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1. UVOD

1.1. Akutna mijeloiéna leukemija

Akutna mijelotna leukemija (AML) je heterogena skupina ¢&ldnih klonskih bolesti
hematopoetskog sustava i hematopoetskih¢émtistanica. Kao posljedica senih mutacija u
nezrelim progenitorskim stanicama koje ukljju onkogene, gene transkripcijskih faktora i
tumorsupresorske gene, dolazi do promjena receptriaktore rasta i porerega aktivacije
signalnih putova u leukemijskim stanicafime one stj&u osobine koje im osiguravaju nadéno
nad drugim stanicama hematopoetskog sustava. Nadgna sposobnost proliferacije, prednost
u rastu i prezivljavanju, mehanizmi izbjegavanjangine smrti te porent@j u sazrijevanju
stanica rezultiraju nakupljanjem nezrelih stanicakastanoj srzi bolesnika i potiskivanjem
hematopoez& AML je najce&:i oblik leukemije u odraslih osoba (80%), medijasbdu kojoj se
dijagnosticira je 65 godina, s raém incidencijom iznad 65. godine ZivdtdJnata stalnom
napretku u razumijevanju biologije leukemija, AMIma vrlo loSu prognozu s ukupnim
petogodisnjim preZivljavanjem od svega 20-50%toga i nadalje postoji potreba za novim,

inovativnim pristupima lij@enju i ciljanim terapijskim protokolima.

Prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji (SZO) AMse dijeli prvenstveno prema tzv.
povratnim éngl. reccurentcitogenettkim ili molekularnim poreméajima leukemijskih stanica.
Takader, podjela prepoznaje AML s promjenama pridruzemnijelodisplasitnom sindromu
(MDS), kao i terapijski uzrokovane mijeloidne nesphe. S obzirom da se u oko 4%6% novo
dijagnosticiranih AML ne nalaze citogen#ét promjené;® kategorija AML koje nisu drugamo
uvrStene namijenjena je upravo za takvecakve. Tablica 1 donosi detaljan pregled
kategorizacije AML prema SZO iz 2008. godihe.



Tablica 1. AML i pripadaju ¢e prekursorske neoplazme i akutne bifenotipske leidmije*

Kategorija

Akutna mijeloi ¢na leukemija s povratnim genettkim poremeéajima
AML s t(8;21)(g22;922)RUNX1-RUNX1T1
AML s inv(16)(p13.1922) ili t(16:16)(p13.1;0eZBFB-MYH11
APL st (15;17)(922;q12PML-RARA
AML s t(9;11)(p22;923)MLLT3-MLL
AML s t(6;9)(p23;934)DEK-NUP214
AML s inv(3)(q21926.2) ili t(3;3)(q21;926.2RPN1-EVI1
AML (megakarioblastna) s t(1;22)(p13;q1RBM15-MKL1
Privremeni entitet: AML s mutiranim NPM1
Privremeni entitet: AML s mutiranim CEBPA
Akutna mijeloi ¢na leukemija s promjenama pridruzenim MDS-u
Terapijom uzrokovane mijeloidne neoplazme
Akutne mijeloi éne leukemije koje nisu drugamo uvrstene
AML s minimalnom diferencijacijom
AML bez sazrijevanja
AML sa sazrijevanjem
Akutna mijelomonocitna leukemija
Akutna monoblastna/monocitna leukemija
Akutna eritroidna leukemija
Cista eritroidna leukemija
Eritroleukemija, eritroidna/mijeloidna
Akutna megakarioblastna leukemija
Akutna bazofilna leukemija
Akutna panmijeloza sa mijelofibrozom
Mijeloidni sarkom
Mijeloidne proliferacije povezane sa sindromom Down
Prolazna abnormalana mijelopoeza
Mijeloidna leukemija povezana sa sindromom Bow

Blasti¢na neoplazma plazmacitoidne dendriine stanice




Akutne bifenotipske leukemije
Akutna nediferencirana leukemija
Akutna leukemija mjeSovitog fenotipa s t(91283¢%;q11.2)BCR-ABL1
Akutna leukemija mjeSovitog fenotipa s t(v; 2B rearanZzmaMLL
Akutna leukemija mjeSovitog fenotpa, B/mijeloa, nesvrstana
Akutna leukemija mjeSovitog fenotpa, T/mijeloa, nesvrstana

Privremeni entitet: Limfoblasini limfom/leukemija NK-stanica

1.2. P-glikoprotein

P-glikoprotein (P-gp, MDR1) kodiran je genoMDR1 koji je lociran na dugom kraku
kromosoma 7 (7921.12). Gen je sastavljen od 208b&ita, sadrzi 29 egzona, a pripadaju
mRNA se sastoji od 4872 nukleotilaProdukt genaMDR1 protein je vekiine 170 kD&
sastavljen od 1280 aminokiselina. Proteinska stiraksastoji se od dvije podjedinice od kojih
svaka ima po Sest transmembranski domena i po jedntarcitoplazmatsku koja veze ATP.
Dvije podjedinice pokazuju visok stupanj homologi-terminalni kraj sadrzava 10-15 kDa
glikoziliranog proteinskog slijeda. Pripada supée ATP-binding cassette, sub-family B
(MDR/TAP) member {ABCB1) prijenosnih proteina. Ovaj transmembranglikoprotein igra
vaznu ulogu u mehanizmu viSestruke otpornosti jekdive engl. MDR, multidrug resistance
mechanism(Slika 1).

