. U nasoj grupi pacijenata prosustvo NPMI1 mutacije je
pretstavljalo nepovoljan prognosticki faktor. Pokazano je da je prisustvo NPM1 mutacija
znatajno povezano sa normalnim kariotipom i prisustvom FLT3 mutacija. Pracenjem
ekspresije gena za FAS i FAS-L kod obolelih od AML i pedijatrijske ALL, primeéena je izrazita
heterogenost, bez uticaja na prognozu i ishod bolesti. Istovremena heterogenost rezultata



dobijenih ispitivanjem veli¢ine odnosa mFAS/sFAS transkripta, doprinose zakljucku da
poremecaj FAS-indukovane apoptoze nije esencijalan za proces leukemogeneze. Praéenje
ekspresije gena BCL2 familije, uogena je znatajna veza izmedu povecane ekspresije anti-
apoptotskog BCL2 gena i smrtnog ishoda bolesti, kao i znatajna korelacija izmedu smanjene
ekspresije pro-apoptotskog BAX gena i povoljne prognoze. Rezultati dobijeni odredivanjem
vrednosti odnosa ekspresije BCL2/BAX su doprineli zaklju¢ku da, iako pojedinacno BCL2 i
BAX pretstavljaju snazne supresore, odnosno aktivatore procesa apoptoze, oni predstavljaju
samo jedan od brojnih faktora koji odreduju krajnju sudbinu leukemijske celije. Pracenje
ekspresije BCL2L12 gena je pokazalo da poveéana ekspresija BCL2L12 gena predstavlja
nezavisan nepovoljan faktor prognoze i ishoda bolesti.

Iz svega navedenog moiemo da zaklju¢imo da su akutne leukemije veoma heterogena
oboljenja, kao i da se ova heterogenost zasniva na razlicitim kombinacijama genetickih
promena koje se deSavaju na molekularnom nivou. Nasa istraZivanja usmerena u pravcu
izu€avanja nacina na koji pojedine geneticke promene remete osnovne celijske procese, kao
i njihovog sinergistickog delovanja u procesima leukemogeneze, doprinela su boljem
razumevanju molekularne osnove leukemija. Takode, nasi rezultati ukazuju na neophodnost
detekcije novih markera bolesti koji ¢e posluZiti kao osnova za dizajn novih specifi¢nih
terapeutika i efikasnijih protokola le€enja, a sve za dobrobit pacijenta.



Abstract

The interaction of genetic markers of proliferation, differentiation and apoptosis in acute
leukemias

Leukemias represent clonal neoplastic hematopoietic disorders that emerge as a
consequence of deregulation in the process of differentiation, proliferation and apoptosis.
Leukemogenesis is a multistep process involving acquisition of series of genetic and
epigenetic alterations leading to the development of the full blown leukemia.

In this study we investigated the genetic markers of the proliferation, differentiation and
apoptosis and their mutual interactions in the acute myeloid leukemia (AML) and acute
lymphoid leukemia (ALL) patients. This study has included detection of the FLT3 and NPM1
gene mutations, the most frequent mutations in the adult AML patients, and the effects that
they have on the prognosis and outcome of the disease, and also their cooperation in the
leukemogenic process. We also analyzed the expression pattern of the gene involved in
proliferation and apoptotic processes, such as; the expression of the FLT3 gene-involved in
the proliferation, expression of the FAS and FAS-L gene involved in the external apoptotic
pathway, and expression of the BCL2 family genes, involved in the internal apoptotic
pathway.

The frequency of the FLT3 mutations among the adult and pediatric AML patients was 25%
and 9,5%, respectively. It was confirmed that the FLT3 mutations represent an adverse
prognostic factor, because FLT3 patients had lower complete remission rate. The size of the
FLT3/ITD duplication and the ITD/wt ratio were not associated with the particular clinical
characteristics and had no impact on the prognosis and the outcome of the disease.
Investigation of the FLT3 expression levels in adult AML and pediatric ALL patients showed
significant correlation between high FLT3 expression level and poor prognosis. Follow-up of
the FLT3 expression level during the course of the disease showed that FLT3 expression
monitoring had a great value as a potential marker of minimal residual disease. The
frequency of the NPM1 mutations among the adult and pediatric AML patients was 18,5%
and 2,7%, respectively. NPM1 mutations detected among adults were mostly of type A
(88,2%), whereas among pediatric patients we detected type Q mutation. Evident
differences that exist between adult and pediatric AML patients, regarding the frequency
and the type of the NPM1 mutations, contribute to the hypothesis of different biology and
etiology of AML among these two groups. In our cohort of patients the presence of the
NPM1 mutation had an adverse impact on the prognosis. Also, it was shown that the
presence of the NPM1 mutations was associated with normal karyotype and the presence of
the FLT3 mutations. We detected extreme heterogeneity in the expression pattern of the
FAS and FAS-L gene, both in the AML and ALL patients, without having any impact on the
prognosis and the outcome of the disease. Alongside with the heterogeneity of the
mFAS/sFAS transcript ratio, we concluded that the disruption of the FAS-induced apoptosis is
not essential for the leukemogenic process. The investigation of the expression levels of the



genes from the BCL2 family showed association between high expression level of BCL2 and
deadly outcome, as well as association between low BAX expression level and good
prognosis. In addition, the values of the calculated BCL2/BAX ratio additionally supported
the conclusion that, although individually BCL2 and BAX represent strong apoptotic
suppressors and activators, they represent only a part of the numerous factors that
determine the ultimate fate of the leukemic cell. The investigation of the expression level of
the BCL2L12 gene in the adult AML patients showed that patients that express high level of
BCL2L12 are more likely to relapse or die, in other words BCL2L12 can be characterized as a
new independent prognostic marker in AML.

On the bases on everything stated, we can conclude that acute leukemias are very
heterogeneous diseases at the molecular level, as each is driven by some combination of
different genetic alterations. Our research focused on investigation of genetic markers
altering basic cell processes, as well as their synergistic behavior in the leukemogenic
process, contributed to the better understanding of the molecular basis of the disease. Also,
our findings emphasize the need for the detection of the new disease markers, which will
serve as the basis for the design of new specific therapeutics and new efficient treatment
protocols, all for the benefit of the patients.
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Natasa Tosié Skracenice

Skracenice;

ALL — akutna limfoblastna leukemija
AML — akutna mijeloidna leukemija
AML1 -, Acute Myeloid Leukemia 1“
APL — Akutna promijelocitna leukemija

ATL — Alutna T limfoblastna leukemija
B-ALL — B celijska akutna limfoblasna leukemija

C-KIT — (CD117) tirozin kinazni receptor

IAP — ,Inhibitor of Apoptosis Protein”

FAB — ,French — American — British“ klasifikacija leukemija (vidi Ill 1. Materijal i metode)
FADD — ,,FAS Associated Protein with Death Domain“

FLT3 —, FMS-Like Tyrosine Kinase 3“

HLL — Hroni¢na limfoblastna leukemija

HML — Hroni¢na mijeloidna leukemija

MDS — Mijelo-displasti¢ni sindrom

MLL —,,Mixed Lineage Leukemia“

MRB (MRD) — minimalna rezidualna bolest (,,Minimal Residual Disease”)
NUP98 —,,Nucleoporin 98 kDa“

PDGF — ,Platelet-Derived Growth Factor”

PML —,,Promyelocytic leukemia“

RARa -, Retinoic Acid Receptor a”
T-ALL —T celijska akutna limfoblastna leukemija
TNF-R — ,Tumor Necrosis Facror Receptor”

TRAIL — ,, Tumor Necrosis Factor-Related Apoptosis-Inducing Ligand“
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I-UVOD

I-1.Leukemije

Leukemije predstavljaju klonalne maligne bolesti hematopoetskog tkiva, koje nastaju kao
posledica poremecaja u procesima proliferacije, diferencijacije i/ili programirane celijske

smrti (apoptoze).

U odnosu na hematopoetsku liniju u kojoj je doslo do maligne transformacije razlikujemo
limfoidne i mijeloidne leukemije, koje se odnose na limfocitnu (limfoidne leukemije),

odnosno granulocitnu, eritroidnu, monocitnu i megakariocitnu lozu (mijeloidne leukemije).

Prema brzini napretka klini¢kog toka boleéti leukemije se mogu podeliti na akutne, kada broj
malignih Celija koji odgovara nizim stupnjevima diferencijacije brzo raste, akumulira se i
blokira proizvodnju normalnih krvnih elemenata, i hroni¢ne, kada takode dolazi do
akumulacije leukemicnih celija koje su na visem stupnju diferencijacije, ali je hematopoeza u

manjoj meri ometena i bolest sporije napreduje.

Primena savremenih dijagnostickih metoda i protokola le¢enja omogucila je postizanje
visoke stope prezZivljavanja obolelih koja kod npr. pedijatrijske akutne limfoblastne
leukemije iznosi ¢ak 80%. Medutim, iako veéina leukemicénih pacijenata nakon
konvencijonalne hemo- i radio-terapije ulazi u stanje kompletne klinitke remisije, znacajan
broj ovih pacijenata, ubrzo relapsira i umire od primarne bolesti. Smatra se da je ponovna
pojava bolesti uslovljena malim brojem malignih éelija koje ostaju prisutne i nakon

indukcione terapije.

Pojava da mali broj leukemicnih celija ostaje u ko3tanoj srZi i nakon indukcije klinicke
remisije, naziva se minimalna rezidualna bolest (MRB; MRD —,minimal residual disease®).
Minimalna rezidualna bolest predstavlja veoma moéan prognosticki faktor koji moze da
ukaZe na ponovnu pojavu bolesti (relaps) i pre pojave klini¢kih simptoma (Szczepanski T,

1997).

Doktorska disertacija Bioloski fakultet, Univerzitet u Beogradu, 2010 1
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I-1.1. Uloga genetickih faktora u etiologiji leukemija

Proces maligne transformacije podrazumeva niz geneti¢kih i epigeneti¢kih promena koje
rezultiraju nastankom neoplasti¢nog klona. U sluéaju akutnih leukemija, sticanjem brojnih
genetickih promena normalna hematopoetska mati¢na celija biva transformisana u
leukemijsku matic¢nu celiju (LSC ili LMC) koja ima sposobnost klonske propagacije.
Leukemijske celije se karakteriSu zastojem u diferencijaciji, uve¢anom proliferacijom,

uvecanom sposobno3¢u samo-obnavljanja i smanjenom apoptozom (Warner JK, 2004).

lzu€avanjem geneticke osnove akutne mijeloidne leukemije (AML) i akutne limfoblastne
leukemije (ALL) zapaZeno je da su najée3¢e hromozomske aberacije u ovim leukemijama
translokacije. Do danas je klonirano preko 100 razli¢itih hromozomskih translokacija, a neke

od njih su prikazane u Tabelama 1. i 2. (Gilliland DG & Tallman MS, 2002).

Tabela 1. Translokacije detektovane u AML

GENETICKA PROMENA MOLEKULARNA PROMENA  |GENETICKA PROMENA MOLEKULARNA PROMENA
t(8;21)(q22;922) AML1-ETO t(11;19)(q23;p13) MLL-ENL
t(15;17)(q22;q921) PML-RARA t(6;9)(q23;q34) DEK-CAN
inv16/t(16;16)(p13;q22) CBFB-MYH II inv3/t(3;3)(q21;q26)  EVI-I

t(6;11)(p25;923) MLL-AF6 t(9;22)(q24;q11) BCR-ABL

t(9;11)(p22;923) MLL-AF9 t(3;21)(q26;q22) AML1-EVI-I/EAP/MDS |
t(10;11)(p12;q23) MLL-AF10 t(16;21)(p11;922) TLS/FUS-ERG

Doktorska disertacija Bioloski fakultet, Univerzitet u Beogradu, 2010 2
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Tabela 2. Translokacije detektovane u ALL
ITRANSLOKACIA MOLEKULARNA PROMENA |TRANSLOKACIJA m%L;'éL;L:RNA
prekursor-B-ALL T-ALL
t(12;21)(p13;922) TEL-AML t(1;14)(g32;911) TAL1
t(1;19)(q23;p13) E2A-PBX1 t(1;7)(932;935) TAL1
t(9;22)(q34;q11) BCR-ABL t(7;9)(q34;32) TAL2
t(4;11)(q21;923) MLL-AF4 t(7;19)(q34;p13) LYL1
11923 MLL-AF4 t(10;14)(q24;q11) HOX11
B-Celijske ALL t(7;10)(g35;24) HOX11
t(8;14)(q24;32) myc/IgH t(11;14)(p15;q11) LMO1
t(2;8)(q12;924) myc/IgL t(7;11)(q35;p13) LMO2
t(8;22)(q24;q11) IgK/myc t(11;14)(p13;q11) LMO2
t(1;7)(p34;934) LCK
t(7;9)(q34;q34) TAN1

I - 1.1.a) Geneticki faktori poremecaja diferencijacije

Veoma Cesto translokacije pogadaju gene koji kodiraju transkripcione faktore koji imaju

veoma vaznu ulogu u hematopoezi, tacnije omogucavaju nesmetanu diferencijaciju celija

hematopoeze. Promene u funkciji pojedinih transkripcionih faktora, izazvane prisustvom

translokacija, zaustavljaju celijsku diferencijaciju na nizem stadijumu sazrevanja. S obzirom

na visoku ucestalost translokacija kod obolelih, blokada diferencijacije predstavlja veoma

¢est mehanizam leukemogeneze.

Translokacije u AML i ALL najceS¢e pogadaju transkripcione faktore kao $to su; ,,core-binding

factor” (CBF) kompleks, receptor retinoi¢ne kiseline (RARa), MLL protein i HOX proteine. CBF

se sastoji iz dva proteina CBFB i AML-1 iima veliku ulogu u procesima rane hematopoeze.
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Prisustvo t(8;21) i inv16 izaziva poremecaj u funkciji AML1 proteina, &to dovodi do utiSavanja

ekspresije pojedinih gena koje se nalaze pod njegovom kontrolom.

Akutna promijelocitna leukemija (APL) je pravi primer zastoja u diferencijaciji. Naime,
t(15;17) koja je prisutna u oko 98% slucajeva APL, dovodi do stvaranja PML-RARa fuzionog
proteina, remeti funkciju RARa transkripcionog faktora i izaziva efikasnu blokadu

granulocitne diferencijacije na stadijumu promijelocita.

RearanZmani koji pogadaju MLL gen takode dovode do poremecaja funkcije ovog
transkripcionog faktora, izazivajuéi supresiju jedne grupe gena, a aktivaciju ekspresije HOX

transkripcionih faktora.

Geni za ,Homeobox” familiju transkripcionih faktora (HOX) su veoma &esto ukljueni u
translokacije nadene kod akutnih leukemija. Najées¢i fuzioni partner HOX gena je NUP98
gen na hromozomu 11q15. Calnovi HOX familije gena su podeljeni u 2 klase; klasa I i klasa II.
Kod sisara, 39 gena klase | je organizovano u 4 genska klastera (A-D), koji se nalaze na
hromozomima 7, 17, 12 i 2. Svaki klaster se sastoji od 9-11 gena organizovanih u 13
paralogih grupa (Argiropoulos B, 2007). Veéina HOX gena A, B i C klastera su eksprimirani u
toku hematopoeze, a najvisi nivo ekspresije je prisutan u mati¢nim celijama hematopoeze i
nezrelim progenitorima. Fuzijom NUP98 sa HOX genima nastaje aberantni transkripcioni
faktor &iji su ciljni geni nepoznati, ali je u in vivo i u in vitro uslovima pokazano da njegovo

prisustvo dovodi do poremecaja u procesima diferencijacije i proliferacije.
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Tabela 3. Geneticke promene u akutnim leukemijama koje su povezane sa poremecajem 3 najvaznija éelijska
procesa; diferencijacije, proliferacije i apoptoze.

GENETICKA PROMENA

e Aberantni transkripcioni faktori;
t(15;17), £(11;17), t(8;21), inv16, t(3;21), t(12,21), t(1;19)
e MLL fuzije
e HOX fuzije i povecana ekspresija
e Tackaste mutacije u genima za Pu.1, C/EBPa, AML1

DIFERENCUACUA

e Aktiviraju¢e mutacije u genima za; FLT3, RAS, C-KIT, C-FMS
o 1(9;22)
e povecdana ekspresija FLT3

PROLIFERACIJA

e povecana ekspresija BCL2

e NPM1 mutacije

APOPTOZA e inhibicija BAD proteina od strane aktiviranih receptor tirozin
kinaza

e p53 mutacije
p53 deregulacija od strane fuzionih proteina

e povecana ekspresija IAP

I - 1.1.b) Geneticki faktori poremecaja proliferacije

Blokada procesa diferencijacije je samo jedan od koraka ka razvitku kompletnog
leukemijskog fenotipa. Da bi maligno transformisan klon postao dominantan, mora
posedovati dodatnu selektivnu prednost u odnosu na normalne éelije ( ,,2 hit” hipoteza)
(Gilliland DG, 2002). Dominacija leukemijskog klona se postize povecanjem proliferacije i/ili

smanjenjem apoptoze.

Proliferativna prednost leukemijskog klona se najéesc¢e postize aktivacijom tirozin kinaznih

receptora (Tabela 3.).

Mutacije u genima za FLT3 i C-KIT koje su veoma ¢este kod obolelih od AML, dovode do
konstitutivne aktivacije ovih tirozin kinaznih receptora, povecavajuéi mitogeni potencijal
celije (Reilly JT, 2003). Do konstitutivne aktivacije FLT3 receptora moZe doéi i poveéanjem
njegove ekspresije, i ekspresije njegovog liganda (FL), autokrinim mehanizmom (Zheng R,

2004).
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Translokacija t(9;22) koja se javlja u 25-30% adultnih ALL pacijenata, 2-10% decije ALL, a u
pojedinim slucajevima je prisutna i u AML, takode dovodi do povecanja proliferacije. Ona
dovodi do stvaranja BCR-ABL fuzionog proteina, konstitutivno aktiviranog tirozin kinaznog
receptora, koji dovodi do ubrzane ¢elijske deobe i do ukidanja mehanizma DNK-popravke, te

na taj nacin izaziva poveéanje genomske nestabilnosti u celiji.

I - 1.1.c) Geneticki faktori poremecaja apoptoze

Sposobnost maligne celije da izbegne proces celijske smrti je kriticna za proces

leukemogeneze.

Konstitutivna aktiviranost receptora za tirozin kinaze ima dvostruku ulogu u procesu
leukemogeneze. Naime, pored povecanja proliferacije, oni deluju na izbegavanje apoptoze
tako Sto aktiviraju fosfatidil-inozitol kinazu 3 (PI3-kinaza), koja dalje deluje na poveéanje

ekspresije anti-apoptotskog BCL2 proteina i inhibira BAD pro-apoptotski protein.

U brojnim studijama pokazano je da pacijenti oboleli od akutne leukemije imaju poveéani
nivo ekspresije anti-apoptotskih molekula kao sto su BCL2, &lanovi IAP familije proteina, a u
nekim sluCajevima povecava se nivo ekspresije i proteina spoljadnjeg puta aktivacije
apoptoze kao 3to je FAS receptor i FADD. Nivo ekspresije ovih proteina kod obolelih veoma

varira, a znacaj i razlog za postojanje ove varijabilnosti jo$ uvek nije poznat.

Protein p53 predstavlja klju¢nu taku regulacije apoptoze. Mutacije u genu za p53 za
posledicu imaju poremecaj njegove funkcije i smanjenu osetljivost na apoptotske stimuluse.
Takode, neki hromozomski rearanZmani kao npr. t(8;21) i inv8, mogu delovati posredno na
P33, izazivajuci njegovu destabilizaciju. Na poremecaj funkcije p53 utitu i mutacije u NPM1

genu za nukleofozmin, ¢ija je jedna od osnovnih uloga stabilizacija p53 proteina.

Iz svega navedenog moZemo da zaklju¢imo da su akutne leukemije veoma heterogena
oboljenja, kao i da se ova heterogenost zasniva na razlicitim kombinacijama genetickih i
epigenetickih promena koje se de3avaju na molekularnom nivou. Takode je pokazano da se
leukemijske celije u procesu maligne transformacije ponasaju vrlo ,ekonomiéno” u smislu da

ne pokazuju sklonost ka potpunom ukidanju signalnih puteva koji normalno regulidu Celijske
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procese, vec vrie njihovu modulaciju, inkorporirajuéi leukemijske programe u ve¢ postojecu

osnovu.

lako su prema ,2 hit“ hipotezi (Gillland DG, 2002), za kompletnu ekspresiju leukemijskog
fenotipa potrebne barem 2 promene, veoma &esto jedna genetitka promena ima za
posledicu remecenje dva kljuéna Celijska procesa. Takode redosled de$avanja ovih promena
je joS uvek nepoznat. To sve zajedno u mnogome komplikuje izu¢avanje slozene
molekularne osnove leukemogeneze, kao i pronalazenje specifi¢nih terapeutika usmerenih
u pravcu prevazilaZenja blokade u klju¢nim ¢elijskim procesima i ponovnom uspostavljanju

celijske homeostaze.

1-2.FLT3

FLT3 (FMS-like tyrosine kinase 3) je transmembranski receptor za faktor rasta. Pripada
familiji klase Il tirozin kinaznih receptora, kojoj pripadaju i receptori za PDGF, FMS i KIT, i

ima veoma vaznu ulogu u hematopoezi (Rosnet O, 1991).

Gen za FLT3 je, skoro istovremeno, otkriven i kloniran od strane dve grupe nauénika (Rosnet
O, 1991; Mathews W, 1991). U humanom genomu on je lociran na hromozomu 13q12.
Sastoji se od 24 egzona i prostire se na 96 kb genomske DNK (Abu-Duhier F, 2001).
Transkript FLT3 gena se prevodi u protein od 993 aminokiselina, molekulske mase 150 kDa,
koji se eksprimira na povrsini elije u glikozilovanoj formi. Protein se sastoji iz vie domena;
ekstracelularnog domena (duZine 516 aminokiselina) koji se sastoji od 5 imunoglobulin-like
domena, transmembranskog domena (duZine 21 aminokiseline) i intracelularnog domena

(Slika 1.) (Rosnet O, 1991).
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Slika 1. Sematski prikaz strukture FLT3 proteina.

Intracelularni deo receptora se sastoji iz 4 domena; jukstamembranskog domena (duZine 46
aminokiselina), dva tirozin kinazna domena TK1 (duZine 103 aminokiseline) i TK2 (duZine

167 aminokiselina) koja su razdvojena interkinaznim domenom (duZine 72 aminokiseline).