Protein P-gp je izraZen na membranama stanicacitdrliorgana i tkiva™*® Nalazi se na
stanicama jetre, bubrega, crijeva, jejunuma, uterpankreasa, kapilarnog i crijevnog endotela.
Takader je poznato da limfociti periferne krvi, poseb®tokstni T-limfociti (CD3+CD8+) i
NK-stanice imaju jak izraZaj i aktivnost MDR1 prijesnika®' Nadalje, i hematopoetske niate
stanice izraZavaju aktivni P-gp.Smatra se da je razlog tome iznimna vaZnost Ek§uuloga
krvotvornih maténih stanica za razvoj svih stanica krvotvornog auest pa se upravo u njima

razvio mehanizam zastite od endogenih i egzogehksirta posredovan P-gp prijenosnikom.



unutarstanicni prostor

Slika 1. Struktura P-glikoproteina. Preuzeto i prilagodeno iz izvora: http://opm.phar.umich.edu/protein

Mehanizam djelovanja P-glikoproteina energetskiyjisan o ATP-U Supstrat i molekula ATP-

a vezu se istovremeno na odgovafajuvezna mijesta na unutarcitoplazmatskoj domeni
transportera. Hidrolizom molekule ATP-a dolazi d&tianog izbacivanja supstrata iz
unutarstarinog u izvanstakini prostor. Molekula ADP-a se potom osldaas ATP-veznog
mjesta te je nakon toga ATP-vezna domena na diggy proteinskoj podjedinici spremna za
vezanje nove molekule ATP-a i supstrata (SlikaP2gp ima veoma Sirok spektar supstrata. U
pravilu su to hidrofobne molekule kao Sto su lipistieroidi, ksenobiotici i glukokortikoidi, ali
medu supstratima se nalaze i kemoterapeutici alkalgigr. vinblastin i vinkristin), antraciklini
(npr. doksorubicin i danorubicin), spe¢iii peptidi (npr. ciklosporin i valinomicin), takspl
inhibitori  topoizomeraze (etoposid), itd!® Samim time jasno je da izbacivanjem
kemoterapeutika u izvansténi prostor P-glikoprotein onemogava djelovanje lijekova na
ciline stanice. Opisani mehanizam osnova je pojasestruke otpornosti na lijekove (MDR) u
onih tumora koji prekomjerno izrazavaju P-gp ilugr protein sknog djelovanja (MRP1, BCRP,
LRP).



izvanstanicni prostor

membrana

unutarstanicéni prostor

Slika 2. Mehanizam djelovanja P-glikoproteina. Preazeto i prilagodeno iz izvora: http://www filariajournal.com

Akutne mijelotne leukemijecesto imaju izrazen P-gp na membrani leukemijskitanisa.
Sukladno prije navednom, aktivni P-gp smanjuje arstanénu koncentraciju lijekova
onemogavajli brzu i efikasnu eradikaciju ztadnog klona. Istrazivanja pokazuju da je izrazaj
i funkcionalna aktivnost P-glikoproteina u AML paana s loSijim odgovorom na kemoterapiju i
smanjenim preZivljavanjem bolesnikaTakater, opisana jedestalija pojava jgeg izrazaja P-gp
kod refraktornih AML i AML u relapsd®® Medutim, lije¢enje AML inhibitorima ABCB1
pumpe za sada nije pgilo veceg uspjeha. Spojevi prve generacije inhibitora iRegroteina
(verapamil, ciklosporin A, tamoksifen) pokazalisetoksinima u koncentracijama potrebnim za
inhibiciju proteina. Mdutim, u tijeku je razvoj inhibitora druge (PSC 88@ksverapamil) i tkee
generacije (Ly335979, OC144093 i XR957&oji bi trebali imati véi afinitet i specifénost, a
manje toksinih nuspojava.



Zbog velike heterogenosti akutnih mijeloih leukemija do danas su provedene brojne studije
koje su za cilj imale istraziti bioloSka svojstv&A (citomorfologiju, citogenetske i molekularne
poremeaje, imunofenotip, i sl.) u odnosu na izraZaj inakbst P-gp. Benderra i suradritsu
pokazali da je P-gp aktivhostém u leukemijama koje izrazavaju antigen CD34, dddd
citomorfolosSki nezrelijin oblika AML. Takder, aktivni protein se destalije nalazi u starijih
bolesnika te u onim AML koje se temeljem nalazagginetskih porengaja svrstavaju u skupinu

s intermedijarnom ili loSom prognozom. Ista studije pokazala da P-gp aktivnost ima snaZan
prognostéki utjecaj, pa takvi bolesnici teze postizu kompiet remisiju (KR), imaju krée

vrijeme prezivljavanja bez znakova bolesti (PZBkupno prezivljavanje (UP).

1.3. Signalni putovi PI3K/Akt i MAPK

Signalni putovi reguliraju brojne stanie procese, kao Sto su rast, proliferacija, apeptoz
diferencijacija i prezivljavanje. Nuzni su u pri@su signala od staimih receptora do efektorskih
molekula u citoplazmi ili jezgri stanice. Prijenaeggnala osigurava primjeren i pravodoban
odgovor stanice na niz unutarstamh i izvanstaninih podrazaja. Ciljne efektorske molekule
nagese su transkripcijski faktori i proteini ukifeni u regulaciju statinog ciklusa i apoptoze.
Smatra se da je deregulacija i konstitutivha akfjaekaskada signalnih putova jedan od &djin
mehanizama tumorigeneze. Na taj¢inatumorske stanice stje karakteristike koji im
omogutavaju nadmeé nad drugim stanicama mehanizmima nekontrolirarasgari sposobnosti
dijeljenja, izbjegavanjem programirane sta@ smrti i zastojem u diferencijaciji. Kaskade
signalnih putova razgranata su mreza molekula koggu hijerarhiju aktivacije i deaktivacije.
Unata® tome, poznato je da pojedine molekule signalnitoya mogu regulirati molekule druge
kaskadne reakcije, Sto govori u prilog slozenosthnaiusobnoj kooperaciji sustava prijenosa
signala. StoviSe, inhibicijom odtene molekule, tumorska stanica pronalazi zaobilgmrii
aktivacije nizvodnih efektorskin molekula u svrhwspzanja prijenosa informacije. Nai
prijenosa poruke n&e ukljutuju proces fosforilacije, odnosno, defosforilacij@olekula.
Drugim rije¢ima, fosforilacija odréene molekule dovodi do njene aktivacije, no u dmgd@u
molekula isti proces moze dovesti do inaktivacino Sto pokrée neprimjerenu aktivaciju
odrelenog puta su mutacije uzvodnih receptorskih tirokinaza, somatski poreréai u
pojedinim molekulama koje su integralni dijelowysalne kaskade, autokrina aktivacijadojem

faktora rasta, fuzijskim tvorbama nastalim rearaaiima kromosoma i sl.



Signalni putovi PI3K/Akt i MAPK su vazni putovi ratpcije prezivljavanja, apoptoze i
proliferacijske sposobnosti stanica. Stoga ne iahdge ¢injenica da se u velikom broju tumora
nalaze deregulirane kaskade njihovih prijenosaasifi Sukladno tome, istraZivanja pokazuiju
da se u AML&esto nalazi abnormalna aktivacija putova PI3K/ARIAPK.?"% Fosforilacija
MAPK-puta prisutna je u oko 4098,a PI3K/Akt u 40-809%"3? AML bolesnika. Podrje koje

je jos uvijek poprikéno neistrazeno jest potencijalni progndstiznataj deregulacije signalnih
putova, pridemu postoje optmi rezultati pojedinih studij&>* ali i pitanje potencijalnog
pove&anja stope uspjesnosti enja AML inhibicijom konstitutivno aktiviranih siginih

putova.
1.3.1. Signalni put PI3K/Akt

Lipid-kinaza PI3K je enzim koji se u stanicama g&=a nalazi u nekoliko razltih izoformi
koje se dijele u klasu I, Il i I*®Klasa | naje&e je prodavana, a radi se o kinazi koja reagira
na izvanstarni podrazaj faktorima rasta. Sastoji se od dvijdjpdinice, regulatorne i katakike
(p1100, B i 8)." Supstrat za PI3K je fosfatidilinozitol 4,5 bifosféPtdins (4,5)B) kojeg
fosforilira u fosfatidilinizitol 3,4,5 trifosfat (®lIns (3,4,5)B).***°Enzim je poméu regulatorne
podjedinice lokaliziran na unutarst&noj strani membrane, a produkt Ptdins (3,435¢Hipidni
drugi glasnik koji osigurava istu unutarstani lokalizaciju za brojne molekule, ukdujuci
PDK1 i Akt.

Protein-kinaza B (PKB) ili Akt (PKB) je serin/tremnprotein-kinaza od 57 kDa. Poznate su tri
jako konzervirane izoforme: Aktd/ Akt2/8 i Akt3/y. Nakon Sto se s pordo Ptdins(3,4,5)F
veze za membranu stanice dolazi do njene fosfggla@ treoninu (Thr308) ponda PDK1.
Nasuprot tome, mTOR kompleks 2 (MTORC?2) fosfaikerin (Ser473). Aktivirani Akt odlazi
u citosol i jezgru. Do sada je prepoznat velikijlXkt-supstrata (Bad, IKka/, MDM2, FOXO,
GSK3 a/B, TSC2, eNOS, ASK1, p21, p27, itd%.a mnogi od njih imaju kljgne uloge u
regulaciji prezivljavanja i diobe stanica (Slika 3)

Konstitutivna fosforilacija/aktivacija signalnog tau PI3K/Akt nalazi se u velikom postotku
akutnih mijeloénih leukemija®!?*#*4|strazivanja su pokazala da takvi bolesnici imiajsiju
prognozu®****" Djelomicno objasnjenje tome moZe biti kontrola izraZajatgima MRP1

ukljutenog u mehanizam viSestruke otpornosti na lijekmwiem PI3K/Akt prijenosa signafi.



Takader, istovremena aktivacija visSe ra#ih signalnih putova ima negativni progna@ii
znasaj.*® Unata tome, proturjéne rezultate objavili su Tamburini i sti. pri ¢emu bolju

prognozu imaju bolesnici s AML i konstitutivno akitanim PI3K/Akt putem.
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Slika 3. Signalni put PI3K/Akt. Preuzeto i prilagadeno iz izvora: www.cellsignal.com



1.3.2. Signalni putovi mitogenom aktiviranih proten-kinaza ERK1/2 i p38

Mitogenom aktivirane protein-kinaze obuldegu tri grupe molekula: ERK (izvanst&nim

signalom regulirane kinaze), JNK (c-Jun N-termieakmaze) i p38?