Gen za FLT3 se eksprimira u svim limfo-hematopoeznim organima ¢oveka kao $to su jetra,
slezina, timus i placenta. U zdravoj kostanoj srZi, njegova ekspresija je prisutna kod
mijeloidnih i limfoidnih progenitora, ukljuéujuéi i CD34" éelije sa visokim nivoom ekspresije
CD117 (C-KIT) (Rosnet O, 1996). Tokom sazrevanja celija, njegovo prisustvo na membrani se
smanjuje, tako da zrele celije u perifernoj krvi ne eksprimiraju FLT3. Prisustvo FLT3 na
membrani oznacava stepen diferencijacije celije, stadijum sazrevanja i trenutak gubitka
sposobnosti samoobnavljanja. U mijeloidnoj liniji ekspresija FLT3 se brzo gubi u procesu
sazrevanja izuzev u dendriticnim celijama i ¢elijama monocitne loze, gde se zadrZava duze

tokom maturacije (Stirewalt D & Radich J, 2003).
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Ligand za FLT3 (FL) je transmembranski protein koji je eksprimiran u skoro svim tkivima,
ukljuCujuci i hematopoezne organe. Eksprimiran je na ¢elijama mikrosredine kostne sri,
njenim fibroblastima, na hematopoeznim éelijama mijeloidne, T i B limfoidne ¢elijske linije,
dostiZzudi najvisi nivo ekspresije na mononuklearnim ¢elijama periferne krvi (Stirewalt D &
Radich J, 2003). FL se moZe naéi i u solubilnoj formi kao homodimer. | solubilna i
transmembranska forma FL aktiviraju tirozin kinaznu aktivnost FLT3 receptora i stimulidu
rast progenitora koStane srZi. Funkciju aktivacije proliferacije FL ne obavlja sam, ve¢
sinergisticki deluje sa drugim faktorima rasta i interleukinima, izazivajuéi efikasnu ekspanziju

progenitora (Lyman SD, 1995).

FLT3 receptor je inaktivan kao monomer i zauzima konformaciju koja rezultira u inhibiciji
dimerizacije. Naime, jukstamembranski domen zauzima oblik zavojnice, izazivajudi distorziju
kinaznih domena, cine¢i ih ,nedostupnim“ za fosforilaciju (Gilliland G &Griffin J, 2002).
Nakon vezivanja liganda za receptor dolazi do brze promene konformacije receptora, do
stvaranja homodimera i fosforilacije tirozin kinaznih domena. Fosforilisani tirozini u tirozin
kinaznim domenima su mesta za koje se vezuju SH2 (sarkom homolog 2) domeni brojnih
adaptorskih molekula, preko kojih dolazi do aktivacije ,nizvodnih“ signalnih puteva.
Aktiviranjem FLT3 dolazi do aktivacije RAS i PI3K (fosfatidil inozitol 3-kinaza) signalnih

puteva, Sto dovodi do uvecane proliferacije i inhibicije apoptoze.

Aktivirana PI3K stimulie ,nizvodne” proteine kao 3to je PDK1 (fosfatidil inozitol zavisna
protein kinaza 1) i protein kinaza B (PKB/AKT) 3to dovodi do transkripcije i translacije
kljunih regulatornih gena. Na kraju dolazi do fosforilacije pro-apoptotskog BAD proteina
(€lana BCL2 familije proteina) i inhibicije apoptoze (Zhang S, 1999). Aktivacija RAS signalnog
puta dovodi do stimulacije ,,nizvodnih” efektora kao $to su RAF, MAPK/ERK i ERK kinaza. Oni
aktiviraju CREB protein $to na kraju vodi ka transkripciji gena koji u€estvuju u proliferaciji
(Srinivasa S & Doshi P, 2002). Aktivacija FLT3 receptora dovodi i do aktivacije JAK/STAT
signalnog puta, tacnije uzrokuje direktnu aktivaciju STAT5a transkripcionog faktora preko
JAK-nezavisnog mehanizma. To dovodi do povedane transkripcije gena vezanih za
proliferaciju, a takode sprecava povecanu ekspresiju gena koji indukuju apoptozu, kao npr.

BAX (,,BCL2-associated X protein”) (Zhang S, 2000; Lsovsky M, 1996).
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I-2.1. FLT3 u leukemijama

FLT3 je eksprimiran u razli¢itim tipovima leukemija, pa je tako uvecana ekspresija FLT3 na
nivou mRNK i proteina nadena u 70-100% AML i u 94% common-B-ALL . Eksprimiran je u

manjoj meri i u nekim oblicima T-ALL i u HML u blastnoj krizi (Carow CE, 1996).

Uvecana ekspresija mRNK za FLT3 povezana je sa konstitutivnom aktivacijom FLT3 i sa loSom
prognozom obolelih od AML (Ozeki K, 2004). Tendencija ka lo3oj prognozi kod AML
pacijenata sa visokom ekspresijom FLT3 je primecena i u drugim istraZivanjima
(Kuchenbauer F, 2005; Libura M, 2003). Medutim, u nekim studijama se naglasava da nivo
ekspresije FLT3 ima svoja ograni€enja u prognoziranju ishoda bolesti i prac¢enja MRB (Kainz
B, 2005). Sva ova istraZivanja, kao i istraZivanja sprovedena na AML sa trizomijom 13,
pokazala su da je prekomerna ekspresija FLT3 uvek povezana sa aktivacijom FLT3 (Silva FPG,

2007; Dicker F, 2007).
Do konstitutivne aktivacije FLT3 moZe do¢i delovanjem jo$ 2 mehanizma:

1. koekspresija FL, ¢ija autokrina i parakrina funkcija dovode do konstitutivne aktivacije
FLT3 (Zheng R, 2004)
2. postojanje mutacija u FLT3 genu, koje dovode do ligand-nezavisne aktivacije FLT3

(Nakao M, 1996).

| - 2.2. FLT3 mutacije

U akutnim leukemijama, najceSce prisutne mutacije FLT3 gena jesu; internal (unutra$nja)
tandem duplikacija jukstamembranskog domena (ITD) i tackasta mutacija kinaznog domena
(TKD). Obe mutacije promovidu ligand-nezavisnu konstitutivnu aktivaciju receptora, $to dalje

uzrokuje uvecanu proliferaciju éelije (Tse KF, 2000).
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FLT3/ITD mutacija je prvi put opisana od strane Nakao M i saradnika, 1996. godine (Nakao
M, 1996), nakon cega je usledilo objavljivanje veceg broja studija koje su se bavile
izuCavanjem frekvencije i znaCaja ove mutacije kod obolelih od leukemija (Kiyoi H, 1997;
Kiyoi H, 1998; Stirewalt D, 2001; Schnittger S, 2002). NajceSce FLT3/ITD mutacije zahvataju
egzon 14 ili 15, i nastaju kao posledica duplikacije dela jukstamembranske kodirajuce
sekvence. DuZina FLT3/ITD duplikacija moze varirati od 3 do >400 bp, pri ¢emu je uvek

oCuvan otvoreni okvir ¢itanja (Schnittger S, 2002).

FLT3/ITD mutacije su veoma &este u AML, i kod adultnih bolesnika dijagnostikuju se u oko
35% slu€ajeva, dok je kod pedijatrijskih pacijenata ova ucestalost nifa i kre¢e se oko 15%
(Meshinchi S, 2001). Niza uestalost ove mutacije u dece se objadnjava time da je ova
mutacija veoma retka kod obolelih ispod 10 godina. U dece mlade od 10 godina uéestalost
ove mutacije je niza od 5%, dok je kod starijih u¢estalost ove mutacije oko 24% (Liang DC,
2002). FLT3/ITD mutacija je prisutna u manje od 1% ALL, uglavnom su u pitanju bifenotipske
leukemije i leukemije sa MLL rearanimanom i hiperdiploidijom (Armstrong SA, 2004,

Stirewalt DL, 2003, Xu F, 1999).

FLT3/ITD mutacija je otkrivena u svim FAB podtipovima; najveéa ulestalost u M3, a
najmanja u M2 podtipu (Kiyoi H, 1997; Meshinchi S, 2001; Thiede C, 2002). Ona se esto

detektuje u paru sa t(15;17) i sa normalnim kariotipom.

Veoma Cesto je ova mutacija povezana sa velikim brojem leukocita, visokim procentom
blasta u kostanoj srzi i sa povecanim rizikom od relapsa bolesti (Small D, 2006; Stirewalt DL,
2003; Kottaridis PD, 2001). Smatra se da je prisustvo FLT3/ITD mutacija faktor lose prognoze
(Kiyoi H, 1997; Meshinchi S, 2001; Kottaridis PD, 2001). Medutim, jo$ uvek nije poznato da li
se lo$ ishod bolesti kod nosilaca ove mutacije moZe objasniti jednostavnim prisustvom
odnosno odsustvom mutacije, i da li moZda i drugi faktori mogu imati prognosticki znacaj.
Tako npr. ispitivanjem relativnog nivoa mutiranog /TD u odnosu na wt FLT3 (,FLT3 alelic-
ratio”), zapaZeno je da on mnogo varira, a u nekoliko studija pacijenti sa vis§im /TD/wt
odnosom imali su loSiju prognozu (Whitman SP, 2001; Thiede C, 2002). Neke od novijih
studija su pokazale da veli¢ina FLT3/ITD duplikacije moZe imati uticaja na prognozu

(Stirewalt DL, 2006; Ku3ec R, 2006; Ponziani V, 2006). Medutim, rezultati ovih studija su
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kontradiktorni. tj. u nekima je pokazano da pacijenti sa duzom FLT3//TD duplikacijom imaju
lo3iju prognozu, dok u drugim studijama nije primeéeno da duZina duplikacije ima uticaj na

prognozu i ishod bolesti.

Drugi tip FLT3 mutacije je ,missense” tackasta mutacija i egzonu 20 koji kodira tirozin-
kinazni domen FLT3 receptora. Najée$¢a zamena nukleotida se deSava u kodonu 835
(GAT->TAT), Sto dovodi do izmene amino-kiselinske sekvence (Asp->Tyr). FLT3/TKD mutacije
se javljaju u 5-10% AML pacijenata, 2-5% MDS pacijenata i kod 1-3% pacijenata obolelih od
ALL (Thiede C, 2002; Yamamoto Y, 2001; Abu-Duhier F, 2001). Zbog veoma niske uéestalosti
ove mutacije te3ko je doneti konacan zakljuéak o njenom uticaju na prognozu bolesti. U
najvecoj do sada objavljenoj studiji na 3082 AML pacijenata, pokazano je da FLT3/TKD

mutacije nemaju znacajan uticaj na prognozu bolesti (Bacher U, 2008).

I - 3. Nukleofozmin (NPM)

Nukleofozmin, poznat i kao B23, NO38 ili numatrin, je visoko konzervisan, nukleolarni
fosfoprotein, koji pripada nukleoplazmin/nukleofozminskoj familiji nuklearnih $aperona
(Eirin-Lopez JM, 2006). On je Siroko eksprimiran, multifunkcionalan protein sa znacajnom

ulogom u regulaciji rasta Celija i proliferaciji.

Gen za nukleofozmin (NPM1) se nalazi na hromozomu 5q35 i sastoji se od 12 egzona.
Primarni transkript podeleZe alternativnoj obradi, pa tako razlikujemo 2 izoforme; NPM1 ili
B23.1 izoformu, koja je dominantna i prisutna u svim tkivima i NPM2 ili B23.2 izoformu,
kojoj nedostaje egzon 10 i koja se eksprimira u veoma maloj koli¢ini (Chang JH, 1990). NPM1
forma je primarno lokalizovana u nukleolusu, dok je retka NPM2 forma smeétena u

nukleoplazmi.

Dominantan NPM protein je sastavljen od 294 amino-kiseline, dok kracoj formi nedostaje
poslednjih 35 aminokiselina C-terminalnog domena. U gradi NPM razlikujemo vide domena

koji su odgovorni za razli¢ite biohemijske funkcije ovog proteina (Slika 2.).
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Slika 2. Sematski prikaz funkcionalnih domena NPM proteina.

Polevsi od N-kraja, razlikujemo hidrofobne segmente koji su ukljuéeni u procese
oligomerizacije i Saperonsku funkciju, a zatim slede dva domena bogata kiselim amino-
kiselinama (kiseli domeni) koji su ukljueni u procese vezivanja NPM za histone. Centralni
deo molekula koji se nalazi izmedu dva kisela domena, je region koji ima ribonukleaznu
aktivnost, i zajedno sa C-terminalnim domenom odgovoran je za vezivanje nukleinskih
kiselina (Hingorani K, 2000). C-terminalni kraj se sastoji od regiona bogatog baznim amino-
kiselinama (bazni region i klaster bazni region), na koje se zatim nastavlja region bogat
aromati¢nim amino-kiselinama koji sadrZi 2 triptofana na pozicijama 288 i 290 i koji su
klju¢ni za nukleolusnu lokalizaciju proteina (NuLS) (Nishimura Y, 2002). Bipartitni nuklearni
lokalizacijski signal (NLS) i nuklearni eksportni signal (NES) motivi, igraju veliku ulogu u

nukleus-citoplazma transportu NPM proteina (Hingorani K, 2000; Yu Y, 2006).

lako je NPM protein lokalizovan primarno u nukleolusu, on se stalno kreée izmedu nukleusa
i citoplazme (Yun JP, 2003). Uz pomo¢ NLS signalnog motiva NPM iz citoplazme ulazi u
nukleoplazmu, odakle se prebacuje u nukleolus uz pomo¢ NulLS domena. NPM ostaje u
nukleolusu bez obzira na to $to sadrzi visoko konzervisane leucinom-bogate NES motive koji

pomazu njegov izlazak iz nukleolusa. U normalnim fizioloSkim uslovima nukleusni import wt
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NPM dominira nad eksportom, &ime se objadnjava njegova primarna lokalizacija u

nukleolusu.
NPM je multifunkcionalni protein;

1. NPM ima vainu ulogu u biogenezi ribozoma, podsti€uci éelijski rast i proliferaciju.
Naime, NPM ucestvuje u procesima sklapanja ribozoma. Obavljajuéi svoju funkciju u
nukleo-citoplazmatskom transportu, NPM spredava nagomilavanje proteina u
nukleolusu (Yu Y, 2006).

2. NPM ucestvuje u odrZavanju genomske stabilnosti celije, tako $to kontrolise
mehanizme za popravku DNK, kao i procese duplikacije centrozoma u toku mitoze
(Colombo E, 2005; Okuda M, 2002). U mirujué¢im celiama, NPM je povezan sa
nedupliciranim centrozomom, ali se nakon fosforilacije on odvaja od njega,
omogucavajuci pravilnu duplikaciju hromozoma. Nakon toga, NPM se opet vezuje za
centrozom u mitotickom vretenu (Okuda M, 2002). NPM na ovaj nacin $titi éeliju od
hiper-amplifikacije centrozoma i poveéanja genomske nestabilnosti, koja moze
dovesti do maligne transformacije.

3. NPM je ukljuen u apoptotski odgovor Celije na stres i onkogeni stimulus, tako $to
modulide aktivnost tumor-supresorskog proteina p53 (Ye K, 2005). Celijski stres
indukuje stimulus koji remeti integritet nukleolusa, pri ¢emu se NPM seli iz
nukleolusa i nukleoplazmu gde se vezuje za p53, povedavajuci njegovu stabilnost i
aktivirajuci ga, Sto na kraju dovodi do zaustavljanja ¢elijskog rasta.

4. NPM stabilizuje tumorsupresor ARF i odreduje njegovu subcelularnu lokalizaciju, te
na taj nacin doprinosi modulaciji signalnih puteva koji suprimiraju rast celije
(Grisendi S, 2006). ARF je smesten u nukleolusu gde sa NPM proteinom formira
molekulski kompleks. Preko ovog kompleksa ARF direktno uti¢e na procesovanje
rRNK, sprecavajuci eksport obradenih rRNK i inhibirajuci éelijski rast (Sugimoto M,
2003). Nakon onkogenog stresa NPM i ARF se preme3taju u nukleoplazmu, gde ARF
utice na p53 signalni put, Sto dovodi do blokade ¢elijskog ciklusa (Chen D, 2005).
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I - 3.1.NPM u leukemijama

NPM je direktno povezan sa pojavom maligniteta i progresijom tumora (Tsui KH, 2004). U
leukemijama svoju tumorogenu funkciju nukleofozmin ostvaruje tako $to NPM1 gen
ucestvuje u translokacijama koje vode do stvaranja onkogenog fuzionog proteina, ili su u

NPM1 genu prisutne mutacije koje remete osnovnu funkciju proteina (Falini B, 2002; Falini

B, 2005).

Translokacija t(5;17), pri cemi dolazi do formiranja novog fuzionog proteina NPM1-RARaq, je
veoma retka, primeéena je kod samo 3 slucaja pedijatrijske APL (Grimwade D, 2000).
Novonastali NPM1-RARa fuzioni protein izaziva promenu lokalizacije NPM i menja njegovu
funkciju. Takode, kao Sto je to sluéaj sa PML-RARa fuzionim proteinom, on izaziva

zaustavljanje mijeloidne diferencijacije u promijelocitnom stadijumu.

Transkolacija t(3;5)(q25;q35) se deSava u manje od 1% AML slu¢ajeva, pri ¢emi nastaje NPM-

MLF1 fuzioni protein koji izaziva citoplazmatsku lokalizaciju NPM (Yoneda Kato N, 1996).

Heterozigotne mutacije egzona 12 NPM1 gena koje pogadaju C-terminalni deo proteina su
specificne za AML, i nisu primeéene u drugim tipovima leukemija, ukljuéujuéi ALL i HML
(Falini B, 2005). Do sada je otkriveno oko 40 razli¢itih tipova mutacija, sa tackama prekida

izmedu pozicije 956 i 971(Slika 3.).

tip mutacije sekvenca protein
Wi CICTIG: i GCAGT...... GGAGGAAGTCTCTTAACAAAATAG DLW QV//RKSL (wt)
A CTCTGTCTG GCAGT...... GGAGGAAGTCTCTTAACAAAATAG DLCLAVEEVSLRK
B CTCTGCATGGCAGT...... GGAGGAAGTCTCTTAACAAAATA DLCMAVEEVSLRK
C CTCTGCGTGGCAGT...... GGAGGAAGTCTCTTAACAAAATAG DLCVAVEEVSLRK
D CTCTGCCTGGCAGT...... GGAGGAAGTCTCTTAACAAAATAG DLCLAVEEVSLRK
R 20 n o RABS GCAGTCTCTTGCCCAAGTCTCTTAACAAAATA DLW/QSLAQVSLRK
R o £ o L BRSRE GCAGTCCCTGGAGAAAGTCTCTTAACAAAATA DLWQSLEKVSLRK

Slika 3. NPM1 genske mutacije (tip A-F). Insertovani nukleotidi su obeleZeni ljubi¢astom bojom. Sve mutacije
pogadaju barem jedan triptofan (W) u NLS domenu proteina.
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Tacke prekida obuvataju jednostruke ili dvostruke tetranukleotidne insercije, delecije od 4 ili
5 bp u kombinaciji sa insercijom od 9 bp ili delecije od 9 bp u kombinaciji sa 14 bp
insercijom. Naj¢e3¢i tip mutacije, mutacija tipa A, je insercija TCTG nukleotida na poziciji
956-959, koja je prisutna u 75-80% slucajeva adultne AML. Mutacije tipa B i D se javljaju u
10%, odnosno 5% slucajeva, dok su ostale mutacije veoma retke. Bez obzira na tip, NPM1
mutacije su sve ,frame-shift” tipa, tj. pomeraju okvir &itanja u regionu koji kodira C-
terminalni deo NPM proteina, $to rezultira u zameni poslednjih 7 amino-kiselina, sa novim
11 odnosno 13 amino-kiselina. Mutacije za posledicu imaju poremec¢aj u nukleolusnom
lokalizacijskom signalu, ili u stvaranju leucinom-bogatog NES koji je odgovoran za aberantnu
citoplazmati¢nu lokalizaciju NPM. Smatra se da je prisustvo NPM1 mutacija primarni
dogadaj u procesu maligne transformacije i da je citoplazmati¢na lokalizacia NPM

mutiranog proteina kriticna u procesu leukomogeneze.

NPM1 mutacije su nadene iskljuivo u de novo AML sa udestalo$éu od oko 30%, ¢ime su ove
mutacije postale najéeS¢e geneticke promene nadene u ovom tipu leukemija. Prisustvo
NPM1 mutacija je vezano za starost pacijenata, pa je tako najveca udestalost mutacija
nadena medu starijim bolesnicima (Falini B, 2005; Verhaak RG, 2005). U sluéaju pedijatrijske
AML, ucestalost NPM1 mutacija je veoma niska (0-6,5%), $to govori u prilog tome da su
procesi patogeneze AML kod dece i kod odraslih potpuno razli¢iti (Shimada A, 2007;
Mullighan CG, 2007).

NPM1 mutacije su prisutne kod svih FAB kategorija (osim kod M3) i najveéa frekvencija
mutacija je zapazena kod M4 i M5 AML (Schnitger S, 2005; Dohner K, 2005). Prisustvo NPM1
mutacija je u zna¢ajnoj meri povezano sa nekoliko klinickih katakteristika pacijenata kao $to
su: inicijalno visok broj leukocita, visi procenat blasta u kostanoj srii, poveéanje broja
trombocita, Zenski pol i nepostojanje ili smanjenje ekspresije CD34 na blastima (Thiede C,
2006). Osim u retkim slu¢ajevima, NPM1 mutacije nisu prisutne kod AML pacijenata kod
kojih je pronadeno postojanje najces¢ih rekurentnih translokacija t(8;21), t(15;17) i inv16
(Suzuki T, 2005; Thiede C, 2006). Ove mutacije su takode retke kod pacijenata sa

kompleksnim kariotipom ili nekim drugim citogenetskim abnormalnostima (Thiede C, 2006).
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NPM1 mutacije su predominantno prisutne kod AML sa normalnim kariotipom (AML-NK),
tacnije 50% AML-NK pacijenata ima mutacije u NPM1 genu (Suzuki T, 2005). U okviru AML-
NK, NPM1 mutanti pokazuju osobeni ekspresioni profil (,,gene-expression profile” GEP), koji
se karakteride povecanom ekspresijom gena koji su ukljuéeni u odriavanje pluripotentog

stanja maticnih celija, kao Sto su geni HOX familije (HOXA, HOXB) (Verhaak RG, 2005; Alcalay
M, 2005).

Prisustvo NPM1 mutacija je u korelaciji sa prisustvom FLT3/ITD i FLT3/D835 mutacija
(Schnitger S, 2005; Boissel N, 2005; Thiede C, 2006; Falini B, 2005, Dohner K, 2005; Verhaak
RG, 2005). Njegova uloga kao faktora prognoze moze se posmatrati samo u svetlu odnosa sa
FLT3 mutacijama. Pa tako, u AML-NK grupi pacijenata (prema citogenetskoj klasifikaciji,
intermedijarna grupe rizika), NPM1*/ITD" pacijenti pokazuju bolji odgovor na indukcionu
terapiju i imaju duZe ukupno preZivljavanje od NPM1 pacijenata (Schnitger S, 2005; Thiede
C, 2006, Falini B, 2005, Dohner K, 2005; Verhaak RG, 2005).