Signalna kaskada Ras/Raf/MEK/ERK prenosi prolifgs&c signal od stagnih receptora do
transkripcijskin faktora koji reguliraju izrazaj g Stimulacija odgovarajeg receptora
faktorima rasta, citokinima ili mitogenima uzrokigvaranje proteinskog kompleksa (Shc, SOS,
Grb2) vezanog za receptor’>?Kompleks omogéava vezanje molekule GTP za membranski
Ras. RasGTP potom veZe Raf za membranu gdje swifasijom i aktivira®>°* Raf fosforilira
MEK1 koji potom aktivira serin/treonin kinazu ERKRIP® ERK1/2 u nastavku kaskadnog
signalnog puta fosforilira brojne ciline molekulgd(***, Elk-1, CREB i Fos)*®koje se vezu
na promotore gena vaznih za regulaciju rasta, fprakije i apoptoze (Slika 4). Matim, u
tumorskim stanicama aktivacija puta zbiva se zbaganija ili prekomjernog izrazaja molekula
signalne kaskade (primjerice Ras i Raf) i uzvodmibeptora (Kit, Fms, FLT3 i EGFR), zbog
kromosomskih translokacija (BCR-ABL), ali i prekamjog autokrinog stvaranja faktora rasta.
SrediSnja uloga MEK/ERK puta u krénim i akutnim mijeloénim leukemijama jest poticanje i

odrzavanje statnog proliferativnog kapaciteta i prezivljavanja rgabg klona.

Protein-kinaza p38/MAPK vazan je posrednik odgovstanica na izvanstaime podrazaje,
posebice okoliSni stres. Aktivacija p38 citokinimatantnim stresom (zr&njem, toplinom,
oksidativnim stresom, ostenjem DNA, itd.) povezuje se s inhibicijom rastarsta i poticanjem
ulaska stanica u apopto2lf'Signalna kaskada odvija se od membranskogstagireceptora,
adaptorskih molekula i kinaza do kinaza MAPKKK (MEX) i MAPKK (MKK3, MKKA4,
MKK®6) koje u kon&nici fosforilacijom treoninal80 i tirozinal82 akti@ju p38 (Slika 5).
Poznate sdetiri izoforme molekule (p38; B, v i 8) od kojih je najviSe istrazena p880visno o
prirodi podrazaja i vrsti tkiva, raziie izoforme mogu imati funkcionalno potpuno suprot
winak %% Osim toga, poznato je da signalni put p38 MAPK ireama vaznu ulogu u regulaciji
hematopoetske homestaze. Kontrola proliferacijgi@sabnosti, prezivljavanja i diferencijacije
krvotvornih stanica podrazenih citokinima i faktod rasta odvija se ponajprije preko p38 puta
prijenosa signal&*®’ Slozenost uloge p38 u odrzavanju homestaze odaagv na ulogu ovog

signalnog puta u hematoloskih bolesti. Aberantnsfoftlacija p38 u AML povezuje se s



pove&anom stopom prezivljavanja i pojavom neprimjereniliferencijacijskin obrazaca
leukemijskih stanic&®
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Slika 4. Signalni put MAPK-ERK1/2. Preuzeto i prilagodeno iz izvora: www.cellsignal.com

1.4. Prognostéki ¢imbenici u AML

Temeljem dostupnosti Sto é&e kolicine podataka o svojstvima pojedinog oblika AML dsinge i

odluka o pristupu lijgenju bolesnika. Pitanje vrste kemoterapijskog ol kao i mogtnosti
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lijec¢enja transplantacijom krvotvornih mé&tih stanica uvelike ovisi o stratifikaciji bolesaiku
prognosttke grupe pri dijagnozi. Naja vrijednost imaju oni prognoski cimbenici Kkoji
predvitaju rizik od relapsa, smrti uzrokovane terapijorprézivljavanje bolesnika. Danas je
poznat velik broj pokazatelja koji u odenoj mjeri predwaju ishod bolesti, a moze ih se
podijeliti na one koje su vezane za samog boles(ikaicki pokazatelji) i one vezane za

zlo¢udni leukemijski klon (bioloski pokazatelji blasta)
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Slika 5. Signalni put MAPK-p38. Preuzeto i prilagaleno iz izvora: www.cellsignal.com
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1.4.1. Prognosiéki ¢imbenici vezani za bolesnika

Odgovor na terapiju i ukupno prezivljavanje bol&ans dijagnosticiranom AML loSiji su za
osobe starije Zivotne doBi’! Za bolesnike koji imaju vise od 60 godina petogojgis
preZivljavanje iznosi svega 12% dok u mldih odraslih bolesnika ono iznosi do 38%Pojava

se objasnjava razitom biologijom AML u starijih osoba, destalijim nalazima citogenetski
nepovoljnih porem&ja, i izrazajem i aktivnosti P-gp te razvojem Btil@a podlozi prethodno
dijagnosticiranin  hematoloSkih  bolesti  (mijelodapicnog ili  mijeloproliferativhog

sindroma)f®’* Osim toga, stariji bolesnici teze podnose kemgigra komplikacije vezane uz

nju pa imaju povéani rizik od smrti tijekom indukcijske faze teraghpg protokola.
1.4.2. Prognosiiki ¢imbenici vezani za AML