NPM1 mutacije pokazuju relativnu stabilnost tokom trajanja bolesti (Chou WC, 2006;
Cazzaniga G, 2005). Gubitak mutacije prilikom relapsa bolesti je izuzetno redak, i povezan je
sa promenom tipa kariotipa obolelog, iz normalnog u abnormalni kariotip. Ba$ zbog ove
izuzetne stabilnosti, poslednjih godina se ubrzano radi na uvodenju standardizovane qPCR
(,quantitative PCR”; ,real-time PCR“) metodologije za pracenje minimalne rezidulane bolesti
(MRB) AML pacijenata koji su pozitivni za najée3¢e NPM1 mutacije (Papadaki C, 2008; Chou
WC, 2007; Gorello P, 2006).

I-4. Apoptoza

Apoptoza, odnosno programirana celijska smrt, je evolutivno visoko konzervisan fiziologki
proces Celijskog suicida, koji ima znadajnu ulogu u regulaciji brojnih fizioloskih i patoloskih
procesa (Hengartner MO, 2000). Apoptoza je naroito znalajna u odrzavanju homeostaze

brzo-obnavljajucih tkiva, kao $to su hematopoetsko i limfoidno tkivo.

Doktorska disertacija Bioloski fakultet, Univerzitet u Beogradu, 2010 17



Natasa Tosic Uvod

Osnovna odlika procesa apoptoze jeste aktivacija kaspaza, familije intracelularnih cisteinskih
proteaza. Ovi enzimi su u mirujucoj celiji prisutni u neaktivhom stanju kao zimogeni, a po
aktivaciji podlezu proteolit¢koj obradi i prelaze u aktivno stanje. Kaspaze se dele na
inicijatorske kaspaze (kaspaza-8, -2, -9 i -10) i efektorske kaspaze (kaspaza-3, -6 i -7). Kao $to
im samo ime govori, inicijatorske kaspaze ucestvuju u procesima inicijacije Celijske smrti
(nazivaju se jos i ,uzvodnim“ kaspazama), dok efektorske kaspaze uéestvuju u njenoj

egzekuciji (,,nizvodne” kaspaze) (Thornberry N, 1998).

Postoje dva puta aktivacije apoptoze; unutrasni i spoljasnji. Oba puta dovode do aktivacije
efektorskih kaspaza, ali su inicijatorske kaspaze koje uéestvuju u ova dva apoptotska puta

razlicite.

Spoljasni put aktivacije apoptoze zapocinje vezivanjem liganda za tzv. ,receptore smrti“ koji
se nalaze na povrsini ¢elije (Slika 4.). U ,,receptore smrti“ spadaju FAS, TNF-R (tumor necrosis
factor receptor) i TRAIL-R (TNF-related apoptosis ligand receptor). Vezivanjem
odgovarajuc¢ih liganda za njih dolazi do formiranja oligomernog DISC-a (death-induced
signaling complex). DISC aktivira kaspazu-8 i dalju kaskadu kaspaza koja na kraju dovodi do

celijske smrti.
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Slika 4. Sematski prikaz spoljasnjeg puta aktivacije apoptoze.
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Brojni, razliciti, stimulusi mogu dovesti do aktivacije unutrasnjeg apoptotskog puta (Slika 5.).
Tu spadaju o3tecenja DNK, nedostatak faktora rasta, indukcija onkogena i delovanje
razlicitih citotoksicnih lekova. Kao odgovor na ove stimuluse, brojni intermedijerni molekuli
(p53, c-myc itd.) aktiviraju mitohondrija-zavisan put apoptoze, $to na kraju dovodi do
promene permeabiliteta mitohondrijske membrane i otpustanja citohroma-c i drugih pro-
apoptotskih molekula, i do celijske smrti. Permeabilnost mitohondrijske membrane je

kontrolisana od strane pro- i anti-apoptotskih ¢lanova BCL2 familije proteina.
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Slika 5. Sematski prikaz unutrasnjeg puta aktivacije apoptoze.

Treba naglasiti da ova dva puta aktivacije celijske smrti nisu medusobno odvojena. U pitanju
je ,cross talk” koji postoji izmedu ova dva puta a osnovni molekul koji obavlja funkciju
povezivanja spoljadnjeg i unutradnjeg puta apoptoze je ,BH3-only” protein BID. BID je pro-
apoptotski protein koji biva aktiviran dejstvom kaspaze-8 (spoljadnji put). On inaktivira BCL2
i interaguje sa BAX u cilju povecanja permeabilnosti mitohondrijalne membrane i otpustanja

citohroma-c (Tang D, 2000).
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I-4.1. FAS receptor(FAS) i FAS ligand (FAS-L)

FAS receptor (FAS ili CD95 ili Apo-1) pripada superfamiliji TNF receptora, gde spadaju TNFR-1
i TRAIL receptori DR-4 i DR-5 (Nagata S, 1995). To je glikozilovani transmembranski protein
koji je normalno eksprimiran na Sirokom spektru celija, pre svega na aktiviranim T i B
limfocitima u perifernom krvotoku, éelijama timusa, jetre, jajnika, srca (Nagata S, 1995;

Cheng J, 1994).

FAS gen je lociran na hromozomu 10q24.1, duZine oko 12 kb, sastoji se od 9 egzona
(Takayama H, 2001). Gen kodira protein molekulske mase 45 kDa, koji se sastoji od 325
amino kiseline (Rossi D, 2003). U gradi proteina se razlikuju: ekstracelularni region koji sadrzi
Cys-bogate domene i koji ima ulogu u interakciji sa FAS ligandom (FAS-L), transmembranski,
hidrofobni, domen i intracelularni domen tzv. smrtonosni, ,death”, domen, neophodan za

trimerizaciju receptora i transdukciju apoptotskog signala.

FAS ligand (FAS-L) pripada TNF familiji liganda i pokazuje visok stepen homologije u gradi
ekstracelularnog domena, sa ostalim ¢lanovima familije kao $to su TNF, limfotoksin i drugi.
Kao i FAS, i FAS-L je eksprimiran u glikozilovanoj formi na povrsini éelija, ali je njegova
ekspresija u normalnim uslovima veoma ograni¢ena. Eksprimiran je iskljuivo na povrsini
aktiviranih T limfocita u perifernoj krvi, na povrsini citotoksiénih T limfocita, NK éelija, na
Celijama testisa i oka. Gen za FAS-L se nalazi na hromozomu 1q23, duZine je oko 8 kb, i

sastavljen je od 5 egzona koje kodiraju protein od 281 amino-kiseline (Nagata S, 1995).

Vezivanjem liganda za ekstracelijski deo receptora bogat cisteinom, dolazi do trimerizacije
FAS receptora i aktivacije citoplazmatskog dela receptora (,,death domain“- DD). Adaptorski
proteini kao &to je FADD (,FAS associated death domain®), sopstvenim DD interagije sa DD
aktiviranog receptora, i aktivira svoj efektorski domen smrti, DED (,death efector domain®).
DED domen FADD proteina se vezuje za prokaspazu-8 i formira signalni kompleks indukovan
smrtnim signalom (,death inducing signalling complex“-DISC). Prokaspaza-8 se auto-
proteoliticki aktivira i prelazi u aktivnhu formu enzima kapaza-8, koja dalje aktivira kaspaznu

kaskadu i dovodi do ¢elijske smrti.
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FAS/FAS-L indukovana apoptoza je naroéito znacajna za normalno funkcionisanje imunog
sistema. Neophodna je za normalno funkcionisanje citotoksi¢nih T limfocita, za uklanjanje
aktiviranih T i B limfocita nakon ostvarenog imunog odgovora, za uklanjanje autoreaktivnih T
limfocita itd. Gubitak funkcije kao i poveéana aktivnost FAS/FAS-L sistema dovode do pojave

raznih oboljenja, kao $to su tumori, autoimuni i imunodeficijentni poremedaji.

| - 4.2. BCL2 familija proteina

Do danas je u ¢elijama sisara nadeno oko 20 ¢lanova BCL2 familije proteina, i svi oni imaju

ulogu u regulaciji apoptoze.

BCL2 familija proteina je podeljena u 3 subfamilije;
1. Anti-apoptotska familija, Ciji ¢lanovi pokazuju visoku strukturnu i funkcionalnu
homologiju sa BCL2 proteinom. Pored BCL2 tu spadaju spadaju BCL-XL i MCL-1.
2. Pro-apoptotska familija gde pored BAX spada i BAK protein, i
3. ,BH3-only” familija u koju spadaju HRK, BIM, BAD i BID i koji takode imaju pro-

apoptotska svojstva.

Clanovi BCL2 familije imaju izmedu 1- 4 konzervisana homologa domena nazvana BCL2-
homologi domeni (BH domeni). Ovi domeni imaju znadajnu ulogu u heterodimerizaciji
izmedu c¢lanova familije do koje dolazi u procesima apoptoze. Takode, nekoliko &lanova ove
familije poseduje i hidrofobni karboksi-terminalni transmembranski region (TM domen), koji
je neophodan za vezivanje ovih proteina za membrane mitohondrija, endoplazmati¢nog

retikuluma i nukleusa (Adams JM & Cory S, 1998).

Proteini anti-apoptotske familije pokazuju visi nivo strukturne konzervisanosti, sadrze 3 ili 4
BH domena, i smeSteni su na citoplazmatskoj strani mitohondrijalne membrane. Pro-
apoptotski ¢lanovi familije su manje konzervisani i obi¢cno nemaju BH4 amino-terminalni
donmen. Oni su kod zdrave celije smesSteni u citosolu i na citoskeletu. Svi ¢lanovi BCL2
familije imaju BH3 domen, $to govori u prilog tome da on igra glavhu ulogu u

heterodimerizaciji i u promociji apoptoze (Adams JM & Cory S, 1998). Ova pretpostavka je
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potvrdena pronalaskom cele subfamilije pro-apoptotskih proteina koji sadie samo BH3

domen (,,BH3- only“) (Slika 6.).

Balans izmedu nivoa ekspresije i intracelularne lokalizacije pro- i anti-apoptotskih proteina
odreduje da li ¢e Celija uci u apoptozu ili ¢e biti rezistentna na apoptotski stimulus. Posebno
se naglasava da je stroga podela na pro- i anti-apoptotske funkcije pripadnika ove familije
proteina upro3éena slika ,pravog” stanja u cCeliji, u kojoj moZe do¢i do kompleksnih promena
u apoptotskom putu. Pa tako npr. BCL2, anti-apoptotski protein, pod proteolitickim
dejstvom kaspaze-3 moZe postati pro-apoptotski orijentisan; BAX moZe mutirati i kao

posledica toga mozZe izgubiti svoju pro-apoptotsku ulogu (Meijerink JPP, 1998).

A
B s
- Bcl-x
B v
B P T AR
B3 BH2 BA1 [ 8ok
C
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BH3. a Bim
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Slika 6. Sematski prikaz BH domena u; A) anti-apoptotskim ¢lanovima BCL2 familije, B) pro-apoptotskim

¢lanovima i C) ,,BH3-only” familiji proteina

I-4.2.0) BCL2

BCL2 gen je prvi put identifikovan kao protoonkogen u okviru hromozomske transkolacije
t(14;18) u celijama humanog B-Celijskog limfoma (Tsujimoto Y & Croce CM, 1986).
Lokalizovan je na hromozomu 18q21.3, i kao rezultat alternativnog splajsinga kodira dva
proteina (26 kDa i 22 kDa). Manja forma BCL2-B, koja nema karboksi-terminalan domen,
predstavlja solubilnu formu BCL2 (Tanaka S, 1993). Za BCL2-B nije pokazano da deluje bilo

anti-ili pro-apoptotski (Nguyen M, 1994).
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BCL2-a protein se sastoji od 239 amino-kiselina, ima sva 4 BH domena i hidrofobni karboksi-
terminalni domen koji mu omogudava lokalizaciju na citosolnoj strani mitohondrijalne
membrane. Svoju funkciju obavlja formiranjem homodimera ili heterodimera sa pro-
apoptotskim ¢lanovima BCL2 familije.

U fetalnim tkivima BCL2 protein je Siroko eksprimiran, dok je kod adulta njegova ekspresija

ograniena na visoko proliferiSuca tkiva i tkiva u kojima se odigrava diferencijacija ¢elija.

I-4.2.b) BAX

BAX gen je mapiran na hromozomu 19q13.3-q13.4. Sastoji se od 6 egzona koji kodiraju
protein od 24 kDa, nazvan BAX-a. Pored ove forme detektovano je jos 4 forme BAX, koje se
javljaju kao posledica alternativnog splajsinga; BAX-B, BAX-y, BAX-§, i BAX-w. Taéna funkcija

alternativnih formi nije poznata (Zzhou M, 1998).

BAX protein pokazuje visoku homologiju sa BCL2, sadrzi BH1, BH2 i BH3 domene koji mu
omogucavaju da heterodimerizuje sa drugim &lanovima BCL2 familije i tako obavlja svoju

pro-apoptotsku funkciju.
I-4.2.c) BCL2L12

BCL2L12 je nov ¢lan BCL2 familije proteina, identifikovan od strane Scorilas A i saradnika
2001. godine. Gen za BCL2L12 se nalazi na hromozomu 19q13.3-13.4 i zauzima 8,8 kb
genomske DNK. Postoje dve osnovne varijante BCL2L12 mRNK, nastale kao posledica
alternativne obrade primarnog transripta; , full-lenght“ klasi¢na forma, kodirana od strane 7
egzona, i krac¢a forma kojoj nedostaje egzon 3 (BCL2L12-A). Obe varijante su eksprimirane u
skoro svim Humanim tkivima, ukljucujudi limfoidna i hematopoetska tkiva (Scorilas A, 2001).
Klasi€na BCL2L12 mRNK forma kodira protein duZine 334 amino-kiseline, molekulske mase
36,8 kDa. Kra¢a mRNK varijanta kodira protein od 176 amino-kiseline.

BCL2L12 protein se sastoji iz C-terminalnog BH2 domena (14 amono-kiselina), prolinom-

bogatog domena i 6 ponovaka sa PXXP motivom (Slika 7.).
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~ Bel2L12 structure
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Slika 7. Struktura BCL2L12 proteina

Filogenetske analize su pokazale nepostojanje veze sa drugim BCL2 proteinima koji imaju

BH2 domen, 3to govori o strukturnoj specificnosti ovog proteina (Stegh AH, 2007).

Tacna uloga BCL2L12 u procesu apoptoze jos uvek nije precizno definisana, a najnovija
istrazivanja sprovedena na celijama glioblastoma govore u prilog njegove anti-apoptotske

funkcije (Stegh AH, 2007; Stegh AH, 2008).

I - 4.3. Poremecaj apoptoze u leukemijama

Promene u procesu apoptoze remete fini balans koji postoji izmedu proliferacije,
preZivljavanja ¢elija i celijske smrti, i na taj nacin igraju veliku ulogu u razvoju leukemija i
drugih kancera. Takode, poremecaji u ekspresiji proteina ukljuenih u proces apoptoze su
odgovorni za pojavu rezistencije na hemoterapiju. Moderni lekovi koji se danas primenjuju u
hemoterapiji , koriste” unutrasnji put aktivacije apoptoze kao glavni mehanizam delovanja,
tj. izazivanja smrti malignih celija. Svaki poremecaj u tom putu apoptoze, narolito u
ekspresiji BCL2 familije proteina, ima za posledicu rezistenciju na hemoterapiju i relaps

bolesti.

Poznato je da leukemije predstavljaju viSestepeni proces u kome dolazi do nagomilavanja
genetickih promena u hematopoetskoj celiji, sto na kraju dovodi do njene maligne
transformacije i klonalne ekspanzije. Ovo znaci da ce u vecini slucajeva leukemijska ¢elija biti
okarakterisana sa viSe genetickih promena koje deluju sinergisticki u pravcu ekspresije
celokupnog leukemijskog fenotipa. Ova pretpostavka je i osnova za tzv. ,2 hit“ hipotezu

etiologije leukemija (Gilliland DG, 2002).
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U slu€aju poremecaja u apoptozi primeéeno je da mnoge geneti¢ke promene koje indukuju
poremecaje u drugim vaznim celijskim procesima, posredno ili neposredno imaju uticaja i na
apoptozu. U oko 50-55% AML primeceno je prisustvo specifiénih balansiranih hromozomskih
aberacija koje za posledicu imaju formiranje fuzionih gena. Ekspresija ovih fuzionih proteina
ima za posledicu uglavnom poremecene procese proliferacije i éelijskog ciklusa (Fhroling S,

2005).

PML/RARa je fuzioni protein koji je eksprimiran u skoro svim slu¢ajevima APL i njegova
osnovna uloga u procesu leukemogeneze jeste inhibicija diferencijacije mijeloidnih
progenitora (Grignani F, 1993). Medutim, ovaj fuzioni protein ima ulogu i u spre€avanju
porcesa apoptoze, a tu ulogu vrsi tako Sto remeti funkciju PML. Naime, u normalnoj celiji
PML ima funkciju pozitivhog regulatora p53-zavisnog i p53-nezavisnog puta apoptoze (Guo
A, 2000). On fizi€ki interaguje sa p53 izaziva njegovu acetilaciju $to dovodi do indukcije gena
za BAX i dovodi do apoptoze. U slucaju p53-nezavisnog puta, PML kontroliSe FAS-
indukovanu apoptozu (Zhong S, 2000).

CBFB/SMMHC fuzioni protein koji se javlja kao posledica inv16, takode svoju ulogu u
apoptozi obavlja preko p53 puta (Britos-Bary M, 1998), dok AML1/ETO fuzioni protein
(t(8;21)) deluje tako Sto se vezuje za promotor BCL2 i povecava ekspresiju ovog anti-

apoptotskog gena (Klampfer L, 1996).

Jo$ jedan fuzioni protein svoju anti-apoptotsku ulogu vrsi tako 3to izaziva povedanu
ekspresiju antiapoptotskih gena. To je BCR/ABL onkogen karakteristican za HML i ALL
(pedijatrijsku i adultnu), za koga je nadeno da konstitutivnho aktivira STAT-ove, koji se

direktno vezuju za promotor BCL-XL gena (Neiborowska-Skorska M, 1999).

Na proces apoptoze utiu i brojne mutacije u genima nadene kod obolelih od akutnih
leukemija. Jedna od njih je i mutacija u genu za nukleofozmin koja se u visokom procentu
javlja kod AML pacijenata, narocito kod onih kod kojih nisu detektovane hromozomske

translokacije. Ove mutacije koje pogadaju karboksi-terminalni domen nukleofozmina
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remete njegovu funkciju u p53 putu apoptoze i Stite ¢eliju od programirane smrti (Lambert B

& Buckle M, 2006).

Mutacije u genima za receptore tirozin kinaza su takode veoma &este u AML. Najcescée su
mutacije u genu za FLT3 (FLT3/ITD i FLT3/D835 mutacije). Takode, primecena je i uvecana
ekspresija FLT3 gena u skoro svim AML. | uveéana ekspresija i postojanje mutacija u FLT3
genu dovode do konstitutivne aktivacije FLT3 receptora $to uzrokuje direktnu aktivaciju

STAT5a, i dalje dovodi do BCL-XL hiperekspresije i inhibicije BAX (Minami Y, 2003; Lsovsky M,
1996).

I - 4.3.a) Poremecaji FAS/FAS-L sistema

FAS/FAS-L sistem je veoma vazan put aktivacije apoptoze i njegovi poremedaji predstavljaju
jedan od uzroka pojave i razvitka leukemija. U vecini slu¢ajeva in vivo, leukemicne ¢elije su
rezistentne na FAS/FAS-L indukovanu apoptozu. Ova rezistencija je osnovni mehanizam
pomocu koga leukemicne celije izbegavaju imuni odgovor, i jedan od osnovnih mehanizama
rezistencije na odredene hemoterapeutike.

Do poremecaja FAS/FAS-L sistema moze dodi iz viSe razloga;

1. Mutacije u FAS genu. NajceSée supstitucione zamene ,missense” tipa ili manje

delecije u regionu koji kodira DD domen FAS receptora nadene su u malom procentu
kod decije T-ALL (Beltinger C, 1998), kod pacijenata sa adultnom T celijskom
leukemijom (ATL) (Tamiya K, 1998), ali nisu pronadene kod pedijatrijske B-ALL
(Beltinger C, 1998a) niti u slu¢ajevima obolelih od AML (Rozenfeld-Garnot G, 2001).

2. Alteranativna obrada primarnog transkripta FAS gena. Transkripcijom FAS gena

dobijaju se 2 osnovna tipa mRNK transktipta;
a) ,full-lenght” FAS mRNK Cijom translacijom nastaje membranski vezani protein i
b) kraci transkript kome nedostaje egzon 6, nazvan sFAS, Cijom translacijom nastaje

krac¢a forme FAS proteina koja je solubilna.
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Smatra se da ova solubilna forma proteina mozZe delovati anti-apoptotski, tako $to
predstavlja ,mamac” za vezivanje FAS-L. Brojne varijante alternativno obradenog
transkripta su nadene ne samo kod obolelih ve¢ i kod zdravih individua (Liu C, 1995).
U normalnim ¢elijama mFAS forma je uvek malo dominantnija. Medutim, pomeranje
ovog odnosa u pravcu dominacije sFAS forme moZe imati anti-apoptotski efekat

(Inaba H, 1999; Kamihira S, 1999; Liu JH, 2002).

3. Promene u ekspresiji FAS i FAS-L. Aberantna ekspresija FAS je zapaZena kod solidnih
tumora kao i kod hematopoetskih neoplazmi i primeéeno je da je smanjene
ekspresije FAS povezano sa progresijom bolesti (Galle PR, 1995; Kamihira S, 1997).
FAS ekspresija u akutnim leukemijama je veoma heterogena. Ekspresija je smanjena
kod ALL pacijenata. Veoma Sirok opseg ekspresije je naden kod AML pacijenata, a
kod pacijenata obolelih od retke bilinijske leukemije, FAS ekspresija nije primecena
(Li Q, 2000; Wood CM, 2003; Wuchter C, 2000; Suminoe A, 2004). FAS ekspresija je
povezana sa stadijumom diferencijacije celija mijeloidne loze, gde se najnizi stepen
ekspresije srece kod CD34" nezrelih progenitorskih éelija (Wuchter C, 2000; lijima N,
1997). U nekim studijama nadena je korelacija izmedu ekspresije FAS i odgovora na
indukcionu terapiju, tj. postizanja kompletne remisije, ali u veéini sluajeva nivo
ekspresije FAS se nije pokazao kao znacajan i nezavisan faktor prognoze (lijima N,
1997; Min YH, 1996; Wuchter C, 2000).