Pokazatelji veliine tumorske mase pokazali su se kao izrazito r@po\prognosttki faktori u
AML. To su ponajprije visoki broj leukocita u pexihoj krvi bolesnika pri dijagnozi, povana

serumska razina laktat-dehidrogenaze (LDH) i prisst hepatosplenomegalijg’’

Nadalje, prognostku vrijednost ima i zdravstveno stanje bolesnikarethodna hematoloska
bolest u anamnezi, odnosno prije postavljanja djgag AML. Nova podjela AML prema SZO
predvida dvije kategorije za takve shieve. Prva obuh¢a akutne mijela@ine leukemije sa
znakovima pridruzene mijelodisplazije (MDS) Sto mmlimijeva nalaz vise od 20% blasta u
koStanoj srzi i jedno od slijedd karakteristika: prethodno diagnosticirane MDSB8/JP
citogenettke poreméeje povezane s MDS, viSelinijsku displaziju te ddest prethodnog
lijecenja citotoksinim lijekovima i povratnih citogenekih poreméaja. Druga kategorija su
sekundarne AML uzrokovane terapijom. Pod terapigmrpodrazumijeva primjena alkilirgjt
agensa, ionizirajteg zr&enja, inhibitora topoizomeraze II, itfl.Jedna petina svih AML pripada
prethodno spomenutim dvjema kategorijama. LoSanwog sekundarnih AML povezana je sa

smanjenom stopom postizanja kompletne remisijedifr ukupnim preZzivljavanjem?®

Najznaajniji prognostéki faktor u AML je nalaz citogenetkih poreméaja pri dijagnozf%®

Upravo zbog toga i najnovija podjela AML prema SZepoznaje kategoriju AML s povratnim
(rekurentnim) genetkim poreméajima. Kariotipska analiza omoéava definiranje bioloski
razlicitih podgrupacime se u sve \W®] mjeri osigurava individualizirani pristup lgenju
bolesnika obzirom na specifie karakteristike same bolesti. Nalaz koji prédvipovoljnu
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prognozu i ishod obuhva translokaciju t(15;17) u akutnoj promijelocitiepukemiji te inverziju
inv(16), t(16;16) i t(8;21) koje rezultiraju pronm@ma CBF €ngl. core binding factdr One se
javljaju u oko 25% novodijagnosticiranin AML, a takbolesnici postizu kompletnu remisiju u
90% slkajeva s petogodisSnjim prezivljavanjem do 65%. Pasgitki nepovoljni citogenetki
poreméaji javljaju se u 10-20% bolesnika, tefe starije Zivotne dobi i anamnesii
opteré&eni prethodnom primjenom kemoterapije ili dijagncdsanim MDS/MPS-om. Njihova
stopa postizanja kompletne remisije iznosi 60%, edogodiSnje prezivljavanje svega 10%.
Tipi¢ni poreméaji u ovoj skupini su monosomija kromosoma 5 ifli (-5/-7), delecija 5q
(del(5q)), abnormalnosti 3q (abn(3q)) i kompleksairiotip.”®®* Takaier smatra se da su
t(6:9)(p23;934), 1(9:22)(q34;q11), delecija $7{ i translokacije koje ukljtuju MLL-lokus na
11923 povezane s logijom prognozom i ishodom. Valja asitjlda su preuredtdLL lokusa
veoma heterogene, stoga se t(9;11)(p22;q23) serstgwognostki intermedijarnu, a preostali
t(v;11)(v;923) u prognosiki loSu skupinu préemu ,v* ozn&ava bilo koji drugi fuzijski partner
odnosno kromosom. U novije vrijeme, monosomski &gri koji podrazumijeva autosomnu
monosomiju u kombinaciji s minimalno jos jednomaaamnom monosomijom ili strukturnim
poremeéajem povezuje se s izrazito nepovolinom prognoZbth.Poreméaji koji se rijetko
javljaju u AML teSko se svrstavaju u odenu prognostku grupu i njihova prognoska
vrijednost ostaje upitna. Da bi se to istrazilorpbhe su multicentthe prospektivne studije koje

bi ukljucile relativno velik broj bolesnika, a takvih je aélyno malo (Tablica 2).

Unata® zapazenom napretku na pogtulaboratorijske dijagnostike citogentdih poremeéaja u
AML, za oko 45% bolesnika ova pretraga nije infotim@a. S obzirom da se Kkariotipski
normalne AML svrstavaju u progna&ti intermedijarnu skupinu, postoji potreba za otknjem
dodatnih molekularnih poreréga u malignim stanicama u svrhudémtge prognostike i
terapijske stratifikacije bolesnika s AME® U zadnjem je desetje s poméu ciljanog
sekvencioniranja otkriven niz rekurentnih mutacgjana odgovornih za aktivaciju signalnih
putova u stanici (npr. FLT3 i KIT), aktivatora tdmipcije gena (npr. CEBPA) i drugih gena
uklju¢enih u regulaciju staémog ciklusa (npr. NPM1).