Teorijski gledano, smanjena ekspresija FAS ,stiti“ leukemijsku celiju od FAS-
indukovane apoptoze. Medutim, situacija je nesto komplikovanija in vivo, jer je
primeceno je da neke leukemijske celije pokazuju rezistenciju na FAS-indukovanu
apoptozu, bez obzira na znacajnu ekspresiju FAS (Beltinger C, 1998a; Karawajew L,

1997).

FAS-L je konstitutivno eksprimiran na leukemijskim Celijama i njegova ekspresija je
najvida kod CD34" nezrelih progenitorskih éelija. Povecdanje ekspresije FAS-L je
povezano sa agresivnijim tipovima leukemija. Kako se pretpostavlja, razlog za to je
indukcija FAS-indukovane apotoze u aktiviranim T limfocitima od strane malignih
¢elija, koje na svojoj povrsini eksprimiraju visok nivo FAS-L. Na taj nadin maligne

¢elije suprimiraju anti-tumorski odgovor (Lickliter JD, 1999). Za ovaj sistem
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izbegavanja anti-tumorskog imunog odgovora je pokazano da funkcionise kod
solidnih tumora, ali ne i kod leukemija (Reichmann E, 2002). Naime, u sluéaju
leukemija je pokazano da FAS-L -eksprimirajuée celije u mnogim slucajevima nisu
sposobne da izazovu FAS-indukovanu apoptozu kod limfocita koji eksprimiraju

funkcionalni FAS (Buzyn A, 1999).

Pretpostavlja se da je gubitak funkcije FAS/FAS-L sistema koji postoji kod akutnih leukemija
posledica neadekvatnog sprovodenja signala du? FAS puta apoptoze, ili jednostavno, na

finalnu sudbinu celije vedi uticaj imaju élanovi BCL2 familije proteina.

I - 4.3.b) Poremecaji BCL2 familije proteina

In vitro studije su pokazale da BCL2 familija proteina predstavlja kriticne regulatore
apoptoze u leukemijskim celijama. U eksperimentima transfekcije, uveéana ekspresija BCL2 i
njegovog homologa BCL-XL dovodi do kompletne inhibicije apoptoze i do rezistencije na
Citav niz hemoterapeutskih lekova (Miyashita T, 1993). Isto tako, smanjenje ekspresije BCL2,
kao i uvecanje pro-apoptotskih proteina kao 3to su BCL-XS i BAX, ¢ini da celije ponovo

postanu hemosenzitivne, tj. dolazi do smrti Celije (Kitada S, 1994; Sumantran VN, 1995).

U brojnim in vivo studijama pracen je nivo ekspresije BCL2 familije (na proteinskom i na
nivou mRNK) kod pacijenata obolelih od AML i ALL. Pokazana je izuzetna heterogenost u
nivou ekspresije. U skoro svim studijama nadena je povecana ekspresija BCL2 u poredenju
sa normalnim, zdravim ispitanicima (Coustan-Smith E, 1996; Karakas T, 1998; Andreeff M,
1999), dok je u nekim studijama naden povisen nivo i BAX (Ong YL, 2000; Kohler T, 2002).
Opseg ekspresije ovih proteina je bio veliki i zalazio je u opseg ekspresije zdravih uzoraka.
Pretpostavlja se da je izuzetno Sirok opseg ekspresije BCL2 familije proteina, prvenstveno
BCL2 i BAX, posledica razlicitog nivoa njihove ekspresije u razliéitim stadijumima
diferencijacije mijeloidne, odnosno limfoidne loze. Pokazano je da CD34" nezrele
hematopoetske celije u AML imaju uvecanu ekspresiju BCL2, BCL-XL i niZu ekspresiju BAX

(van Stijn A, 2003; Andreeff M, 1999). Situacija je ista i kod ALL, taénije pedijatrijske ALL, gde
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je pokazano da najprimitivniji T i B limfoidni prekursori poveéano ekprimiraju BCL-XL i BCL2

(Salomons GS, 1997).

Zbog heterogenosti rezultata u nivou ekspresije BCL2 i BAX, nauénici su se okrenuli
izuavanju BCL2/BAX kvantitativnog odnosa. Poznato je da su BCL2 i BAX sposobni da
stvaraju homo- i hetero-dimere i da na taj nacin vrSe modulaciju apoptotskog procesa, pa se
pretpostavlja da odnos BCL2/BAX moZe odrediti u kom smeru ée éelija odreagovati na
apoptotski stimulus (Oltvai ZN, 1993). U leukemijama je odnos BCL2/BAX uglavnom
povecan, ali i on pokazuje velike varijacije izmedu pacijenata (Ong YL, 2000; Kohler T, 2002;

Andreeff M, 1999).

Ispitivanjem nivoa ekspresije BCL2, BAX i odnosa BCL2/BAX na velikom broju pacijenata
obolelim od akutnih leukemija pokazano je da oni predstavljaju znacajne parametre
prognoze i predikcije prezivljavanja. Pa tako, povecana ekspresija BCL2 je povezana sa
niskom stopom kompletne remisije bolesti (Banker De, 1998), dok je njegova sniZena
ekspresija vezana za pacijente sa povoljnim kariotipom (DelPoeta G, 2003). Stavise, poveéani

BCL2/BAX odnos predvida los ishod bolesti (Venditti A, 2004).

Medutim, postoje i studije koje govore suprotno ili u kojima nije pokazana nikakva veza
izmedu prognoze/ishoda bolesti i ekspresije ovih ¢lanova BCL2 familije. Campos L i saradnici
nisu potvrdili postojanje nikakve veze izmedu prognoze bolesti i ekspresije BCL2, dok su
Coustan-Smith E i saradnici, utvrdili postojanje korelacije povecane ekspresije BCL2 i
poveéane stope preZivljavanja ALL pacijenata (Campos |, 1996; Coustan-Smith E, 1996). U
velikoj studiji koja je obuhvatila 165 de novo AML pacijenata izostala je korelacija izmedu
ekspresije BAX i odgovora na terapiju i prezivljavanja, a u drugoj studiji je visok nivo BAX

ekspresije jasno povezan sa povecanim prezivljavanjem (Cornblau SM, 2000; Ong YL, 2000).

Bez obzira na sve kontraverzne podatke o ekspresiji proteina BCL2 familije, rezistencija na
apoptozu odnosno hemorezistencija je obelezje akutnih leukemija, narolito u slucaju

relapsa bolesti. S tim u vezi, krenulo se u primenu novih terapeutika tzv. ,antisense-BCL2"“
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oligonukleotida koji izazivaju apoptozu u BCL2 eksprimirajué¢im leukemijskim ¢elijama. Do

sada se doslo do faze Il klinickog ispitivanja i rezultati su vi$e nego zadovoljavajuéi (Marcucci

G, 2005).
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II - CIL] ISTRAZIVANJA

Proces leukemogeneze je kompleksan i zasniva se na postojanju poremecaja u nekom od
kljuénih ¢elijskih procesa kao %to su diferencijacija, proliferacija i apoptoza. Takode,
leukemogeneza je viSestepeni proces u kome postepeno dolazi do akumulacije genetickih i

epigenetickih promena koje na kraju dovode do ekspresije kompletnog leukemijskog

fenotipa.

Prema danas opSte prihvacenoj ,2 hit“ hipotezi, za pojavu leukemije, potrebne su bar 2
geneticke promene, koje svaka za sebe mogu ,pogadati“ odvojene celijske procese, ali
veoma Cesto jedna geneti¢ka promena ima za posledicu remecdenje dva kljuéna celijska

procesa. Jo3 je CeS¢e njihovo sinergistitko delovanje u sloZenim procesima maligne

transformacije.

Cilj naSeg istraZivanja je pracenje geneti¢kih markera proliferacije, diferencijacije i apoptoze

kod obolelih od akutne leukemije. IstraZivanja ¢e obuhvatiti:

e utvrdivanje ucestalosti hromozomskih aberacija karakteristicnih za akutne mijeloidne
leukemije (AML) i akutne limfoblastne leukemije (ALL), kao i detekciju novih, retkih,
aberacija koje imaju ulogu u procesima maligne transformacije

e utvrdivanje ucestalosti najzastupljenijih genetickih mutacija u genu za FLT3 i NPM1,
uticaja koje njihovo prisustvo ima na prognozu i prezivljavanje obolelih, kao i njihovu
medusobna povezanost u procesima leukemogeneze

e analizu ekspresije gena vezanih za procese apoptoze i proliferacije, i to:

1. ekspresija FLT3 gena koji ima znacajnu ulogu u procesima proliferacije , kao i
potencijalni znacaj koji moZe imati kao marker za pracenje minimalne
rezidualne bolesti

2. ekspresija gena za FAS i FAS-L kao osnovnih cinilaca spoljasnjeg puta

aktivacije apoptoze
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3. ekspresija gena BCL2 familije kao osnovnih ¢inilaca unutrasnjeg puta
aktivacije apoptoze: praéenje ekspresije klasiénog anti-apoptotskog BCL2
gena i pro-apototskog BAX gena, kao i njihov medusobni odnos, i pracenje
ekspresije novog ¢lana BCL2 familije, BCL2L12 gena, u cilju utvrdivanja

znacaja koji ima u prognozi i preZivljavanju obolelih od akutne leukemije.

Sagledavanje medusobnih interakcija koje ove genetitke promene ostvaruju, treba da
dovede do novih saznanja o njihovom sinergisti¢ckom delovanju u kompleksnom procesu
leukemogeneze i do rasvetljavanja njene molekularne osnove. Takode, ova istraZivanja bi
mogla da dovedu do saznanja o novim molekularnim markerima znaéajnim za dijagnostiku,

tok, prognozu i lecenje leukemija.
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III - MATERIJAL I METODE

III - 1. Ispitanici

U ovu studiju ulju€eni su pacijenti oboleli od AML i ALL, dijagnostikovani na Institutu za
hematologiju, Klinitckog Centra Srbije, odnosno u Univerzitetskoj de¢joj klinici u Beogradu.
Dijagnoza je postavliena na osnovu standardnih citomorfoloskih, citohemijskih,
citogenetskih i imunofenotipskih kriterijuma. SveZi uzorci periferne krvi odnosno aspirata

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

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

pocetni broj leukocita, vedi procenat blasta u krvi i kostanoj srizi.

Imunofenotipizacijom, tehnikom protoc¢ne citofluorimetrije, omogucena je precizna podela
leukemija na mijeloidne i limfoblasnte, kao i detekcija retke bifenotipske leukemije sa

prisustvom ekspresije markera mijeloidne i limfoblastne loze.

Pacijenti su klasifikovani u podgrupe prema FAB klasifikaciji. FAB (French-American-British)
grupa je 1976. godine objavila FAB klasifikaciju leukemija koja je napravljena na osnovu
morfoloskih i citohemijskih osobina leukemijskih ¢elija (Bennet JM, 1976; Bennet JM, 1985).
Na osnovu FAB klasifikacije AML je podeljena na 7 pdgrupa (Tabela 4.), dok su ALL na osnovu

morfologije limfoblasta podeljene na 3 podgrupe (L1, L2 i veoma retku L3).

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

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

1. Povoljnu —1t(15;17), t(8;21), inv(16)
2. Nepovoljnu —(-5), (-7), del(5q), kompleskan kariotip
3. Intermedijernu —normalan kariotip, +8, +21, del(7q) itd.
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Tabela 4. FAB klasifikacija AML

klasifikacija | podtip AML

MO Akutna mujeloblastna, minimalno diferentovana
M1 Akutna mijeloblastna bez sazrevanja

M2 Akutna mijeloblasnta sa sazrevanjem

M3 Akutna promijelocitna, hipergranulirana
M3v Akutna promijelocitna, mikrogranulirana
M4 Akutna mijelomonocitna leukemija

M4eo Akutna mijelomonocitna sa eozinofilijom
M5a Akutna monoblastna, slabo diferentovana
M5b Akutna monocitna, diferentovana

M6 Akutna eritroleukemija

M7 Akutna megakarioblastna leukemija

Kod obolelih od ALL, grupe sa niskim, visokim i standardnim rizikom su pravljene na osnovu

BFM ALL IC 2002 protokola (,Berlin Frankfurt Munster Acute lymphoblastic Leukemia

International Committee”).

II1 - 2. Izolacija DNK iz periferne krvi/kostane srzi

Za izolaciju DNK iz krvi odnosno kostane srzi koris¢en je QlAamp DNA Blood Mini Kit

(Qiagen, Germany).

Protokol:

e na dno tube sipati 20 pl proteinaze K (20 mg/ml), dodati 200 pul uzorka, 200 pl pufera

AL i promesati vorteksovanjem

e inkubirati u vodenom kupatilu 10 min/56°C

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

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

e kolonicu isprati sa 500 ul pufera AW1, centrifugirati na 8 000 rpm/1 min

e kolonicu isprati sa 500 ul pufera AW2, centrifugirati na 13 000 rpm/3 min
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® na kraju prebaciti kolonicu u ¢&istu tubu, dodati 200 ul pufera AE i centrifugirati na

8 000 rpm/1 min

Protokol:

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

e centrifugirati na 1 500 g/25 min na sobnoj temperaturi, u klini¢koj centrifugi, bez
kocenja

e nakon centrifugiranja, pipetom prebaciti ,buffy coat” interfazu koja je sastavljena od
mononuklearnih ¢elija u novu sterilnu epruvetu

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

e talog resuspendovati u TRIzol®-u (Invitrogen)

III - 4. Izolacija RNK iz mononuklearnih éelija

Za izolaciju RNK iz mononuklearnih celija je koriséen TRIzol® (Invitrogen). TRIzol® pretstavlja
monofazni rastvor fenola i guanidin-izotiocijanata, a sam proces izolacije pretstavlja
unapreden klasi¢ni metod izolacije RNK definisan od strane Chomczynski P & Sacchi N

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

e u 1 ml TRIzol®-a resuspendovano je maksimalno 1x10’¢elija i lizirano provlalenjem
kroz iglu promera 0,7 mm

e liziran uzorak se ostavi da stoji na sobnoj temperaturi 5-10 min
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dodaje se 200 pl hlorofiorma, snazno promucka, a zatim uzorak ostavi da stoji 5-15
min na sobnoj temperaturi

nakon centrifugiranja na 12 000rcf/15 min/+4°C pojavljuju se jasno odvojene faze;
gornja vodena faza u kojoj se nalazi RNK, interfaza i donja, crevena, organska faza u
kojoj se nalazi DNK i proteini

gornja vodena faza se prebacije u novu tubu i dodaje se 0,5 ml izopropanola.
Promesati invertovanjem tube i ostaviti da stoji 10-15 min na sobnoj temperaturi
(precipitacija RNK)

centrifugirati na 12 000rcf/15 min/+4°C, a zatim ukloniti supernatant dekantovanjem
i oprati talog sa 1 ml hladnog 70% etanola

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

talog RNK rastvoriti u ,RNAse-free” vodi, a koncentraciju i &istoéu RNK odrediti

merenjem Ajeo/Azg0 Na spektrofotometru

II1 - 5. Izolacija DNK iz mononuklearnih éelija

Iz mononuklearnih ¢elija koje su resuspendovane u TRIzol®-u (Invitrogen), pored izolacije

RNK moze se paralelno vrsiti i izolacija DNK.

Protokol:

nakon lize celija, dodavanja 200 pl hloroforman i cenrtifugiranja na 12 000 rcf/15
min/+4°C pojavljuju se jasno odvojene faze; DNK se nalazi u donjoj, obojenoj,
organskoj fazi

pazljivo ukloniti ostatke vodene faze

precipitirati DNK iz interfaze i organske faze dodavanjem 300 pl 100% etanola.
Promesati invertovanjem tube i ostaviti da stoji na sobnoj temperaturi 3-5 min

nakon centrifugiranja na 2 000rcf/5 min/+4°C, ukloniti supernatant (koji sadrzi
proteine) i opati talog dva puta dodavanjem 1 ml rastvora koji sadrzi 0,1 M Na-citrat i

10% etanol (,wash-solution”). U toku svakog ispiranja omoguéiti da DNK stoji
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najmanje 30 min na sobnoj temperaturi, nakon ¢ega sledi centrifugiranje na

2 000rcf/5 min/+4°C

® resuspendovati talog u 1,5-2 ml 75% etanola i ostaviti da stoji 10-20 min na sobnoj
temperaturi

e nakon ponovnog centrifugiranja 2 000rcf/5 min/+4°C, odbaciti supernatant i osusiti
talog na sobnoj temperaturi

e talog rastvoritiu 8 mM NaOH

III - 6. Reverzna transkripcija (RT)

Sinteza cDNK je izvrSena reakcijom reverzne transkripcije.

Protokol:

e smesu finalnog volumena 11, 5 ul koja sadrzi 2 ug RNK i 100 pmol
»random-hexamer” prajmera inkubirati 5 min na 70°C, a zatim ohladiti na ledu

e dodati smesu finalnog volumena 8,5 pl koja sadrzi 4 pl 5x RT-pufera, 20U RNase-
inhobitora, 2 ul dANTP (10 mM) i 40 U M-MulV reverzne transkriptaze (Fermentas)

e inkubirati 10 min na 25°C, a zatim 1h na 42°C

e reakcija se zaustavlja inkubacijom od 10 min na 70°C

III - 7. Reakcija lan¢anog umnozavanja DNK (PCR

PCR (,polymerase chain reaction”) je in vitro amplifikacija definisane DNK sekvence i
predstavlja imitaciju procesa DNK replikacije. Reakcija koristi dva oligonukleotida
komplementarna krajevima sekvence koja se umnoZava (prajmeri), koji su medusobno
suprotno orijentisani i dugacki 15-20 nukleotida. Sinteza DNK katalizovana je
termostabilnom DNK polimerazom. Ponavljanje ciklusa, od kojih se svaki sastoji od

denaturacije DNK, hibridizacije prajmera (aniling) i ekstenzije hibridizovanih prajmera od
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strane termostabilne DNK polimeraze, za rezultat ima eksponencijalnu amplifikaciju
specificnog DNK fragmenta. Krajevi amplifikovanog fragmenta su definisani 5’ krajevima
prajmera, a njihova veli¢ina odredena je rastojanjem izmedu sekvenci koje prajmeri
prepoznaju. PCR reakciona smesa mora sadriati u sebi komponente potrebne za in vitro
sintezu DNK: matrica (DNK koja se kopira), prajmeri (oligonukleotidi komplementarni
krajevima sekvence koja se kopira), nukleotidi (gradivni elementi DNK), Tag polimeraza
(termostabilna DNK polimeraza koja katalizuje ugradnju nukleotida po principu

komplementarnosti sa matricom), joni magnezijuma i pufer (neophodni za optimalni rad Tag

polimeraze).

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

postojece mesto prepoznavanja nekog restrikcionog enzima.

Il - 7.1. Detekcija FLT3/ITD mutacije

Reakciona smesa zapremine 30 pl, sastojala se od sledecih elemenata; 100 — 300 ng DNK, 1x
PCR pufer, 1x Q-solution, dNTP (2 mM finalno), MgCl, (2,75 mM finalno), prajmeri 14F i 15R
(Tabela 5.) (350 mM finalno) i 2U HotStarTaqg®DNA Polimerase (Qiagen, Nemacka).

Tabela 5. Sekvence prajmera za detekciju i sekvenciranje FLT3/ITD, FLT3/D835 i NPM1 mutacija.

Prajmer sekvenca (5’-3’)

14F GCA ATT TAG GTA TGA AAG CCAGC

15R CTTTCAGCATIT TGA CGG CAA CC

21F CCG CCAGGA ACGTGCTTG

21R GCA GCC TCA CAT TGC CCC

NPM1-F TTA ACT CTC TGG TGG TAG AAT GAA
NPM1-R CAA GACTATTTG CCATTCCTAAC
NPM1_1112R | CCT GGA CAA CAT TTA TCA AAC ACG GTA
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Temperaturni profil PCR reakcije

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

® 1 min/95°C —denaturacija

e 1 min/60°C - aniling

® 2 min/72°C - elongacija

3. 10 min/72°C —finalna elongacija

Analiza dobijenih PCR produkata je vr3ena elektroforezom na 4% agaroznom gelu.
~ Ocekivana duZina wt PCR pordukta je 325 bp. Postojanje FLT3/ITD mutacije je praéeno
prisustvom dodatnog PCR produkta vede duZine. Kod FLT3/ITD pozitivhog nalaza, vrieno je
isecanje duZeg PCR produkta sa agaroznog gela, a nakon preci$éavanja je izvrSeno

sekvenciranje upotrebom prajmera koji su koriséeni za PCR apmlifikaciju.

Il - 7.2. Detekcija FLT3/D835 mutacije

Reakciona smesa zapremine 30 pl, sastojala se od sledecih elemenata; 100 — 300 ng DNK, 1x
PCR pufer, 1x Q-solution, dNTP (2 mM finalno), MgCl; (2,75 mM finalno), prajmeri 21F i 21R
(Tabela 4.) (350 mM finalno) i 2U HotStarTaq® DNA Polimerase (Qiagen, Nemacka).

Temperaturni profil PCR reakcije

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

e 1 min/95°C — denaturacija

e 1 min/58°C — aniling

e 2 min/72°C - elongacija

3. 10 min/72°C —finalna elongacija

Produkt PCR reakcije za FLT3/D835 je 114 bp. Detekcija mutacije se vrsi digestijom ovako

dobijenog PCR fragmenta restrikcionim enzimom EcoRV (Fermentas). Prisustvo mutacije
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naruSava restrikciono mesto za ovaj enzim, tako da ¢e se seéi samo nemutirani fragmenti. U

slu¢aju digestije dobijamo produkte duZina 68 bp i 46 bp.

Smesa za digestiju sadrzi slede¢e komponente:
e 10 pl PCR produkta
e 1xpuferR
e 20U EcoRV (Fermentas)

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

11 - 7.3. Detekcija mutacija u NPM1 genu

Reakciona smesa zapremine 50 pl, sastojala se od slededih elemenata; 100 — 300 ng DNK, 1x
PCR pufer, 1x Q-solution, dNTP (0,3 mM finalno), MgCl, (2,25 mM finalno), prajmeri NPM1-F
i NPM1-R (Tabela 4.) (500 mM finalno) i 2U HotStarTag®DNA Polimerase (Qiagen,

Nemacka).

Temperaturni profil PCR reakcije

4. 15 min/95°C — akctivacija HotStarTaq polimeraze
5. 35 ciklusa;

e 1 min/95°C — denaturacija

e 1 min/60°C — aniling

e 2 min/72°C - elongacija

6. 10 min/72°C - finalna elongacija

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

upotrebom NPM1_1112R prajmera (Tabela 5.)
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Il - 8. Standardizovani RT-PCR protokol za detekciju fuzionih transkripata koji
nastaju kao posledica najéesé¢ih hromozomskih aberacija u ALL i AML

Detekcija najcesc¢ih fuzionih transkripata kod obolelih od ALL i AML je radena
standardizovanom RT-PCR metodom preporuéenom od strane EAC-grupe (,Europe Against

Caccer-group”) (Van Dongen JJM, Leukemia 1999).

RT-PCR protokol se sastoji iz jedne ili dve runde PCR reakcija, u zavisnosti da li se fuzioni
transkript detektuje na pocletku bolesti ili se vrii praéenje minimalne rezidualne bolesti.
Osetljivost metode varira u zavisnosti od transkripta i za prvu PCR reakciju (,1st round”)

iznosi 102103, dok se u drugoj rundi (,,2nd round” ili ,nested”“-PCR) postiZe osetljivost od

10%10":

Protokol:

Prva runda PCR (finalni volumen 25 pl) Druga runda PCR (finalni volumen 25 pl)

e 50-100 ng cDNK (5-10% RT smege) e 1 pl smese prve runde PCR reakcije

e 1xreakcioni pufer  1xreakcioni pufer

e prajmeri finalne koncentracija 400 nM e prajmeri finalne koncentracija 400 nM

e dNTP finalne koncentracije 200 uM e dNTP finalne koncentracije 200 uM

e MgCl, finalne koncentracije 1,5 mM e MgCl; finalne koncentracije 1,5 mM

e 2,5 U HotStarTag polimeraza (Qiagen, |® 2> U HotStarTaq polimeraza (Qiagen,

Temperaturni profil amplifikacije (za obe runde PCR reakcija)

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

e 30sec/95°C — denaturacija
e 1 min/65°C— aniling
e 1 min/72°C — elongacija

3. 10 min/72°C —finalna elongacija

Analiza dobijenih PCR produkata je vrena elektroforezom na 2% agaroznom gelu.

Prajmeri i duZine PCR produkata za pojedine hromozomske aberacije nalaze se u tabeli 6. 1 7.
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IIl - 9. RT-PCR protokol za detekciju NUP98/HOX fuzionog transkripata Kkoji
nastaje kao posledica hromozomske translokacije t(11;12)(p15:q13)

Na osnovu citogenetskog nalaza prisustva t(11;12)(p15;q13) kod jednog pacijenta,
pretpostavili smo da je doslo do fuzije gela NUP98 gena na hromozomu 11p15 i nekog iz
familije HOXC gena lokalizovanog na hromozomu 12q13. Da bi smo odredili koji gen iz HOXC
genskog klastera ucestvuje u ovoj translokaciji primenili smo ,,nested” RT-PCR analizu, na

totalnoj RNK izolovanoj iz mononuklearnih éelija pacijenta.

Prva runda PCR reakcije je vriena sa razli¢itim kombinacijama prajmera. ,Sense” prajmer je
bio uvek isti, NUP98-F1, dok su ,antisense” prajmeri bili iz razli¢itih HOXC genskih klastera
(HOXC10-R, HOXC11-R, HOXC12-R, HOXC13-R) (Tabela 8.).

Tabela 8. Prajmeri i sekvence kori$¢eni u detekciji NUP98/HOXC13 fuzionog transkripta.

prajmer sekvenca (5’-3’)

NUP98-F1 GTG CACCTT CATTTIG GTACAA CC

NUP98-F2 ACT ACG ACA GCCACTTTG GG

NUP98-R TTTAGCCCTTCACCCACAGGTGG

HOXC10-R ATG GTCTTG CTA ATC TCC AGG CG

HOXC11-R ATA CTG CAG CCG GTCTCT GC

HOXC12-R AGA CGT TGCTCC CTCAGCAGAAGTC

HOXC13-R AGG TGG AGT GGA GAT GAG GCG C

HOXC13-F ACA ACG TGA ACCTGCAGC AGA AGC

Protokol:

Prva runda PCR (finalni volumen 25 pl) Druga runda PCR (finalni volumen 25 pl)

e 50-100 ng cDNK (5-10% RT smese) e 1,5 ul smese prve runde PCR reakcije

e 1x reakcioni pufer e 1x reakcioni pufer

e prajmeri finalne koncentracije 800 nM e prajmerifinalne koncentracije 400 nM

e dNTP finalne koncentracije 400 uM e dNTP finalne koncentracije 200 uM

e MgCl; finalne koncentracije 1,5 mM e MgCl, finalne koncentracije 1,5 mM

e 2,5 U HotStarTaq polimeraza (Qiagen,| e 2,5 U HotStarTaq polimeraza (Qiagen,
Nemacka) Nemacka)
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Temperaturni profil za obe runde PCR reakcije

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

e 1 min/95°C — denaturacija

e 1min/60°C— aniling

e 1 min/72°C - elongacija

3. 10 min/72°C —finalna elongacija

Nakon prve runde PCR amplifikacija je detektovana samo u reakciji u kojij su koridéeni
prajmeri NUP98-F1 i HOXC13-R. Primenom ,semi nested” PCR reakcije u kojoj je koridéen isti
»antisense” prajmer (HOXC13-R), ali razlidit ,,sense” prajmer (NUP98-F2) dobijen je produkat
duZine 1039 bp. Da bi smo potvrdili postojanje NUP98/HOXC13 fuzionog transkripta,
amplifikovani fragment je direktno sekvenciran prajmerima koji su koriséeni u drugoj rundi

PCR amplifikacije.

III - 10. Analiza DNK na agaroznom gelu

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

komercijalnih markera (Fermentas).
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IIl - 11. Analiza DNK na poliakrilamidnom gelu

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

zavrSetku elektroforeze, gelovi su bojeni srebronitratom.

III - 12. Bojenje poliakrilamidnih gelova srebronitratom

Vizuelizacija DNK na poliakrilamidnim gelovima vrSena je bojenjem srebronitratom.
Poliakrilamidni gelovi su, nakon elektroforeze, najpre fiksirani 30 minuta u rastvoru 10%
etanola i 0,5% sircetne kiseline. Nakon toga, gelovi su bojeni u 0,1% rastvoru srebronitrata
10 minuta. Visak srebra je uklanjan ispiranjem najpre u bi-destilovanoj vodi, a zatim u
razvijaCu, koji je bio slededeg sastava: 1,5% natrijumhidroksid, 0,01% natrijumborhidrid i
0,048% formaldehid. Gelovi su u razvijatu drzani 20 minuta. Fiksiranje dobijenih traka

vrseno je potapanjem gelova u 0,75% rastvor natrijumbikarbonata.

III - 13. Izolacija DNK fragmenta iz agaroznog gela

Za izolaciju DNK fragmenta iz agaroznog gela kori¢en je QlAquick Gel Extraction Kit. Nakon
detekcije FLT3/ITD pozitivnih pacijenata, amplifikovani PCR proizvod je elektroforetski
razdvajan na ,low-melting” 4% agaroznom gelu, nakon ¢ega je iz gela isecana gornja, duza

FLT3/ITD mutirana traka.
Protokol:

e upotrebom ostrog i Cistog skalpela iseci Zeljenu traku iz gela staviti u tubu
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® izmeriti teZinu isecenog dela gela i dodati 3 volumena QG pufera na 1 volumen gela
(100 mg=100 pl)

¢ inkubirati 10-15 min na 50°C uz povremeno vorteksovanje, sve dok se gel ne istopi

e dodati 10 pl 3M Na-acetata pH 5,0 i izme3ati

e dodati 1 volumen (tezina gela) izopropanola i promesati

* naneti celokupan uzorak na kolonicu i cenrtifugirati 1 min/13 000 rpm

e dodati 500 pl QG pufera na kolinicu i cenrtifugirati 1 min/13 000 rpm

e oprati kolonicu sa 750 pl PE pufera i cenrtifugirati 1 min/13 000 rpm

e dodatno cenrtifugirati 1 min/13 000 rpm

e staviti kolonicu u ¢istu tubu, naneti 30 pl EB, ostaviti da stoji 1min, a zatim

cenrtifugirati 1 min/13 000 rpm

Ovako pripremljen uzorak je spreman za sekvenciranje.

III - 14. Kapilarna elektroforeza DNK na ,Lab-on-Chip“-u

Za odredivanje ITD/wt odnosa kod FLT3/ITD pozitivnih pacijenata, kao i za odredivanje
odnosa transkripata mFAS/sFAS vrseno je elktroforetsko razdvajanje PCR produkata na
aparatu Agilend 2100 bioanalyzer, koris¢enjem metoda kapilarne elektroforeze, prema

protokolu za DNA 1000 Assay Kit (Agilent Technology).

U prvom koraku pripreman je ¢ip na koji su nanoseni uzorci. Po 9 pL ,Gel-Dye” miksa
nanoseno je u odgovarajuce obeleZena leZiSta na Cipu. Koristeéi , Chip Priming Station Gel-
Dye“ miks je razliven u kapilare ¢ipa. Na ovako pripremljeni ¢ip, po 5 pL markera je
nano3eno u lezista namenjena za uzorke i lestvicu. Zatim je 1 pL lestvice naneto u
odgovarajuce obelezeno mesto. Uzorci su nanoseni po 1uL. Nakon nano3enja uzoraka, ¢ip
je vorteksovan 1 min na 2 400 rpm. Pripremljeni ¢ip je analiziran na Agilend 2100

bioanalyzer-u uz koris¢enje 2100 Expert Software.
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Il - 15. Sekvenciranje PCR produkata

Sekvenciranje DNK je radeno BigDye™ Terminators Version 3.1 Ready Reaction Kit-om
(Applied Biosystems) kapilarnom elektroforezom na automatskom sekvenceru (3130
Genetic Analyzer, Applied Biosystems). Ovaj kit omogucéava sekvenciranje u PCR reakciji u
kojoj se pored deoksinukleotida koriste i 2’,3’-dideoksinukleotidi (Sanger F, 1977). DNK
polimeraza kopira jedan lanac DNK matrice ugradujuéi nukleotide na 3’ kraj prajmera sve
dok u rastudi lanac ne ugradi neki od dideoksinukleotida. Dideoksinukleotidi nemaju OH-
grupu na 3’ poziciji, zbog ¢ega nemaju sposobnost vezivanja slede¢eg nukleotida, pa
njihovom ugradnjom dolazi do terminacije polimerizacije. Reakcije se rade sa samo jednim
prajmerom (asimetri¢ni PCR) tako da se dobija serija fragmenata razli¢itih duZina koji se
zavrSavaju dideoksinukleotidom. Svaki od 4 dideoksinukleotida obeleZen je razli¢éitom
fluorescentnom bojom ¢ime je omogucéena detekcija fragmenata u sekvenceru. Za razliku od
kitova u kojima su dideoksinukleotidi obeleZeni jednom istom fluorescentnom bojom, ovaj
kit omogucava da se sekvenciranje jednog uzorka radi u jednoj PCR reakciji umesto u Cetiri

odvojene.

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

e 3 ul Ready Reaction Mix (Applied Biosystems)

Temperaturni profili PCR reakcije za sekvenciranje:

1. 1 min/96°C

2. 25 ciklusa;
e 10sec/96°C
e 5sec/50°C
e 4 min/60°C

3. 4°C/ o=

Posle zavriene reakcije sekvenciranja uzorci su preciséavani Na-acetatnom precipitacijom. U

uzorke se doda 40 pl Na-acetata, promucka se i centrifugira 20 min na 13000 rpm, posle
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Cega se supernatant uklanja. Talogu se doda 200 pl 70% etanola i centrifugira 10 min na
13000 rpm, posle ¢ega se supernatant uklanja. Ovaj korak se ponavlja jo§ jednom. Nakon

drugog ispiranja etanolom talog je neophodno u potpunosti osusiti. Osudeni talog se

rastvara u 25 pl HiDi i celokupna koli¢ina se nanosi na plejt za sekvenciranje.

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

produkta prilikom svakog PCR ciklusa (Slika 8.).
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Slika 8. Faze PCR amplifikacije. Rn pretstavlja vrednost fluorescencije reporterske boje, a ARn prestsavlja
razliku Rn vrednosti izmedu uzorka i kontrole (,,no template control®).
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U pocetnim ciklusima intenzitet fluorescencije ne prelazi bazalni nivo (,baseline). Ciklus u
kome je fluorescentni signal uzorka znagajno vi$i od bazalnog signala, naziva se ,treshold
cycle” — Ct. Vrednost Ct je direktno proporcionalna koli¢ini target sekvence u uzorku. Sto je
veci pocetni broj kopija target sekvence, Ct je niZi, i obratno, Ct je vi$i u uzorcima sa manjom

pocetnom koli¢inom target sekvence (Slika 9.).

"treshold”
: detekcije

nizak Ct visok Ct
(veliki broj kopija) (mali broj kopija)

Slika 9. Ampilifikacioni plotovi sa razli¢itom pocetnom koli¢inom target molekula. Niska Ct vrednost znaci da je
broj pocetnih molekula bio veliki.

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

1. SYBR Green

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

fluorescentnog signala koga emituje SYBR Green | boja (na 520nm) (Slika 10.).
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Slika 10. Princip rada SYBR Green | tehnike.

SYBR Green tehnika nije specificna i za posledicu moZe imati detekciju nespecificno
amplifikovanih PCR produkata, kao i detekciju dimera prajmera. Za procenu specifi¢nosti
primenjije se nalaiza krive topljenja (,melting curve analysis“). U ovoj analizi, temperatura
polako raste od 40 do 95°C, pri ¢emi se konstantno prati nivo fluorescencije. Fluorescentni
signal ¢e biti visok pri niskim temperaturama u slu¢aju postojanja dvolancane DNK, ali ce
fluorescencija drasti€no pasti pri temperaturama oko tacke topljenja PCR produkata. PCR
produkti razli¢ite duZine i sastava ¢e imati razliCite tacke topljenja pa ¢e davati razliCite pik-

ove fluorescencije. Specifi¢ni PCR produkt ima samo jedan pik (Slika 11.).

Dissociation Curve

Derivative
s
B

Temperature (C)

Slika 11. Kriva topljenja specifi¢cnog PCR produkta.

Doktorska disertacija Bioloski fakultet, Univerzitet u Beogradu, 2010 51



Natasa Tosic¢ Materijal i metode

TagMan tehnika koristi 5'->3’egzonukleaznu aktivnost Taq polimeraze za specifiénu
detekciju PCR produkata. TagMan proba je dvostuko pbelezena oligo-nukleotidna proba; na
5’kraju je fluorescentna, reporter boja-R (najées¢e FAM, VIC ili JOE), a na 3’kraju se nalazi
kvenéer-Q. Sve dok se reporter i kvenéer boja nalaze ,blizu“ jedna drugoj, tj. dok je TagMan
proba intaktna, nema emitovanja fluorescencije jer fluorescencija koju emituje repoter biva
»apsorbovana“ od strane kvenéera. Medutim, u toku PCR amplifikacije 5’->3’egzonukleazna
aktivnost Taq polimeraze izmesta probu i uklanja je sa DNK lanca, $to rezultira u emitovanju
detektabilne fluorescencije od strane reporter boje (Slika 12.). U toku svakog novog ciklusa

PCR reakcije, fluorescencija ¢e rasti kao posledica akumulacije ,,slobodnih“ reportera.

B
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Slika 12. Princip rada TagMan tehnike; 1. TagMan proba i prajmeri se vezuju za target sekvencu i ekstenzija
zapocinje, 2. Kada Taq polimeraza stigne do probe, njena 5'->3’egzonukleazna aktivnost uklanja probu, 3.
zapocinje“ seckanje” probe i emitovanje fluorescencije, 4. zavrSetak polimerizacije.

Teorijskii gledano, u toku eksponencijalne faze PCR reakcije, kvantitativni odnos izmedu

poéetne koli¢ine target sekvence i koli¢one PCR produkta u bilo kom ciklusu je;
Xn = Xo (1+E)"

Gde je X, koli¢ina target sekvence u ciklusu n, Xp poCetna koli¢ina sekvence, dok je E
efikasnost amplifikacije i moZe imati vrednosti od 0 (nema amplifikacije) do 1(u svakom

ciklusu dolazi do dupliranja koli¢ine target sekvence).
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Efikasnost reakcije je veoma vaZna za odabir metode kvantifikacije qPCR podataka i ona se

izratunava iz nagiba (S) standardne krive (Slika 13.);

E=10"51

Standardna kriva se pravi analiziranjem desetostrukih razblazenja pocetne koli¢ine cDNK

(RNK ili DNK).

35 5

—®— gen1l. nagib=-3,108;E=1,09
—&— gen2. nagib=-2,986;E=1,16
—%— gen3. nagib=-3,342;E=0,99

Ct vredniost

10 v - -
0p25 005 0.1 025 05 1 25 5 10 25 50

cDNK (ng)

Slika 13. Odredivanje efikasnosti PCR reakcije metodom standardne krive.

Kvantifikacija qPCR podataka moze biiti;

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

2. Relativna kvantifikacija, gde je rezultat predstavijen kao relativni odnos reference

(kalibrator) i merenog uzorka.

U oba pristupa kvantifikaciji, veoma je vaZno izvrsiti normalizaciju dobijenih podataka. Kako
je koli¢ina dobijenih PCR produkata direktno zavisna od pocetne koliine matrice da bi se

izbegle greske nastale prilikom postavke eksperimenta, uporedo sa umnozavanjem target
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sekvence vrsi se i umnoZavanje takozvane endogene kontrole. Endogena kontrola je obiéno
~housekeeping” gen &ija je ekspresija stabilana u svim uzorcima koji se kvantifikuju, odnosno

Cija se eksperesija ne menja prilikom esperimentalnih tretmana.

lll - 16.1. Relativna kvantifikacija

Ill - 16.1.a) Metod relativne standardne krive

Primenom ove metode kvantifikacija target gena se vri poredenjem sa relativnom
standardnom krivom dobijenom iz serije desetostrukih razblaZenja uzorka, a zatim se
dobijena vrednost deli sa vredno3¢éu izabranog uzorka, tj. kalibratora. Na ovaj nacin dobijen‘a’ ;
vednost je ,oslobodena” bilo kakvih jedinica. Da bi dobijenma vrednost bila normalizovana u
odnosu na endogenu kontrolu, standardna kriva se pravi ne samo ta target sekvencu ve¢ i za

endogenu kontrolu.

Ill - 16.1.b) Komparativni ddCt metod

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

i relativno u odnosu na kalibrator je;
Q=2%%, gde je
ddCt = dCtyorak - dCtyaLigrATOR =

(Cttarget e Ctendogena kont.) oy (Cttarget,KALlBRATOR oy Ctendogena kont., KALIBRATOR)

Da bi kalkulacija primenom ove metode bila ta¢na, efikasnost amplifikacije target gena i

endogene kontrole mora biti priblizno ista i mora biti iznad 96%.
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lll - 16.2. Odredivanje ekspresije FLT3, BCL2, BAX i BCL2L12 gena komparativnim ddCt

metodom

Ekspresija FLT3, BCL2, BAX i BCL2L12 gena je pracena primenom ,real-rime” PCR metode na

7500 Real-time PCR aparatu (Applied Biosystems), upotrebom SYBR Green hemije. Kao

endogena kontrola kori$¢en je ABL gen, osim u slu¢aju BCL2L12 gena, gde je za normalizaciju

koris¢en GAPDH gen. Svi prajmeri kao i njihove sekvence su navedeni u tabeli 9.

Tabela 9. Sekvence prajmera za ,real-time” PCR kvantifikaciju gena za FLT3, BAX, BCL2, BCL2L12, ABL i GAPDH.

Prajmer sekvenca (5’-3’)

FLT3 -F AGC ATC CCA GTC AAT CAG
FLT3—-R CTG GCT GGT GCT TAT GA

BCL2-F TCG CCCTGT GGATGACTG A

BCL2 -R CAG AGA CAG CCA GGA GAAATC
BAX—-F TGG CAG CTGACATGT TTT CTG AC
BAX—-R TCA CCC AACCACCCTGGTCTT
BCL2L12 -F CCCTCG GCC FTG CICTCY

BCL2L12 -R GGG CCA CCA AAG CAT AGA AG
GAPDH - F ATG GGG AAG GTG AAGGTCG
GAPDH -R GGG TCATTG ATG GCAACAATATC
ABL-F TGG AGA TAA CACTCT AAG CAT AACTAAAGGT
ABL-R GAR GTA GTT GCT TGG GAC CCA

Finalni volumen PCR reakcije je bio 10 pl sledeceg sastava;

ABL, FLT3 BCL2, BAX, BCL2L12, GAPDH

e 50 ngcDNK e 50ngcDNK

e 1x Power SYBR® Green PCR Master Mix | e 1x Power SYBR® Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems), (Applied Biosystems),

e Prajmeri finalne koncentracije 200 nM | e Prajmeri finalne koncentracije 50 nM
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Termperaturni profil za sve PCR reakcije je bio;

1. 2 min/50°C

2. 10 min/95°C

3. 40 ciklusa;
e 15 sec/95°C
e 1 min/60°C

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

- koris¢ena medijana dCt vrednosti nadena kod analiziranih zdravih kontrola;
-ddct .
Q=2 ; gde je ddCt = dCtyzorak - dCtyavigrATOR = AC ok~ ACE g ue kontrole(medijana)

U slu€aju BCL2L12 gena kao kalibrator je kori$¢ena HL60 éelijska linija.

lll - 16.3. Odredivanje ekspresije FAS receptor (FAS) i FAS-ligand (FAS-L) gena primenom

metode relativne standardne krive

Ekspresija FAS i FAS-L gena je prac¢ena primenom , real-rime” PCR metode na 7500 Real-time
PCR aparatu (Applied Biosystems), upotrebom TagMan hemije. Kao endogena kontrola

koriS¢en je ABL gen. Svi prajmeri i probe kao i njihove sekvence su navedeni u tabeli 10.

Tabela 10. Sekvence prajmera | PROBA za ,real-time” PCR kvantifikaciju gena za FAS, FAS-L i ABL.

prajmeri sekvenca (5’-3’)

FAS - F TGA AGG ACATGG CTT AGA AGT G

FAS—-R GGT GCA AGG GTCACAGTGTT

FAS-L-F GCA GCCCTT CAATTA CCCAT

FAS-L—-R CAG AGG TTG GAC AGG GAA GAA

ABL-F TGG AGA TAA CACTCT AAG CATAACTAAAGGT

ABL—-R GAR GTA GTT GCT TGG GAC CCA

probe sekvenca (5’-3’)

FAS—-P (FAM) — AAA CTG CAC CCG GAC CCA GAATAC C—(TAMRA)
FAS-L-P (FAM) — TCC CCA GAT CTA CTG GGT GGA CAG C— (TAMRA)
ABL—-P (FAM) —CCATTT TTG GTT TGG GCT TCA CAC CAT T — (TAMRA)
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Finalni volumen PCR reakcije je bio 10 pl sledeéeg sastava;

ABL FAS, FAS-L

e 50 ngcDNK e 50 ngcDNK

e 1x TagMan Universal PCR Master Mix | e 1x TagMan Universal PCR Master Mix
(Applied Biosystems), (Applied Biosystems),

e prajmeri finalne koncentracije 300 nM e prajmeri finalne koncentracije 400 nM
proba finalne koncentracije 200 nM e proba finalne koncentracije 300 nM

Termperaturni profil za sve PCRreakcije je bio;

4. 2 min/50°C

5. 10 min/95°C

6. 50 ciklusa;
e 15 sec/95°C
e 1 min/60°C

Obrada rezultata je izvrSena primenom metode relativne standardne krive. Odlugili smo se
za ovu metodu nakon izraCunavanja efikasnosti PCR reakcija za pojedinaéne gene i saznanja
da su efikasnosti PCR rakcija za FAS, FAS-L i ABL bile razli¢ite. Vrednosti efikasnosti reakcije
su iznosile; 86,9% za FAS-L, 91,7% za FAS i 100% za ABL gen. Kako je za pravilnu primenu
ddCt metoda neophodno da efikasnosti target gena i endogene kontrole budu iste, odlucili
smo se za primenu metode relativnhe standadrne krive koja ne podrazumeva jednakost u
efikasnosti PCR reakcije gena koji se medusobno porede (User bulletin #2, Applied

Biosystems).