FLT3 (engl. Fms-like tyrosine kinasg-3je receptorska tirozin-kinaza izrazena na
hematopoetskim progenitorskim stanicama. U malidmolesti krvotvornog sustava poznata su

dva tipa mutacija ovog receptora. Duplikacija u @drLT3-ITD (engl. internal tandem
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duplication) pogata tirozinom bogatu jukstamembransku regiju kojaulieg kinaznu aktivnost
molekule, a mutacij&LT3-TKD (engl.tyrosine kinase domaih@ogaia tirozin-kinaznu domenu
na aspartatu 835 i izoleucinu 8%6" Obje mutacije rezultiraju konstitutivnom aktivamij

receptora i posljednim poremeéajem prijenosa signala u leukemijskim stanicama.

FLT3-ITD se javlja u svim oblicima AML, ali s neSto d&@n westalodu u akutnoj
promijelocitnoj leukemifi>*® i zrelijim monocitno/monoblastnim oblicima AML’. Uotena je
klinicka povezanost leukocitoze u krvi ili koStanoj srpovetanog serumskog LDH s pojavom
FLT3ITD mutacija’*® IstraZivanja pokazuju negativni prognekti znasaj FLT3-ITD
mutacije na ishod i preZivljavanje bolesnika s ARM®'%?dok za FLT3-TKD prognostkki

znaaj jo$ uvijek nije jednozrimo utviden?* 103105

Osim mutacija FLT3-receptora, zadnjih je godina rdolstrazena mutacija gena koji kodira
protein NPM1. Posljedica poredsa je promjena lokalizacije tog proteina iz nuklsa u
citoplazmu. Prognosiki je povoljan pokazatelj i kada [eLT3-ITD mutacija prisutna i kada nije
prisutna’ 1921919 Gen CEBPA kodira transkripcijski faktor vazan za kontrolu jefbidne
diferencijacije. Somatska mutacija bialelnog oblk@poznata je kao prognasii povoljna u
onih AML koje nemajuFLT3-ITD.2 ¥ K|T je receptor za faktor rasta matih stanica (SCF).
Mutacija genaKIT povezana je s nepovoljnom prognozom i klnn ishodom, a &estalija je
kod AML s preuredbamBUNX1/RUNX1T1CBFB/MYH112114

Pored navedenih gena, do danas je otkriven cielimutacija gena uklgenih i u druge statine
procese, kao Sto je npr. metilacija DNA (g&NMT3Ai B, TETL1i 2, IDH1 i 2) i mutacije
tumor-supresijskih genalP53, WT1i PHF6).''° Postojanje baze podataka mutacija u AML
omoguit ¢e daljnja istrazivanja na eksperimentalnom i Kkoim planu, a posebice za

klasifikaciju AML i stratifikaciju bolesnika u rizne i terapijske skupine.

Naposlijetku, imunofenotipska obiljezja blasta AMprema nekim istrazivanjima nose
prognostiku vrijednost:®Izrazaj antigena CD34 povezan je sa smanjenim fkmstopostizanja
kompletne remisije, a bolesnici s aberantnim iZexha antigena CD56 na membrani
leukemijskih stanica imaju kée ukupno preZivljavanjE’ Prognostiki znaaj izrazaja

terminalne deoksinukleotidil transferaze (TdT)ljégia CD7 nije jednozrmo utvidenal!’
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Tablica 2. Prognostika stratifikacija AML prema citogeneti &im i molekularnim poremeéajima*

Prognostika skupina | Podskupine citoger&th i molekularnih poremija

Povoljna AML s 1(8;21)(922;9022)RUNX1-RUNX1T1
AML s inv(16)(p13.1922) ili t(16:16)(p13.1;q22BFB-MYH11
mutiraniNPM1bezFLT3-ITD (normalni kariotip)

mutiraniCEBPA(normalni kariotip)

Intermedijarna-| mutiraniNPM1sFLT3-ITD (normalni kariotip)
divlji tip NPM1sFLT3-ITD (normalni kariotip)
divlji tip NPM1bezFLT3-ITD (normalni kariotip)

Intermedijarna-Il AML s 1(9;11)(p22;923)MLLT3-MLL
citogenetéki poreméaji nesvrstani u povoljnu i nepovoljnu skupinu
Nepovoljna AML s inv(3)(q21q26.2) ili t(3;3)(q21;926.2RPN1-EVI1

AML s t(6;9)(p23;q34) DEK-NUP214
t(v;11)(v;923);MLL rearanzman
-5, del(5), -7, abn(17p), slozeni kariotip

Fenotip viSestruke otpornosti na lijekove, poselicazaj i aktivnost P-glikoproteina povezana je
sa smanjenom stopom postizanja kompletne remisykupnim prezivljavanjem. Mehanizam
otpornosti opisan je u pododijeliku 2.0sim P-glikoproteina, prepoznati su i drugi protei
MRP1, BCRP i LCR, ukljgeni u nastanak kemorezistencije koji su progdkstnepovoljni
faktori u AML. 2012
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2. HIPOTEZA | CILJEVI ISTRAZIVANJA

2.1. Hipoteza istrazivanja

Pretpostavka je ovog istrazivanja da su izraz&givaost P-glikoproteina, medijatora viSestruke
otpornosti na lijekove, kao i fosforilacija molekubkt, ERK1/2 i p38 signalnih putova PI3K/Akt
I MAPK u blastima prognostki nepovoljni faktori u akutnoj mijelénoj leukemiji. U tom
smislu navedenikimbenici su méusobno povezani, ali koreliraju i s drugim progntst
nepovoljnim bioloskim obiljezjima u AML, kao Sto sitogeneitki i molekularni poreméaji i
aberantni imunofenotip, a time i manjom stopom igasja kompletne remisije i kéam

ukupnim prezivljavanjem bolesnika i prezivljavanjeeez znakova bolesti.