Upotrebom serije desetostrukih razblaZenja pocetnog uzorka, za svaki od analiziranih gena
konstruisana je relativha standardna kriva, a interpolacijom nepoznatih uzoraka na
standardnu krivu target gena i endogene kontrole, dobijene su relativne koli¢ine uzorka u
ng. Nakon toga se vrsi normalizacija vrednosti target gena za nepoznati uzorak i za uzorak

koji ¢e nam koristiti kao kalibrator. Npr. za FAS kao target gen;
Normalizovani FAS (nepozneti uzorak) = FAS/ABL = 14 ng/0,5 ng = 28

Normalizovani FAS (kalibrator) = FAS/ABL =2 ng/5ng=0,4
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Normalizovana vrednost ciljnog gena (FAS) u nepoznatom uzorku se na kraju podeli sa
normalizovanom vrednosti FAS za kalibrator, kako bi se dobla relativha koli¢ina (,fold-

difference”) target gena u nepoznetom uzorku u odnosu na kalibrator.
Q = Normalizovani FAS (nepozneti uzorak)/ Normalizovani FAS (kalibrator) = 28/0,4 = 70

U nasem istraZivanju kao kalibrator je kori$¢éena medijana normalizovanih vrenosti zdravih

kontrola.

III - 17. Statisticka obrada podataka

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

Od opisnih statistickih pokazatelja koris¢eni su; srednja vrednost i standardno odstupanije,

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

Za istraZivanje jaCine veze izmedu dve neprekidne promenljive upotrebljen je metod

Pirsonove korelacije (R-Pirsonov koeficijent linearne korelacije).

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

koriséen je FiSerov ,tacan pokazatelj verovatnocée” (Fisher’s Exact Probability Test).

Od statistickih testova za poredenje grupa koris¢eni su sledeéi neparametarski testovi;
Man-Vitnijev U-test za ispitivanje razlika izmedu dve grupe neprekidno promenljivih
Kruskal-Volisov test za ispitivanje razlika izmedu tri ili viSe grupa neprekidno promenljivih

Za analizu duZine prezivljavanja koris¢ena je Kaplan-Majerova metoda, kao i Log Rank test za

poredenje prezivljavanja medu ospitivanim grupama.

Za identifikaciju faktora rizika koris¢en je univarijantni i multivarijantni Cox-ov

proporcionalni regresioni model.
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Svi statisticki testovi su posmatrani na nivou znacajnosti nulte hipoteze od p<0,05.
Statisticka analiza je uradena na PC ralunaru primenom licenciranog statistickog paketa

SP5S 16.0.
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IV - REZULTATI

Leukemije su heterogena grupa hematologkih maligniteta. Do danas, nijedna od postojecih
klasifikacija ove grupe bolesti nije zadovoljavajuca, jer ne omogucéava da jedan tip leukemija

bude leen specifiénim lekovima usmerenim na konkretan uzrok bolesti.

Potvrdeno je da dosadadnja klasifikacija leukemija bazirana na hemato-morfolodkim
parametrima (FAB i dr.) i citogenetskim karakteristikama leukemi¢ne éelije, nije dovoljno
precizna. Upravo iz ovih razloga savremena hematologija je usmerila svoja istraZivanja ka
izuCavanju molekularno-geneti¢kih markera. Na ovaj naéin smo se pribliZili razumevanju
molekularne osnove bolesti. Samim tim, omogucéeno je da osnovni uzroénici bolesti, postanu
legitimni targeti za specifiénu, kauzalnu terapiju, usmerenu na promenu koja dovodi do

malignog preobraZaja mati¢ne celije hematopoeze.
Savremena hematoloska istraZivanja leukemija su bazirana na 3 osnovna aspekta:

1. Potraga za novim molekularno-genetickim markerima znacajnim za nastanak, tok,
prognozu i ishod bolesti.

2. Testiranje kandidata za molekularno-geneticke markere leukemija na Sto vecem
broju pacijenata, sa posebnim akcentom na moguce etnicke i rasne specifi¢nosti.

3. Pracenje udruZenog delovanja razli¢itih molekularno-genetickih markera u $to vecem
broju pacijenata, u cilju formiranja tacne kalsifikacije leukemija. Naime, hipoteza o
neophodnosti bar dva mutaciona dogadaja za pojavu leukemije (,,2 hit“ hipoteza),

svakodnevno nalazi potvrdu u praksi.

Nasa istraZivanja su uzimala u obzir sva tri aspekta:

1. Okarakterisana je nova translokacija t(11;12)(p15;q13), koja za posledicu ima
formiranje aberantnog transkripcionog faktora NUP98/HOXC13, 3$to naru$ava
procese diferencijacije leukemijske Celije. Ispitivana je ekspresija gena FLT3 i BCL2L12
u nastojanju da se utvrdi njihov potencijal kao novih molekulerno-genetickih

markera u AML.
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2. Testirani su veé priznati molekularno-geneti¢ki markeri (translokacije, FLT3 mutacije,
duZina ITD i odnos ITD/wt kod FLT3/ITD* pacijenata, mutacije u NPM1 genu) kod
pacijenata u Srbiji.

3. Prateno je udruieno delovanje razli¢itih molekularno-genetickih markera koiji
narusavaju proliferaciju, diferencijacijaciju i apoptozu leukemijskih ¢elija; udruzenost
mutacija u genima FLT3 i NPM1, ekspresija gena vezanih za procese apoptoze (BCL2,
BAX, FAS, FAS-L) kao i njihova medusobna povezanost i povezanost sa drugim

molekularno-geneti¢kim markerima, a sve u pokusaju da se uspostavi kriterijum za

novu klasifikaciju leukemija.

III - 1. Detekcija i molekularna karakterizacija t(11;12)(p15:q13)

Kod jednog AML pacijenata citogenetskom analizom je utvrdeno prisustvo veoma retke
translokacije t(11;12)(p15;q13). Na osnovu ovog nalaza smo pretpostavili da je doslo do
fuzije dela NPM98 gena sa hromozoma 11p15 i HOXC gena iz klase | HOX genske familije,

lokalizovanog na hromozomu 12q13.

NUP98 gen kodira protein od 98 kDa koji predstavlja komponentu kompleksa nukleusne
pore (,nuclear pore complex“), i u€estvuje u transportu RNK izmedu nukleusa i citoplazme.
Do danas je detektovano viSe desetina razli¢itih translokacija koje za posledicu imaju fuziju
NUP98 gena sa razli¢itim partnerskim genima, a naj¢esée su u pitanju geni iz HOX familije

transkripcionih faktora.

Da bi smo definisali koji je gen iz HOXC genskog klastera ukljuen u ovu translokaciju,
primenjena je ,,semi-nested” RT-PCR analiza. U prvoj rundi RT-PCR je uradeno vise reakcija u
kojima je koriS¢en isti NUP98 ,sense” prajmer, i viSe razli¢itih HOXC ,antisense” prajmera
koji su locirani u razli¢itim genskim klasterima HOXC gena; HOXC10, HOXC11, HOXC12 i
HOXC13. PCR produkt je dobijen samo u reakciji u kojoj je koriS¢en HOXC13 prajmer (Slika
14. Levo). Nakon ,semi-nested” PCR reakcije dobijen je produkt duzine 1039 bp (Slika 14.

Desno).
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Slika 14. RT-PCR analiza NUP98/HOXC13 fuzije. Levo: 1-DNK marker 1kb (Fermentas), 2-negativna kontrola, 3-
produkt prve runde PCR reakcije; Desno: 1-DNK marker 1kb (Fermentas), 2-produkt druge runde PCR reakcije,
3-negativna kontrola.

Prisustvo NUP98/HOXC13 fuzionog transkripta je potvrdeno reakcijom direktnog
sekvenciranja PCR produkta ,semi-nested” reakcije (Slika 15.). Potvrdeno je da je doslo do
»in-frame” fuzije nukleotida 2290 u egzonu 16 NUP98 gena (GenBank U41815) sa
nukleotidom 852 u egzonu 2 HOXC13 gena (GenBank NM_017410).

NUP98 HOXC13

500 510 520 550
AT—'.'.TTCTT.CCAT.\TGC&-CCC&GC?:G.‘.CGTGGTTCCLCTG(.A‘GCCCG.’~GGTG

LRI Ul MW\/W

Slika 15. Hromatogram dela sekvence NUP98/HOXC13 fuzionog transkripta. Strelica ukazuje na mesto fuzije
NPM98 i HOXC13 gena.

>
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RT-PCR analizom nije utvrdeno postojanje recipro¢nog HOXC13/NUP98 fuzionog transkripta.

Translokacija t(11;12)(p15;q13) medu obolelima od AML je veoma retka; do danas je opisano
samo 9 slu€ajeva od kojih je samo nekoliko okarakterisano na molekularnom nivou, a od

toga u samo 2 slucaja se radilo o NUP98/HOXC13 fuziji.

U naSoj studiji molekularna karakterizacija t(11;12)(p15;q13) je otkrila postojanje
NUP98/HOXC13 fuzionog transkripta. Rezultujudi fuzioni protein sadrzi FG ponovke i ,GLEBS-
like” motive NUP98 proteina i visoko konzervisane homeoboks motive HOXC13

transkripcionog faktora.

Il - 2. Detekcija FLT3 i NPM1 mutacija kod adultne AML

Il - 2.1. Detekcija FLT3 mutacija

Na prisustvo FLT3 mutacija analizirano je ukupno 92 adultna pacijenta obolelih od de novo
AML. FLT3/ITD mutacija je nadena u 16 (17,4%) slucajeva, dok je FLT3/D835 mutacija bila

prisutna u 7 (7,6%) slucajeva (Tabela 11.).

Starost obolelih je varirala od 16 do 75 godina (medijana 50 godina). Nije utvrdeno
postojanje statisticki znacajnih razlika izmedu FLT3" i FLT3 pacijenata u pogledu pola i
starosti obolelih (p=0,66, p=0,68, U-test). Broj leukocita medu obolelima je varirao od 0,6 —
203 x10°/L, i kod FLT3" pacijenata on je bio znadajno vi$i u odnosu na FLT3 pacijente
(p=0,02, U-test). Razlika u broju leukocita izmedu FLT3/ITD" i FLT3/ITD pacijenata bila je na

granici statisticke znacajnosti (p=0,058, U-test).

Ispitivanjem povezanosti prisustva FLT3/ITD mutacije sa ostalim klinickim karakteristikama
obolelih, znadajna razlika izmedu FLT3/ITD® i FLT3/ITD pacijenata primeéena je samo u
odnosu na detektovan procenat blasta u perifernoj krvi (p=0,032, U-test). Statisticki znacajne

razlike nije bilo u pogledu procenta blasta u koStanoj srzi, broja trombocita (p=0,59; p=0,15,
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U-test), kao ni u pogledu prisustva hemoragijskog sindroma, splenomegalije i hepatomegalije

(p=0,6; p=0,7; p=0,9, Hi-kvadrat test).

Ispitivanjem povezanosti FLT3/ITD mutacija i ekspresije mijeloidnih markera na povrsini
Celije, statisti¢ka znadajnost je nadena samo u slu¢aju ekspresije CD34 markera (p=0,03, Hi-

kvadrat test). Prisustvo FLT3/ITD mutacije je povezano sa CD34 statusom.

Pacijenti su na osnovu FAB kriterijuma (Bennet JM, 1985) klasifikovani u pojedinaéne grupe.
Najvisa ucestalost FLT3/ITD mutacije primecena je kod M5 grupe 3/8(37,5%), MO 2/6(33,3%)
i M4 grupe 4/20(20%). Najvi$a uéestalost FLT3/D835 mutacije je primeéena kod M4 grupe
3/20(15%) (Tabela 11. 12.).

Tabela 11. FLT3 i NPM1 mutacioni status i klini¢ke karakteristike obolelih od AML.

FLT3/ITD* FLT3/D835" FLT3" NPM1* NPM1 /:III-:I-\:l
broj pacijenata(%) 16(17,4) 7(7,6) 69(75) 17(18,5) 75(18,5) 61(66,3)
pol (muki/Zenski) 10/6 4/3 39/30 11/6 42/33 34/27
Starost 48(20-63) 50(39-59) 50(16-75) 53(20-69) 48,5(16-75) 46,5(16-75)
FAB
MO 2 4 6 4
M1 2 10 6 6
M2 3 S 23 3 26 23
M3 1 1 8 il 9 8
M4 4 3 13 2 18 12
M5 3 5 5 3 2
M6 2 2
bifenotipska 4 5 4
z;? ;;:::)C“a 33,0 100,0 13,0 21,6 13,4 12,0
prognosticka
grupa
povoljna 1 3 15 2 17 15
intermedijerna 13 3 35 12 39 30
nepovoljna 1 12 13 12
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Od ukupno 92 pacijenta, rezultati analize kariotipa bili su dostupni za 83 pacijenata.
Translokacija t(15;17) je bila prisutna kod 10 pacijenata, t(8;21) je nadena kod 2, a inv16 je
nadena kod 6 pacijenata. Kod 3 pacijenta utvdeno je prisustvo t(9;22) koja je retka kod
obolelih od AML, osim u sluéaju bifenotipske leukemije (Tabela 12.). Najbrojniji su bili
pacijenti sa normalnim kariotipom (44 pacijenta), dok su pacijenti sa razli¢itim numerickim i

stukturnim promenama hromozoma smeSsteni u grupu ,ostali“ (18 pacijenata).

Tabela 11. Zastupljenost FLT3 i NPM1 mutacija prema FAB podtipovima i citogenetskom nalazu.

FAB grupa pac?j::a & citogenetika FLT3/ITD* FLT3/D835° NPM1'
MO 6
4 normalan kariotip il
2 neuspela 1
M1 12
9 normalan kariotip 2 5
1 t(9;22)
2 neuspela 1
M2 29
17 normalan kariotip 2 2 3
8 ostalo 1
2 t(8;21)
1 (9;22)
1 neuspela 1
M3 10
10 1(15;17) 1 1 1
M4 20
8 ostalo 1
6 invl16 2 1
5 normalan kariotip 3
1 neuspela il
M5 8
5 normalan kariotip 3
2, neuspela 1
1 ostalo
M6 2
1 normalan kariotip
1 neuspela
bifenotipska 5
3 normalan kariotip il
1 t(9;22)
1 ostalo
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Pacijenti su na osnovu citogenetskog nalaza podeljeni u 3 prognosticke grupe;

1. Povoljnu —t(15;17), t(8;21), invl6

2. Nepovoljnu —(-5), (-7), del(5q), kompleskan kariotip

3. Intermedijernu — normalan kariotip, +8, +21, del(7q) itd.
Intermedijerna grupa je veé¢im delom sadinjena od pacijenata sa normalnim kariotipom, 44
pacijenta, a 7 pacijenata je imalo aberantni kariotip. U povoljnoj prognostickoj grupi nalazilo
se 18 pacijenata, i to 10 pacijenata sa t(15/17), 6 pacijenata sa inv16 i dva pacijenta sa

t(8;21), a u grupi nepovoljne prognoze bilo je 13 pacijenata.

Ucestalost FLT3/ITD mutacija je bila najveéa kod intermedijerne grupe pacijenata, 13 od 38

(25,5%), dok je u drugim prognostickim grupama ucestalost bila mnogo manja.

Kompletna remisija bolesti je postignuta kod 10/23 FLT3® pacijenta. Stopa postizanja
kompletne remisije bila je znagajno niZa od one kod FLT3 pacijenata (p=0,04, Hi-kvadrat

test).

Medijana duZine trajanja remisije kod celokupne grupe pacijenata je iznosila 12 meseci, dok
je kod FLT3/ITD ona iznosila 10 meseci. Nije pronadena statisticki znacajna razlika izmedu

FLT3/ITD" i FLT3/ITD u pogledu duZine trajanja remisije (p=0,56, Log-rank) (Slika 16.).
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Slika 16. Kaplan-Majer kriva duZine trajanja remisije FLT3/ITD" (7 sludajeva, 4 cenzurisana) i FLT3/ITD (36
sluéajeva, 7 cenzurisanih) pacijenata.
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Medijana ukupnog preZivijavanja kod FLT3/ITD® pacijenata iznosila je 4 meseca, $to je
znatno nize od FLT3/ITD pacijenata gde je ona iznosila 10 meseci. Kaplan-Majer analizom

ukupnog preZivljavanja izmedu ove dve grupe pacijenata pokazana je statisticki znacajna

razlika (p=0,004, Log-rank) (Slika 17.).
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Slika 17. Kaplan-Majer kriva ukupnog preZivljavanja FLT3/ITD" (16 sluéajeva, 7 cenzurisanih) i FLT3/ITD (71
sluéaj, 33 cenzurisana) pacijenata.

Od ukupno 16 FLT3/ITD" pacijenata, njih 12 su imali normalan kariotip, pa smo se zato
odlugili da posebno analiziramo uticaj FLT3//TD mutacije u grupi AML pacijenata sa

normalnim kariotipom (AML-NK).

Nije bilo razlike u duZini trajanja remisije izmedu FLT3/ITD® i FLT3/ITD pacijenata. Kod
FLT3/ITD" ukupno preZivljavanje je bilo samo 4 meseca (medijana), sto je znatno nize od
ukupnog prefivljavanja FLT3/ITD pacijenata, 10 meseci (medijana). Ovo, medutim, nije

potvrdeno Kaplan-Mejer analizom (p=0,11, Log-rank) (Slika 18.).
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Slika 18. Kaplan-Majer kriva ukupnog prefivljavanja FLT3/ITD" (12 sluajeva, 5 cenzurisanih) i FLT3/ITD™ (30
slucajeva, 10 cenzurisana) AML-NK pacijenata.

Zbog toga $to je registrovano samo 7/92 sluéajeva FLT3/D835" pacijenata, konacni zakljucci
o uticaju ove mutacije na duZinu trajanja remisije kao i na ukupno preZivljavanje AML

pacijenata nisu mogli biti doneseni.

Il - 2.1.a) DuZina FLT3/ITD duplikacije i odnos ITD/wt

DuZina prisutne duplikacije je utvrdena primenom tehnike sekcenciranja u svih 16 FLT3/ITD"

pacijenata (Tabela 13.).

Tabela 13. FLT3/ITD" AML pacijenti; duzina duplikacije i odnos ITD/wt

Redni i redni Ll

birbi vellc!na i odnos 67 vehc.ma i odnos
B duplikacije ITD/wt Sasiiatits duplikacije ITD/wt
s 81 bp 0,52 9. 82 bp 0,42
2 24 bp 0,77 10. 84 bp 8,6

3. 37 bp 0,52 14 100 bp 0,15
4. 67 bp 0,1 12. 24 bp 0,28
5. 34 bp 0,35 13 78 bp 12

6. 69 bp 0,22 14. 84 bp 0,81
7. 33 bp 0,32 15 60 bp 0,55
8. 24 bp 0,1 16. 62 bp 0,41
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DuZina nadenih duplikacija je varirala od 24 do 100 bp (medijana 64,5). DuZina FLT3/ITD
duplikacije nije bila u korelaciji sa brojem leukocita (R=-0,05, p=0,86), staro3¢u bolesnika
(R=-0,29. p=0,269), procentom blasta u krvi (R=-0,16, p=0,53), procentom blasta u kostanoj
srzi (R=0,07, p=0,78), niti sa vrednostima odnosa ITD/wt (R=0,28, p=0,29).

Na osnovu medijane duzine duplikacije, FLT3/ITD" pacijenti su podeljeni u 2 grupe; grupu sa
kratkom duplikacijom (<64 bp) i grupu sa dugatkom duplikacijom (> 64 bp).

Stopa postizanja kompletne klinicke remisije bila je znaajno visa u grupi sa duZom
duplikacijom (87,5%) u odnosu na grupu sa kraéom duplikacijom (14,3%) (p=0,04, Hi-kvadrat
test) (Slika 19.).
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Slika 19. Grafi¢ki prikaz raspodele FLT3/ITD" pacijenata koji su jesu/nisu postigli kompletnu remisiju u odnosu
na duzinu duplikacije.

Univarijantnom Kaplan-Mejer analizom nije utvrdeno postojanje statisticki znacajne razlike
izmedu grupa pacijenata sa duzom i sa kracom FLT3/ITD duplikacijom u duZini trajanja
remisije (p=0,35, Log-rank) i ukupnom preZivljavanju pacijenata (p=0,25, Log-rank) (Slika

20.).
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Slika 20. Kaplan-Majer kriva ukupnog preZivijavanja pacijenata sa duzom FLT3/ITD duplikacijom (8 slu¢ajeva, 3
cenzurisana) i kraéom FLT3/ITD duplikacijom (8 slu¢ajeva, 4 cenzurisana).

Kvantitativna analiza odnosa amplifikovanog /TD mutiranog fragmenta u odnosu na wt,
nemutiran fragment (/TD/wt odnos) je odreden primenom ,lab-on-chip“ tehnologije na
2100 Bioanalyze-ru (Agilent) (Slika 21.). Ukoliko je u posmatranom uzorku procenat
leukemiénih ¢éelija koje eksprimiraju mutirani FLT3//TD manji od procenta celija koje
eksprimiraju normalan, wt FLT3, onda ¢e odnos ITD/wt imati vrednost <1, a ako je taj
procenat FLT3/ITD mutiranih Celija jednak ili veci od procenta FLT3 wt ¢elija onda ¢e odnos

ITD/wt imati vrednosti 21.

Vrednost /TD/wt odnosa medu nadim AML pacijentima je varirala od 0,1 do 8,6, sa
medijanom vrednosti od 0,41. Nije utvrdeno postojanje znadajne korelacije izmedu
utvrdene vrednosti ITD/wt odnosa i drugih klini¢kih karakteristika kao 3to su; broj leukocita
(R=-0,13, p=0,62), procenat blasta u krvi (R=0,05, p=0,85) i procenat blasta u koStanoj srii
(R=0,35,p=0,17).
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Slika 21. Kapilarna elektroforeza PCR produkta pacijenata pozitivnih za FLT3/ITD mutaciju. Elektroforetogrami
pacijenta sa niskim ITD/wt odnosom (uzorak 2), sa ITD/wt odnosom =1 (uzorak1) i sa visokim ITD/wt odnosom
(uzorak 6).
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Na osnovu medijane vrednosti ITD/wt odnosa, FLT3/ITD" pacijenti su podeljeni u 2 grupe;

grupu sa niskim /TD/wt odnosom (<0,415) i grupu sa visokim odnosom (> 0,415).

Nije uofeno postojanje razlike izmedu ove dve grupe u pogledu postizanja kompletne

remisije, duZine trajanja remisije kao i ukupnog preZivljavanja (p=0,91, Log-rank) (Slika 22.).
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Slika 19. Kaplan-Majer kriva ukupnog prezivljavanja pacijenata sa nizim ITD/wt odnosom (7 slucajeva, 4
cenzurisana) i visim ITD/wt odnosom (9 slu¢ajeva, 3 cenzurisana).

Il 2.2. Detekcija mutacija u NPM1 genu

Mutacije u genu za nukleofozmin su registrovane kod 17 od ukupno 92 adultna AML
pacijenta (18,5%). Postojala je jasna korelacija izmedu prisustva NPM1 i FLT3 mutacija
(p=0,003, Hi-kvadrat test) (Tabela 11.). Naime, kod 9 od 17 NPM1" pacijenata (53%)
prisustvo NPM1 mutacija je bilo udruZeno sa prisustvom mutacija u FLT3 genu. Kod 6
pacijenata NPM1 mutacije su bile udruiene sa prisustvom FLT3/ITD mutacija
(66,7%)(p=0,03, Hi-kvadrat test), a kod 3 pacijenta ove mutacije su bile udruZene sa

prisustvom FLT3/D835 mutacije (33,3%)(p=0,08, Hi-kvadrat test).

Detektovane NPM1 mutacije su najéesée bile A tipa, u 15 od 17 pacijenata (88,2%), dok su u

preostala dva pacijenta pronadene mutacije tipa D i mutacija tipa K (Tabela 14.).
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Tabela 14. Nukleotidne i proteinske sekvence NPM1 mutacija nadenih u ovoj studiji. Insertovani nukleotidi su
obelezeni crvenom bojom.

Tip :

mitaclic nukleotidna sekvenca proteinska sekvenca
Wt ctct g gcag t ggaggaagtctctttaagaaaatag 286-DLWQWRKSL
e ctct gTCTG gcag t ggaggaagtcictttaagaaaatag  286-DLCLAVEEVSLRK
D ctct gCCTG gcag t ggaggaagtctctttaagaaaatag ~ 286-DLCLAVEEVSLRK
K ctct g gcag tCCCTTTCCA aagtctctttaagaaaatag 286-DWQSLSKVSLRK

Ucestalost NPM1 mutacija je bila razli¢ita u razliéitim FAB grupama (p=0,003, Fierov

egzaktni test), najvisa u M5 (62,5%) i M1 (50%) grupi, a najniza u M2 i M4 grupi (10%).

Nije uo&ena statisticki znacajna veza izmedu prisustva NPM1 mutacija i broja leukocita,

procenta blasta u krvi i u ko3tanoj srZi (p=0,15, p=0,32 i p=0,11, U-test).

Kao i u slu¢aju FLT3/ITD mutacije, prisustvo NPM1 mutacija je bilo povezano sa ekspresijom
CD34 povrsinskog markera (p=0,003, Hi-kvadrat test). U 80% sluCajeva prisustvo NPM1

mutacije bilo u vezi sa CD34 statusom.

U 12 od 17 NPM1" sluéajeva (85,7%), radi se o pacijentima koji pripadaju intermedijernoj
prognostitkoj grupi, tafnije u pitanju su pacijenti sa normalnim kariotipom (AML-NK
pacijenti). Druga 2 NPM1" pacijenta su pripadala povoljnoj prognostickoj grupi (jedan je bio
t(15;17)", a drugi inv16’). NPM1 mutacije nisu detektovane medu pacijentima sa loSom

prognozom.

Kompletna remisija bolesti je postignuta kod 7/17 NPM1* pacijenta. Stopa postizanja
kompletne remisije kod NPM1* pacijenata bila je znagajno niZza od one koja je nadena kod
NPM1 /FLT3 pacijenata (p=0,02, Hi-kvadrat test). U sluaju kada su iz proracuna izbaceni
NPM1*/FLT3" dvostruko pozitivni pacijenti (9 pacijenata) kao i pacijenti pozitivni samo za
FLT3 mutacije, uticaj NPM1 mutacije na smanjenje stope postizanja kompletne remisije bio
je jo$ vedi (p=0,008, Hi-kvadrat test), i kompletna remisija je postignuta kod samo 2 od 8

NPM1" pacijenata.
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Medijana duZine trajanja remisije kod celokupne grupe pacijenata je iznosila 12 meseci, dok
je kod NPM1" ona iznosila 10,5 meseci. Nije pronadena statisticki zna¢ajna razlika izmedu

NPM1" i NPM1 u pogledu preZivljavanja bez pojave bolesti (p=0,38, Log-rank).

Medijana ukupnog preZivlijavanja kod NPM1" pacijenata iznosila je 4 meseca, dok je kod
NPM ona iznosila 10 meseci. Kaplan-Majer analizom ukupnog preZivljavanja izmedu ove dve

grupe pacijenata pokazana je statisticki znacajna razlika (p=0,015, Log-rank) (Slika 23.).
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Slika 23. Kaplan-Majer kriva ukupnog prezivljavanja NPM1" pacijenata (17 sluéajeva, 10 cenzurisanih) i NPM1'
pacijenata (70 slu¢ajeva, 22 cenzurisana).
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III - 3. Detekcija FLT3 i NPM1 mutacija kod dece obolele od AML

Nasa studija je obuhvatila 42 pedijatrijska pacijenta obolelih od de novo AML koje smo

analizirali na prisustvo FLT3 mutacija. Od njih 37 je analizirano na prisustvo NPM1 mutacija.

FLT3 mutacije su detektovane u 4/42 pacijenta (9,5%), a frekvencije FLT3/ITD i FLT3/D835
mutacija bile su podjednake 2/42 (4,7%) (Tabela 15.).

Tabela 15. FLT3 i NPM1 mutacioni status i klini¢ki parametri pedijatrijskih AML pacijenata.

FLT3/ITD* FLT3/D835" FLT3 NPM.J:
mutacije
Broj pacijenata (%) 2(4,7) 2(4,7) 38(90,5) 1(2,7)
Pol muski/zZenski 1/1 0/2 20/18 0/1
s <ot 123 03 . -
FAB
M1 5
M2 7l 1 13 il
M3 1(M3v) 5
M4 1 9
M5 2
M6 il
M7 3
Broj Iey‘kocita (x 10° ./L) 158,6 69,35 53,6 69,7
(medijana vrednosti)
Kariotip
Abnormalan Te(a5:17)) 0 1t(11:17)) 117/
Neuspeo 1 14d:
Normalan il 10 il
Neuspeh indukcione terapije 1 1 4 0

Kod analiziranih pacijenata nije postojala statisticki znaajna razlika izmedu FLT3" i FLT3
pacijenata u odnosu na pol i uzrast (p=0,06; p=0,068, U-test). Takode nije postojala statisticki
znadajna razlika u pocetnom broju leukocita izmedu FLT3/ITD" i FLT3/ITD pacijenata
(p=0,114, U-test).
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FLT3/ITD mutacija je detektovana samo u 2 slucaja; kod jednog dedaka koji nikada nije
dostigao stanje kompletne remisije, i kod jo3 jednog pacijenta sa mikrogranularnom
varijantom APL (M3v) koji se nalazi u dugotrajnoj kontinuiranoj remisiji. Sekvenciranjem je
pokazano da se u oba FLT3/ITD" sluéaja radi o ,in-frame” duplikacijama koje ne remete okvir
Citanja, i obe su se nalazile u egzonu 14 koji kodira jukstamembranski domen FLT3 proteina.
Otvoreni okvir Citanja transkripta je u jednom sluéaju odrzan Cistim prisustvom duplikacije

od 24 bp, dok je u drugom sluéaju doslo i do insercije od 4 bp na mestu duplikacije od 48 bp.

FLT3/D835 mutacija je bila prisutna kod pacijenta sa t(11;17)(q23.921) koji je pokazao
izuzetnu rezistenciju na terapiju, i pored izvriene transplantacije doslo je do smrtnog ishoda.
Drugi FLT3/D835" pacijent je relapsirao posle godinu dana, pri ¢emu je doslo do reverzije
mutacionog statusa iz FLT3/D835" u FLT3/ITD*. Duplikacija /TD u relapsiranom uzorku
iznosila je 107 bp (Slika 24.). Ovaj pacijent je takode bio nosilac NPM1 mutacije Ciji se status

nije menjao u toku bolesti.

-_— . 325 bp
-
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Slika 24. Detekcija FLT3/ITD mutacije. Gore: 1-PCR produkt relapsiranog uzorka (duplikacija 107 bp), 2-DNK
marker (100 bp), 3-PCR produkt wt-FLT3. Dole: Hromatogram dela sekvence FLT3/ITD mutacije (duplikacija 107
bp obeleZena zutom bojom).
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Medu analiziranim pedijatrijskim AML pacijentima NPM1 mutacija je bila prisutna u 1/37
(2,7%) sluCajeva. Nadena mutacija je bila heterozigotna, Q tipa (Falini B, 2006). Suprotno
prethodno prijavljenim slu¢ajevima u kojoj je Q tip mutacije predstavljao inserciju od 4 bp
(AGGA), u nasem sludaju sekvenca 4 bp insercije bila je CGGA, ali je amino-kiselinska

sekvenca bila potpuno ista; 286-DLWQRMEEVSLRK umesto wt sekvence 286-DLWQWRKSL.

Statisticki znacajna razlika izmedu FLT3 i FLT3" pacijenata je primeéena u odgovoru na
indukcionu terapiju, odnosno u stopi postizanja kompletne remisije (p=0,047, Hi-kvadrat
test). Naime, neuspeh indukcione terapije je primecen kod 4 od 30 FLT3" pacijenata kod kojih
je stanje remisije postignuto nakon primenjene indukcione terapije, dok je kod FLT3’

pacijenata neuspeh indukcione terapije primecen kod 2/4 pacijenata.

Nakon 63 meseca, Sto predstavlia medijanu ukupnog pracenja bolesnika, kod FLT3
prezivljavanje bez pojave bolesti bilo je 45% (Cl, 42,23-82,62,), dok je ukupno preZivljavanje
ove grupe pacijenata bilo 44% (Cl 40,89-78,63). Grupa APL pacijenata koji su bili FLT3 imala
je ukupno prezivljavanje 39% (Cl 6,74-70,93).
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Slika 25. Kaplan Majer kriva prezivljavanja dece obolele od AML koji su nosioci FLT3 mutacije. Zbog malog broja
pacijenata statisti¢ka obrada nije mogla biti izvedena.
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SazZetak

Mutacije u genu za FLT3 u leukemogenezi

Kod 92 pacijenta obolela od adultne AML FLT3 mutacije su bile prisutne u 25%
slu€ajeva; FLT3/ITD u 17,4%, a FLT3/D835 u 7,6% slucajeva. Prisustvo FLT3/ITD
mutacije je bilo u znacajnoj vezi sa poveéanim brojem leukocita, veéim procentom
blasta u perifernoj krvi, CD34 statusom i normalnim kariotipom. Nosioci FLT3
mutacija imali su niZu stopu postizanja kompletne remisije, a pacijenti pozitivni za
FLT3/ITD mutaciju imali su znalajno krace ukupno preZivljavanje od FLT3/ITD
pacijenata. Duzina FLT3/ITD duplikacije kao i veli¢éina odnosa ITD/wt nisu bile
povezane sa odredenom klinickim karakteristilkama, niti su imale bilo kakvog uticaja
na prognozu i ishod bolesti.

Kod decijih AML pacijenta FLT3 mutacije su detektovane u 4 od 42 pacijenta (9,5%), a
frekvencije FLT3/ITD i FLT3/D835 mutacija bile su podjednake, 4,7%. FLT3" pacijenti
su umali znacajno niZu stopu postizanja kompletne remisije u odnosu na FLT3
pacijente. Uticaj FLT3 mutacija na ukupno preZivljavanje pedijatrijskih AML

pacijenata, nije utvrden zbog njihove male ucestalosti.

NPM1 mutacije u leukemogenezi

U studiji koja je obuhvatila 92 adultna AML pacijenta, u€estalost NPM1 mutacija bila
je 18,5%, dok je kod 42 pedijatrijska AML bolesnika, ona bila prisutna samo kod
jednog pacijenta. Detektovane NPM1 mutacije kod adultnih pacijenata su najce3ce
bile-A tipa (88,2%), dok su mutacije tipa D i mutacija tipa K nadene u po jednom
slu¢aju. Kod pedijatrijskih pacijenata, jedina detektovana mutacija je bila retka
mutacija tipa Q. Postojanje ocigledne razlike u frekvenciji i u tipu NPM1 mutacija
izmedu adultne i pedijatrijske AML, govori u prilog pretpostavci o postojanju razlicite
biologije i etiologije AML kod ove dve grupe pacijenata.

Ispitivanjem uticaja NPM1 mutacija na prognozu i ishod bolesti, primeceno je da je
stopa postizanja kompletne remisije bila znatno niZa kod NPM1* u odnosu na NPM1’
pacijente. Prisustvo NPM1 mutacija nije imalo uticaja na duZinu trajanja remisije, ali
na nase veliko iznenadenje, njeno prisustvo je znacajno uticalo na smanjenje

ukupnog preZivljavanja obolelih. Nepovoljan prognostici uticaj koji NPM1 mutacije
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imaju u naoj grupi pacijenata se moZe objasniti time $to su one u 66,7% slu¢ajeva
bile udruZene sa FLT3/ITD mutacijama za koje je pokazano da imaju negativan
prognosticki znacaj.

U naSoj studiji, prisustvo NPM1 mutacije je znagajno povezano sa prisustvom FLT3
mutacija i normalnim kariotipom, i kod adultnih i kod pedijatrijskih AML pacijenata.
NPM1 mutacija je u nasoj grupi adultnih AML-NK pacijenata bila zastupljena u 27%
slu€ajeva, od toga je u 66,7% slucajeva bila vezana sa FLT3//TD mutacijon, dok je u

33,3% slucajeva bila udruzena sa FLT3/D835 mutacijom.

UdruZenost NPM1 i FLT3 mutacija u leukemogenezi

UdruZenost FLT3 i NPM1 mutacija predstavlja jedan od najboljih primera tzv. ,2 hit”
hipoteze nastanka leukemiaja, koja govori o tome da je za malignu transformaciju
Celije neophodno prisustvo najmanje 2 mutacije. Prema ovoj hipotezi, mutacije u
genu za NPM dovode do zaustavljanja éelijskog ciklusa, poremecaja u apoptozi i do
poveéanja genomske nestabilnosti Celije, dok FLT3 mutacije obezbeduju visok

proliferativni kapacitet i selektivhu prednost ve¢ mutiranih celija.

Doktorska disertacija Bioloski fakultet, Univerzitet u Beogradu, 2010 79



Natasa Tosi¢ Rezultati

I11 - 4. Ekspresija FLT3 gena

Ekspresija FLT3 je pracena ,real-time“- PCR metodom. Relativni nivo ekspresije je odreden
primenom ddCt metode, gde su kao kalibrator koris¢ene zdrave kontrole. Nivo ekspresije

izrazen je u relativnim jedinicama (RU).

Il - 4.1. Ekspresija FLT3 gena kod obolelih od AML

Analizirano je ukupno 48 pacijenata obolelih od AML; 44 adultnih pacijenata (40 sa de novo
AML i 4 pacijenta u relapsu bolesti), 4 pedijatrijska pacijenta i 6 uzoraka zdravih kontrola.
Srednja vrednost ekspresije FLT3 medu obolelima od ove bolesti je 18,5+2,7, a medijana
iznosi 10,2 (1,1-70,0). Ovaj nivo ekspresije je izrazito visi od ekspresije nadene kod zdravih
kontrola (srednja vrednost 1,1+0,4, medijana 1,0 (0,1-2,6)) Sto je pokazano i statisticki U-

testom (p=0,0001) (Slika 26.).
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Slika 26. Box-plot graficki prikaz ekspresije FLT3 (RU) kod AML pacijenata i kod zdravih kontrola. Horizontalne

linije predstavljaju vrednosti medijane.

Nivo ekspresije FLT3 je razlitita kod razli¢itih FAB grupa. Najveca medijana nivoa ekpresije je
medu pacijentima M4 grupe i iznosi 35,4 (3,4-70), a najniZa je kod M2 grupe pacijenata 5,8

(1,1-32,0). Analizom varijanse (Kruskal-Volis test) nije utvrdeno postojanje statisticki
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znacajne razlike izmedu grupa, mada je tome sigurno doprineo veoma mali broj pacijenata u

pojedinim grupama (Slika 27.).
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Slika 27. Box-plot grafi¢ki prikaz ekspresije FLT3 (RU) po FAB grupama. Horizontalne linije predstavljaju

vrednosti medijane. n — predstavlja broj pacijenata u grupi. Deciji AML pacijenti su izdvojeni u posebnu grupu.

Na osnovu citogenetskih nalaza pacijenti su podeljuni u 6 grupa; t(8/21) (n=1), inv16 (n=3),

t(15/17) (n=22), normalan kariotip (n=10), ,ostali“ (n=8) i pedijatrijska AML (n=4).
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Slika 28. Box-plot graficki prikaz ekspresije FLT3 na osnovu kariotipa pacijenata. Iz najbrojnije grupe pacijenata
koji su pozitivni za t(15/17) izdvojeno je 4 pacijenata koji nisu de novo AML, veé su se nalazili u relapsu bolesti.
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Analizom varijanse (Kruskal-Volis test) nije utvrdeno postojanje statisticki znacajne razlike
izmedu grupa sa razli¢itim kariotipom. Najniza vrednost medijane zapaZena je medu
pedijatrijskim AML pacijentima (5,55) i adultnim APL pacijentima (6,17), a najvisa medu

relapsiranim APL pacijentima (32,65) i pacijentima sa inv16 (19,09) (Slika 28.)

Na osnovu kariotipa oboleli od AML su podeljeni u 3 prognosticke grupe; povoljnu,
nepovoljnu i intermedijernu. Kao i prilikom prethodne analize, nije potvrdeno postojanje
statisticki znacajnih razlika izmedu grupa u nasem uzorku, ali je primeceno da je medijana
vrednosti ekspresije najniZz kod povoljne prognostitke grupe (6,38), a najvisa kod

nepovoljne prognosticke grupe (18,35).

Na osnovu analize ROC krive odredena je ,cut-off” vrednost nivoa ekspresije iznad koje se
smatra da je uzorak pozitivan za ekspresiju FLT3, iona je iznosila 2,74 RU (osetljivost-77,1%,
specifi¢nost-0%). Nakon toga nasa grupa AML pacijenata imala je 36 pacijenata pozitivnih za
FLT3 ekspresiju. Najvise pacijenata negativnih za FLT3 ekspresiju bilo je iz grupe pacijenata sa
povoljnom prognozom (t(15/17) pozitivni), i to 4, dva pacijenta iz grupe sa normalnim
kariotipom (intermedijerna prognostitka grupa), jedan je bio pedijatrijski slucaj, a ¢etvoro su

spadali u grupu sa loSom prognozom.

Kako bi ispitali uticaj nivoa ekspresije FLT3 na prognozu bolesti, kao i povezanost sa drugim
prognostickim parametrima, podelili smo pacijente na one sa visokim i niskim nivoom
ekspresije. Kao referentna vrednost posluzila nam je srednja vrednost ekspresije ukupnog

uzorka koja iznosi 18,5+2,7 RU (,,cut-off” je 20 RU) (Slika 29.).
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Slika 29. Tagkasti dijagram ekspresije FLT3 po prognostickim grupama. ,,Cut-off“ vrednost je 20 RU.

Skoro svi pacijenti iz nepovoljne prognosti¢ke grupe su imali visoku ekspresiju FLT3, 3to je
slu¢aj i sa relapsiranim t(15/17)" pacijentima. Vecina pacijenata sa povoljnom prognozom
imala je nizak nivo ekspresije, $to je bio sluéaj i kod pedijatrijskih AML, sa izuzetkom jednog
pacijenta koji je bio FLT3/ITD. Prisustvo ove mutacije inafe predstavlja nepovoljan
prognosticki marker, ali zbog malog broja pozitivnih pacijenata, mozemo je posmatrati samo
u svetlu pojedinaénih slu¢ajeva. Naime, prisustvo FLT3 mutacija je detektovano kod veoma
malog broja pacijenata; FLT3/ITD kod 4 pacijenata, a FLT3/D835 kod 6 pacijenata. Nosioci
ovih mutacija nisu pokazivali sklonost bilo ka visokoj ili niskoj ekspresiji FLT3. Na osnovu toga
je zaklju¢eno da mutacioni status FLT3 gena nema znacajan uticaj na nivo ekspresije FLT3 u

nasoj grupi pacijenata.

Statisti¢cki znadajna veza izmedu nivoa ekspresije FLT3 i prognoze bolesti pokazana je
Fiserovim egzaktnim testom (p=0,0001), osim u slucaju intermedijerne prognosticke grupe.
Za potrebe ove analize pacijente koji su relapsirali i pacijente sa FLT3/ITD® mutacijom svrstali
smo u grupu sa nepovoljnom prognozom, a pedijatrijske slu¢ajeve smo raspodelili u

odredene prognosticke grupe na osnovu njihovog kariotipa (Slika 30.).
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Kod pacijenata iz intermedijerne prognosti¢ke grupe nije pokazana znatajna veza izmedu

visine ekspresije FLT3 i drugih prognosticki znacajnih parametara kao $to su; Zivotno doba,
leukocitoza, serumski LDH i CD34".
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Slika 30. Graficki prikaz raspodele pacijenata po prognosti¢kim grupama u odnosu na visoki odnosno niski nivo
ekspresije FLT3.