2.2. Speciféni ciljevi istrazivanja

1. Odrediti razinu aktivnosti i izrazaja P-gp u leukskim stanicamade novo
dijagnosticiranih primarnih i sekundarnih AML;

2. Odrediti razinu fosforilacije/aktivacije molekulakA ERK1/2 i p38 u leukemijskim
stanicama AML,;

3. Ispitati korelaciju izrazaja i aktivnosti P-gp sudim prognostiki nepovoljnim
karakteristikama leukemijskih stanica AML;

4. Ispitati korelaciju aktivacije signalnih putova RI2kt i MAPK s drugim prognostki
nepovoljnim karakteristikama leukemijskih staniclsl &

5. Ispitati metusobni odnos aktivacije signalnih putova s izrabaje aktivhogu P-
glikoproteina u leukemijskim stanica AML;

6. Ispitati povezanost izrazaja i aktivhosti P-gp ktiaranih signalnih putova s ukupnim
prezivljavanjem, prezivljavanjem bez znakova bolésstopom postizanja kompletne

remisije bolesnika s AML.

2.3. Gfekivani znanstveni doprinos istrazivanja

Istrazivanje izrazaja i aktivnosti medijatora keemstencije P-gp i konstitutivne fosforilacije
molekula signalnih putova PI3K i MAPK omogti¢e bolji uvid u njihov odnos u spedifiim
podskupinama AML definiranim na temelju poznatilblbgkih i prognostikih obiljezja blasta,
ukljucuju¢i citomorfoloSka, imunofenotipska i citogeridd®, kao i mutaciju FLT3-gena.

Primjerice, dosadasnja istrazivanja izrazaja pnateiemorezistencije u akutnim leukemijama
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ukazala su na ulogu signalnog puta PI3K/&k& ovim ¢e se radom dobiti nov&injenice o
odnosu izrazaja i aktivhosti P-gp i konstitutivnétieacije/fosforilacije signalnih putova
PI3K/Akt i MAPK u bolesnika s AML. Nadalje, malo jpoznato o prognoskom zn&aju
aktivacije pojedinih signalnih putova u AML. Dostwp literatura nudi proturj@e informacije,
pri ¢emu jedni autori navode negativhi* a drugi autori nalaze pozitivni prognéii znasaj
konstitutivne fosforilacije signalnog puta PI3K/ARtZanimljivo, Gallay i suf® su pokazali da
je fosforilacija Akt na Thr308, ali ne i Ser473 paana s citogené&kim nalazom visokog rizika

I kra¢im ukupnim prezivljavanjem bolesnika s AML. OvintregZivanjem dobitte se dodatni
uvid u zn&aj fosforilacije/aktivacije molekula Akt, ERK1/2 p38 u odnosu na uspjeSnost
postizanja kompletne remisije, ukupnog prezivljgsabnolesnika i prezivljavanja bez znakova

bolesti.

Uvidom u odnos imunofenotipskin ztegki, postojanja citogeneékih i molekularnih
poremeéaja, konstitutivne aktivacije molekule signalnihtgea i aktivnosti i izrazaja P-
glikoproteina u leukemijskim blastima AML dolii¢ se dodatni elementi za bolje razumijevanje
biologije maligne bolesti. Ovaj pristup sagledaaadkteristike bolesnika na individualnoj razini,
ali se moZe sagledati i u kontekstu daljnjeg n#&areh vitro istrazivanja inhibitora P-

glikoproteina i signalnih putova kao potencijaleiljeva novih strategija liggenja AML.

Osim toga, one AML kojima se ne dokazu spénificitogeneitki i molekularni poremésji
svrstavaju se u skupinu bolesnika s intermedijarnprognozom. Odidvanje statusa
fosforilacije signalnih putova moze potmostratifikaciji te skupine bolesnika i poslj€do
odabiranje odgovarafeg i prilaga@enog terapijskog protokola. Ovim radom pokusat se
utvrditi doprinosi li spoznaja o aktivaciji sign#in kaskada ¢&inkovitijim odredivanjem

prognostéke grupe za oboljele od AML.
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3. ISPITANICI | METODE

3.1. Ispitanici

Istrazivanje je odobreno od stranecktig povjerenstva KBC Zagreb i Ekbg povjerenstva
Medicinskog fakulteta SvéiliSta u Zagrebu. Ispitanici su upoznati s provadbigtrazivanja i

potpisali su obavijeSteni pristanak za sudjelovanigpitivanju.

Istrazivanje je provedeno na ukupno 118 bolesnlb@ospolova sle novodijagnosticiranom
primarnom ili sekundarnom AMEiji su uzorci koStane srzi i/ili periferne krvi bilpuceni na
dijagnosttke postupke u Kliriki zavod za laboratorijsku dijagnostiku Klékiog bolnitkog
centra Zagreb. Eksperimentalni dio izrade ovog radje zahtjevao uzimanje dodatnog
materijala, svi postupci su provedeni na bioloSkamaterijalu preostalom nakon rutinskih
dijagnostékih postupaka. Period istrazivanja iznosio je 3®sagi, od rujna 2009. godine do
kolovoza 2012. godine, a ukfiwao je svaki uzorak AML u kojem bi nakon potrebnih
dijagnostékih postupaka preostalo dovoljno bioloSkog matkxi{atanica) za obavljanje dodatnih
eksperimentalnih protokola. Uzorci nisu bili kriegervirani, pa su stoga svi postupci obavljeni
unutar 24 sata od primitka uzorka.