Kaplan-Majer analizom izvrSeno je poredenje ukupnog preZivljavanja pacijenata sa visokom i
sa niskom ekspresijom FLT3. Ne postoji statisticki znacajna razlika u preZivljavanju izmedu
ove 2 grupe pacijenata (p=0,49; Log Rank) (Slika 31.). U ovu analizu nisu uklju€eni pacijenti

pozitivni za t(15/17), jer oni zbog visoko specifi¢ne terapije imaju bolje preZivijavanje.
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Slika 31. Kriva prefivljavanja pacijenata sa niskim i sa visokim nivoom ekspresije FLT3. Broj visoko
eksprimirajuéih pacijenata 9 (cenzurisani slucajevi 7), a nisko eksprimirajucih 7 (cenzurisani slu¢ajevi 1).
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Ekspresija FLT3 je pracena ne samo na po&etku bolesti, ve¢ i u kasnijim stadijumima le€enja.
Cetiri pacijenta koja su bila dostupna za pracenje, analizirana su u trenutku nakon
indukcione terapije, nakon konsolidacione terapije i u kompletnoj remisiji, odnosno prilikom
relapsa bolesti. Primec¢eno je da ekspresija FLT3 nakon indukcione terapije brzo opada na
nivo naden kod zdravih kontrola i ostaje niska kod pacijenta u remisiji bolesti (pacijent 303),
dok kod drugih pacijenata ona raste, vracajuci se na nivo sa pocCetka bolesti (u slucaju
pacijenta 277 u molekularnom relapsu), ili je ¢ak i premasuje (kod pacijenta 253 u klinickom

relapsu sa reverzijom FLT3/D835 mutacije u FLT3/ITD mutaciju) (Slika 32).

40 e —

| 35 +— A

30 +

25 1 |

; 5 «=g==pacijent303
| 74 s EEC E e AR R e

== pacijent277

T g AR a1 —fe—pacijent 253

10 +——

5

prezentacija 3 meseca 6 meseci relaps

Slika 32. Graficki prikaz relativne ekspresije FLT3 u razli¢itim fazama bolesti.

11l - 4.2. Ekspresija FLT3 gena kod obolelih od ALL

Nivo ekspresije FLT3 je ispitivan i kod pedijatrijskih pacijenata obolelih od ALL. Analizirano je
12 pacijenata i srednja vrednost ekspresije FLT3 bila je 20,18+6,35, a medijana je iznosila
10,19 (0,71-68,4). Ovaj nivo ekspresije je izrazito visi od ekspresije nadene kod zdravih
kontrola (srednja vrednost 1,1+0,4, medijana 1,0 (0,1-2,6)) Sto je pokazano i statisticki, U-

testom (p=0,003) (Slika 33.).

Doktorska disertacija Bioloski fakultet, Univerzitet u Beogradu, 2010 85



Natasa Tosi¢ Rezultati

60

407

207

Relativna ekspresija Fit3 (RU)

0_ T

T T
Zdrave kontrole pedijatrijska ALL

Slika 33. Box-plot graficki prikaz ekspresije FLT3 kod ALL pacijenata i zdravih kontrola. Horizontalne linije
predstavljaju medijane vrednosti ekspresije u svakoj grupi.

Analizom varijanse (Kruskal-Volis test) nije utvrdeno postojanje statisticki znacajne razlike

izmedu grupa sa razli¢itim kariotipom (p=0,385).

Uvodenjem ,,cut-off” vrednosti ekspresije FLT3, u vidu medijane ekspresije zapazene kod
svih posmatranih ALL pacijenata (10 RU), dobili smo dve grupe pacijenata sa visokom i
niskom ekspresijom FLT3. Raspodela visoko i nisko eksprimirajuc¢ih pacijenata bila je u
potpunosti podjednaka kod svih rizicnih grupa na osnovu ¢ega smo zakljucili da ne postoji

povezanost visine FLT3 ekspresije i prognoze bolesti (Slika 34.).

3 FLT3 ekspresija
Clniska

I M visoka
=
]
£in
® 2
—
o
(]
Q.
> 5
Y.
L0

0

s Wik riermodieran

grupe rizika

Slika 34. Raspodela FLT3 visoko i nisko eksprimirajucih ALL pacijenata po kategorijama rizika.
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Kaplan-Majer analizom izvrieno je poredenje ukupnog prefivljavanja ALL pacijenata sa
visokom i sa niskom ekspresijom FLT3. Ne postoji statisti¢ki znagajna razlika u preZivljavanju

izmedu ove 2 grupe pacijenata (p=0,429, Log Rank) (Slika 35.).
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Slika 35. Kriva prezivljavanja ALL pacijenata sa niskom i visokom ekspresijom FLT3. Broj pacijenata sa visokom
FLT3 ekspresijom je 6 (cenzurisani slucajevi 1), a sa niskom ekspresijom je 6.

Sazetak

e Ispitivanje ekspresije FLT3 gena kod 48 AML i 12 pedijatrijskih ALL pacijenata je
pokazalo da je ekspresija ovog gena kod obolelih znatno vida od one detektovane
kod zdravih kontrola. Takode, pokazana je znacajna povezanost visokog nivoa
ekspresije FLT3 sa nepovoljnom prognozom. Ispitivanjem nivoa ekspresije FLT3 gena
u razli¢itim vremenskim periodima u toku lecenja, primeceno je da ona nakon
indukcione terapije brzo pada na nivo naden kod zdravih kontrola i ostaje niska kod
pacijenta u remisiji bolesti, dok kod pacijenata u relapsu bolesti ona raste, vracajuci
se na nivo sa pocetka bolesti ili je ¢ak i prema3uje. Ovi rezultati govore o potencijalu
koji FLT3 ekspresija ima kao moguci marker za pracenje MRB.
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III - 5. Ekspresija gena za FAS receptor (FAS)

Ekspresija FAS gena je pracena ,real-time“-PCR metodom. Relativni nivo ekspresije je
odreden primenom metode standardne krive. Nivo ekspresije izrazen je u relativnim

jedinicama (RU).

1l - 5.1. Ekspresija FAS gena kod obolelih od AML

Analizirano je ukupno 39 pacijenata obolelih od AML 35 adultnih pacijenata (31 sa de novo
AML i 4 pacijenta u relapsu bolesti), 4 pedijatrijska pacijenta i 6 uzoraka zdravih kontrola.
Srednja vrednost ekspresije FAS medu obolelima je 1,23440,293, a medijana iznosi 0,67
(0,00-10,13). Ovaj nivo ekspresije je nesto niZi od ekspresije nadene kod zdravih kontrola
(srednja vrednost 1,41+0,396, medijana 1,053 (0,482-2,6), ali ta razlika nije imala statisticki
znacaj (p=0,151, U-test) (Slika 36.).
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Slika 36. Box-plot graficki prikaz ekspresije FAS kod AML pacijenata i kod zdravih kontrola. Horizontalne linije
predstavljaju vrednosti medijane.
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Poredenjem ekspresije FAS kod razli¢itih FAB grupa nisu uocene znacajne razlike. Primeéeno
je postojanje Sireg opsega vrednosti ekspresije kod M2 i M3 grupe koji izlazi iz okvira

vrednosti nadenih u zdravim kontrolama (Slika 37.).
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Slika 37. Box-plot prikaz ekspresije FAS u razli¢itim FAB grupama. Horizontalne linije predstavljaju medijanu
vrednosti ekspresije.

Na osnovu citogenetskih nalaza pacijenti su podeljeni u 4 grupe; t(8/21) (n=1), inv16 (n=3),

t(15/17) (n=20), normalan kariotip (n=4), , ostali“ (n=7) i pedijatrijska AML (n=4) (Slika 38.).
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Slika 38. Box-plot graficki prikaz ekspresije FAS na osnovu kariotipa pacijenata.
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Nije utvrdeno postojanje statisticki zna&ajnih razlika izmedu grupa sa razli€itim kariotipom

(p=0,59).

Oboleli od AML su podeljeni u 3 prognosticke grupe; povoljnu (pozitivni za t(15/17), t(8/21) i
inv16), intermedijernu (normalni kariotip) i nepovoljnu prognosticku grupu (del5, del7 i

drugo).
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Slika 39. Tackasti dijagram ekspresije FAS po prognostickim grupama. Crvena isprekidana linija predstavlja
cut-off’ vrednost od 0,67 RU.

Analizom varijanse (Kruskal-Volis test) nije utvrdeno postojanje statisticki znacajne razlike

izmedu prognostickih grupa po pitanju nivoa ekspresije FAS (p=0,768).

Kako bi ispitali uticaj nivoa ekspresije FAS na prognozu bolesti kao i povezanost sa drugim
prognosti¢kim parametrima, podelili smo pacijente na one sa visokim i niskim nivoom
ekspresije. Kao referentna vrednost posluZila nam je medijana vrednosti ekspresije ukupnog

uzorka obolelih od AML koja iznosi 0,67 RU (,,cut-off” vrednost) (Slika 39.).

Zastupljenost visoko i nisko eksprimirajucih pacijenata po prognostickim grupama bila je
skoro podjednaka, tj. ekspresija FAS nije pokazala povezanost sa nekom od prognostickih

grupa (Slika 40.).
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Slika 40. Prikaz raspodele pacijenata po prognostickim grupama u odnosu na visoku odnosno nisku ekspresiju
FAS.

lzu€avanjem nivoa ekspresije FAS gena kod CD34"/CD34 pacijenata primeéena je tendencija
da CD34" pacijenati imaju niZi nivo ekspresije FAS (7/10 pacijenata), ali ona nije bila

statisticki znacajna (p=0,121; Hi-kvadrat test nezavisnosti) (Slika 41.).
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Slika 41. Grafi¢ki prikaz zavisnosti prisustva CD34" éelija kod AML pacijenata i visine ekspresije FAS. Podaci o
CD34" su bili dostupni za 16/39 pacijenata.

Kaplan-Majer analizom izvrSeno je poredenje ukupnog preZivljavanja pacijenata sa visokom i
sa niskom ekspresijom FAS. Ne postoji statisticki znaCajna razlika u preZivljavanju izmedu

ove 2 grupe pacijenata (p=0,621, Log Rank) (Slika 42.).
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Slika 42. Kriva prezivljavanja pacijenata sa niskom i visokom ekspresijom Fas. Broj pacijenata sa visokom FAS
ekspresijom 17 (cenzurisani slu¢ajevi 5), a sa niskom ekspresijom 18 (cenzurisani slucajevi 5).

Il - 5.2. Ekspresija FAS gena kod obolelih od ALL

Nivo ekspresije FAS je ispitivan i kod pedijatrijskih pacijenata obolelih od ALL. Analizirano je
12 pacijenata i srednja vrednost ekspresije FAS bila je 0,395+0,066, a medijana je iznosila
0,459 (0,00-0,860). Ovaj nivo ekspresije je znacajno nizi od onog nadenog medu zdravim
kontrolama (srednja vrednost 1,41%0,396, medijana 1,053 (0,482-2,6) (p=0,009, U-test)
(Slika 43.).
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Slika 43. Box-plot grafi¢ki prikaz ekspresije FAS gena (RU) kod ALL pacijenata i kod zdravih kontrola.
Horizontalne linije predstavljaju vrednosti medijane.
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Ekspresija FAS gena kod grupa sa razli¢itim kariotipom je veoma razli€ita i na granici je

statisticke znacajnosti (p=0,059, Kruskal-Volis test) (Slika 44.).
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Slika 44. Box-plot graficki prikaz ekspresije FAS kod ALL pacijenata sa razli¢itim kariotipom.

Na osnovu kariotipa, imunofenotipa i drugih klinickih karakteristika pacijenti su podeljeni u

razli¢ite rizi€ne kategorije. Ekspresija FAS gena se nije znacajno razlikovala izmedu razlicitih

rizicnih grupa.

Uvodenjem ,cut-off” vrednosti ekspresije FAS u vidu medijane ekspresije zapaZzene kod svih
posmatranih ALL pacijenata (0,459 RU), dobili smo dve grupe pacijenata sa visokom i niskom
ekspresijom FAS. Raspodela visoko i nisko eksprimirajuéih pacijenata bila je u potpunosti
podjednaka kod svih riziénih grupa na osnovu ¢ega smo zaklju€ili da ne postoji povezanost

visine FAS ekspresije i prognoze bolesti (Slika 45.).

Doktorska disertacija Bioloski fakultet, Univerzitet u Beogradu, 2010 93



Natasa Tosi¢ Rezultati

3 Fas ekspresija
Cniska
s B visoka
]
£
@ 2
—
o
<
o
0 14
—
L0
0

I rfermoderan WIS

grupe rizika

Slika 45. Raspodela FAS visoko i nisko eksprimirajucih pacijenata po kategorijama rizika.

Kaplan-Majer analizom izvrieno je poredenje ukupnog preZivljavanja ALL pacijenata sa

visokom i sa niskom ekspresijom FAS. Ne postoiji statisticki znacajna razlika u preZivljavanju

izmedu ove 2 grupe pacijenata (p=0,510, Log Rank) (Slika 46.).

1.0+ Fas ekspresija
iniska
'g S ———— - visoka
0.8 i i |y niska-

i i censored
= \ s . visoka-
2 ':'esnosored
D 067
-

a

©

S 0.4

g 0,2
0,0

T T T T T T
B 5 6 7 8 9

ukupno prezivjavanje (meseci)

Slika 46. Kriva prezivljavanja ALL pacijenata sa niskom i visokom ekspresijom FAS. Broj pacijenata sa visokom
Fas ekspresijom 6 (cenzurisani slu¢ajevi 1), a sa niskom ekspresijom 6.
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111 - 5.3. Relativni odnos mFAS/sFAS mRNK transkripta

Alternativnom obradom FAS transkripta nastaju dve osnovne forme FAS mRNK, osnovna
forma, ,full-lenght“ FAS mRNK, &ijom translacijom nastaje membranski vezani protein
(mFAS) i kradi transkript, kome nedostaje egzon 6, &ijom translacijom nastaje kraca forme
FAS proteina koja je solubilna(sFAS). Smatra se da ova solubilna forma proteina mozZe
delovati anti-apoptotsku tako 3to predstavlja ,mamac” za vezivanje FAS-L. Tako, smanjenje
mFAS/sFAS odnosa ukazuje na poveéanje ekspresije SFAS tj. na prisustvo jo3 jednog

mehanizma kojim se leukemijska celija Stiti od FAS-indukovane apoptoze.
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Slika 47. Slika 18. Kapilarna elektroforeza FAS PCR produkta. Elektroforetogrami pacijenta sa visokim

mFAS/sFAS odnosom (uzorak 10), sa mFAS/sFAS odnosom =1 (uzorak 1) i sa niskim mFAS/sFAS odnosom
(uzorak 11).
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Odnos mFAS/sFAS mRNK transkripta je odreden primenom ,lab-on-chip“ tehnologije na
2100 Bioanalyze-ru (Agilent). (Slika 47.).

Ondos mFAS/sFAS je odreden kod obolelih od AML, ALL i kod 4 zdrave kontrole.

Analizirano je 43 AML pacijenata, od toga 39 adultnih (35 de novo AML, 4 u relapsu bolesti) i
4 sluéaja pedijatrijske AML. Opseg dobijenih vrednosti mFAS/sFAS odnosa je bio veoma
girok, 0,39-17,33 (medijana 2,28, srednja vrednost 3,21+0,48), i nije se znacajno razlikovao
od vrednosti mFAS/sFAS odnosa nadenih medu zdravim kontrolama, 1,34-2,19 (medijana

1,82, srednja vrednost 1,79+0,19) (p=0,303, U-test) (Slika 48.).
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Slika 48. Box-plot graficki prikaz veli¢éine mFAS/sFAS odnosa medu obolelim od AML i kod zdravih kontrola.

Zapazeno je da je u odnosu na zdrave kontrole, medu obolelima od AML mFAS/sFAS odnos

uglavnom povecan i da je smanjenje ovog odnosa redak slucaj.

Da bi smo bolje sagledali znaéaj vrednosti mFAS/sFAS odnosa medu obolelima, kao i njegovu
povezanost sa ostalim markerima bolesti i klini¢kim karakteristikama, podelili smo obolele
na 3 grupe; | grupa ima mFAS/sFAS odnos nepromenjen u odnosu na zdrave kontrole

(mFAS/sFAS je 1,00-2,20), kod Il grupe mFAS/sFAS odnos je visi od 2,20, a u lll grupi je
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mFAS/sFAS odnos snizen ispod vrednosti 1,00 (Slika 47.). Samo u 8/43 (18,6%) pacijenata

nadena je dominacija sFas transkripta (Slika 49.).
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Slika 49. Grafi¢ki prikaz broja AML pacijenata u pojedinim grupama sa razliitim vrednostima mFAS/sFAS

odnosa (nepromenjen u odnosu na zdrave kontrole ili u kojima dominira ekspresija sFAS odnosno mFAS
transkripta).

Vrednost mFAS/sFAS odnosa nije bio povezan ni sa pojedinom FAB grupom, niti sa
specifiénim citogenetskim nalazom (p=0,224; p=0,251). Takode, normalan, sFAS dominantan
i mFAS dominantan mFAS/sFAS odnos je bio skoro podjednako rasporeden medu sve 3

prognostitke grupe (p=0,427) (Slika 50.).

Pokazano je i da vrednost mFAS/sFAS odnosa nije imao nikakve veze sa ukupnom visinom

ekspresije FAS gena (Slika 51.).
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Slika 50. Grafi¢ki prikaz zastupljenosti AML pacijenata sa normalnim, sFas i mFas dominantnim mFAS/sFAS
odnosom u pojedinim prognostickim grupama.
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Slika 51. Graficki prikaz zastupljenosti AML pacijenata sa normalnim, sFAS i mFAS dominantnim mFAS/sFAS
odnosom u grupi pacijenata sa visokom odnosno niskom ekspresijom FAS gena.

Odnos mFAS/sFAS je izutavana i kod obolelih od pedijatrijske ALL. Analizirano je 12 ALL
pacijenata. Srednja vrednost mFAS/sFAS odnosa je 1,63+0,31, medijana 1,51 (0,00-3,36), i
nije se znacajno razlikovala od vrednosti mFAS/sFAS odnosa nadenih medu zdravim
kontrolama, 1,34-2,19 (medijana 1,82, srednja vrednost 1,79+0,19) (p=0,628, U-test) (Slika
52.)
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Slika 52. Box-plot graficki prikaz veli¢ine mFAS/sFAS odnosa medu obolelim od ALL i kod zdravih kontrola.

Kao i u slu¢aju obolelih od AML, ALL pacijente smo na osnovu vrednosti mFAS/sFAS podelili

u 3 grupe; | grupa sa normalnim mFAS/sFAS odnosom (1,00-2,20), Il grupa gde dominira
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mFAS (>2,20) i Il grupa gde u mFAS/SFAS odnosu dominira sFAS (>1,00). U 5/12 (25%)
pacijenata nadena je dominacija sFAS forme, Sto je procentualno viSe nego u sluaju AML
bolesnika, 3/12 su imali mFAS/sFAS odnos kao kod zdravih kontrola, a kod 4/12 pacijenata

nadena je dominacija mFAS forme (Slika 53.).
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Slika 53. Graficki prikaz broja ALL pacijenata u pojedinim grupama sa razli¢itim vrednostima mFAS/sFAS
odnosa (nepromenjen u odnosu na zdrave kontrole ili u kojima dominira ekspresija sFAS odnosno mFAS
transkripta).

Kao i u slu¢aju AML pacijenata, nije postojala veza izmedu veli¢ine mFAS/sFAS odnosa i
odredenog kariotipa (p=0,642), grupe rizika (p=0,992), a isto je potvrdeno i za visinu

ekspresije ukupnog FAS gena (p=0,610) (Slika 54.).
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Slika 54. Graficki prikaz zastupljenosti ALL pacijenata sa normalnim, sFAS i mFAS dominantnim mFAS/sFAS
odnosom u grupi pacijenata sa visokom odnosno niskom ekspresijom FAS gena.
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III - 6. Ekspresija gena za FAS-ligand (FAS-L)

Ekspresija FAS-L je pracena ,real-time“-PCR metodom. Relativni nivo ekspresije je odreden

primenom metode standardne krive. Nivo ekspresije izrazen je u relativnim jedinicama (RU).

Il - 6.1. Ekspresija gena za FAS-L kod obolelih od AML

Analizirano je ukupno 39 pacijenata obolelih od AML; 35 adultnih pacijenata (31 sa de novo
AML i 4 pacijenta u relapsu bolesti), 4 pedijatrijska pacijenta i 6 uzoraka zdravih kontrola.
Srednja vrednost ekspresije FAS medu obolelima je 1,067+0,585, a medijana iznosi 0,045
(0,00-17,00). Ovaj nivo ekspresije je nesto nizi od ekspresije nadene kod zdravih kontrola

(srednja vrednost 0,913+0,150, medijana 1,00 (0,410-1,32) (p=0,004, U-test) (Slika 55.).
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Slika 55. Box-plot graficki prikaz ekspresije FAS-L gena (RU) kod AML pacijenata i kod zdravih kontrola.
Horizontalne linije predstavljaju vrednosti medijane.

Nivo ekspresije FAS-L je slican kod razli¢itih FAB grupa, isto kao i kod pacijenata sa razli¢itim
kariotipom (Slika 56. i 57.). Osim par izuzetaka (pacijenti broj 3, 9 i 34), svi pacijenti su imali

niZi nivo ekspresije FAS-L od one zapaZene kod zdravih kontrola.
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Slika 56. Box-plot graficki prikaz ekspresije FAS-L kod razli¢itih FAB grupa.
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Slika 57. Box-plot graficki prikaz ekspresije FAS-L kod pacijenata sa razlicitim kariotipom.
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Kako bi ispitali uticaj nivoa ekspresije FAS-L na prognozu bolesti, kao i povezanost sa drugim

prognostickim parametrima, podelili smo pacijente na one sa visokim i niskim nivoom

ekspresije. Kao referentna vrednost posluZila nam je medijana vrednosti ekspresije ukupnog

uzorka koja iznosi 0,045 RU (,,cut-off vrednost).

Nije primecena znacajna veza izmedu visoke/niske ekspresije FAS-L i odredene prognosticke

grupe (FiSer egzaktni test, p=0,278).
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Kaplan-Majer analizom izvr$eno je poredenje ukupnog preZivljavanja pacijenata sa visokom i
sa niskom ekspresijom FAS-L. Ne postoji statisticki znacajna razlika u prezivljavanju izmedu

ove 2 grupe pacijenata (p=0,275, Log Rank) (Slika 58.).
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Slika 58. Kriva prezivljavanja pacijenata sa niskom i visokom ekspresijom FAS-L. Broj pacijenata sa visokom FasL
ekspresijom 17 (cenzurisani slucajevi 8), a sa niskom ekspresijom 18 (cenzurisani slucajevi 2).
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Il - 6.2. Ekspresija gena za FAS-L kod obolelih od ALL

Nivo ekspresije FAS-L je ispitivan i kod pedijatrijskih pacijenata obolelih od ALL. Analizirano
je 12 pacijenata i srednja vrednost ekspresije FAS-L bila je 0,041+0,013, a medijana je
iznosila 0,025 (0,05-0,145). Ovaj nivo ekspresije je znadajno niZi od onog nadenog medu
zdravim kontrolama (srednja vrednost 1,41+0,396, medijana 1,053 (0,482-2,6) (p=0,001, U-
test) (Slika 59.).
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Slika 59. Box-plot graficki prikaz ekspresije FAS-L kod obolelih od decije ALL i zdravih kontrola. Horizontalne
linije predstavljaju medijane ekspresije.
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