Bolesnici, ukupno njih 103, lifeeni su primjenom raalitih odobrenih kemoterapijskih protokola
aktivnih u Zavodu za hematologiju KBC-a Zagreb ijevne sakupljanja uzorakd®?’ Ve¢ina
ispitanika je primila indukcijsku kemoterapiju pramrotokolu AML 12:%1%koja je sadrzavala
standardne ili visoke doze citarabina u kombinacigarubicinom, daunorubicinom, etopozidom
i drugim agensima. Bolesnici u kojih zbog dobi, kobiditeta ili neke druge kontraindikacije,
nije bilo moguée provesti lij€enje navedenim protokolima I§eni su manje intenzivnim
protokolima kao to su protokol miniMICE (mitoxaonr 7mg/mi 1., 3., 5. dan, etopozid
100mg/nt od 1.-3.dana, cytosar Ara-C 100m@/m infuziji/24 sata od 1.-7- dana) i protokol
"1+5" (cytosar Ara-C 100 mg/msvakih 12 sati/5 dana, daunorubicin 45 nfgjedna doza
1.dan) i sl. Bolesnici s akutnom promijelocitnorakemijom lijeéeni su protokolom HOVON-79
baziranom na ATRAdngl. all-trans retinoic acii™***** Bolesnici koji su postigli kompletnu
remisiju primili su konsolidacijsku terapiju suklaal protokolu u kojeg su bili uklfieni. Ukoliko
nije bila postignuta remisija indukcijskom terapijp odmah je primijenjen ciklus reindukcije,
nagef¥e prema HAM shenl®®*** Transplantacija krvotvornih matiih stanica (auto- ili
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alogena) tinjena je u skladu s preporukama kad god je to midgwte. Preostalih 15 bolesnika

primilo je samo palijativno suportivno lijenje.
Pregled obiljezja ispitanika poblize je definiratablici 3 i tablici 4.

3.2. Metode

3.2.1. Imunofenotipizacija leukemijskih blasta probénom citometrijom

Imunofenotipizacija leukemijskih blasta AML dana je prema standardiziranom protokolu
Klini¢ke jedinice za statnu imunodijagnostiku i postupkie vitro, KBC Zagreb:*® Uzorak
koStane srzi ili periferne krvi sakupljen je u eprtu s antikoagulansomsKEDTA. Eritrociti su
lizirani hipotontnom otopinom amonijevog-klorida na sobnoj temperaijekom 10 minuta
Leukociti su resuspendirani u otopini fosfatnogepaf(PBS) i podeseni u koncentraciji od 10
stanica po mililitru. 100 pL stafie suspenzije (f&tanica) koridteno je za daljnje dvostruko,
trostruko ili cetverostruko bojanje stanica monoklonskim protlitija u odréienim specifénim
kombinacijama prilagtenima dijagnostkom panelu za AML. Protutijela koriStena od
proizvaiata DAKO bila su: CD14-PE (klon TUK4), CD33-PE (kloWiM-54), CD41-FITC (klon
5B12), CD42b-PE (klon AN51), CD61-FITC (klon Y2/51)D64-PE (klon 10.1), CD235a-FITC
(klon JC159), mijoperoksidaza-PE (klon MPO-7), #igo-FITC, TdT-FITC (klon HT-6), IgM-
FITC (klon FO058), CD3-APC (klon UCHT1), CD4-PE ¢kl MT310), CD19-APC (klon HD37),
a od proizvdata BD Biosciences CD117-PE (klon 104D2), CD11b-AR®r D12), CD13-
APC (klon WM15), HLA-DR-PerCP (klon L243), CD34-RCT(klon 8G12), CD45-PerCP (klon
2D1), CD56-FITC (klon NCAM16.2), CD2-FITC (klon RPA10) i CD7-FITC (klon 449).
Nakon inkubacije stanica protutijelima i uklanjanjgka nevezanih protutijela ispiranjem u
puferu, obiljezene stanice su analizirane phoitm citometrom BD FACSCalibur i
kompjutorskim programom CellQuestPro (BD Bioscie)ceDijagnositki panel za AML

ukljucuje i otkrivanje aberantnog imunofenotipa na leuigkim stanicama.
3.2.2. Citogeneitka analiza leukemijskih blasta

Uzorci periferne krvi i koStane srzi pri postavijamijagnoze bolesti uzorkovani su u epruvete s
heparin-litjem. Citogenetka analiza tinjana je u Klinékoj jedinici za citognetiku i FISH
dijagnostiku hemato-onkoloskih bolesti Klikbg bolntkog centra Zagreb. Stanie kulture

uzgajane su prema protokolima koristenima za citetggtku analizu hematoloskih bolesti”
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139 Kariotipske promjene analizirane su kéagim metodom GTG-pruganja (Giemsa-Tripsin-
Giemsa)*® i metodom fluorescencijsken situ hibridizacije (engl. fluorescent in situ
hybridization.*** Tumasenje promjena kariotipaginjeno je prema M#unarodnom sustavu za
citogenetéku klasifikaciju ISCN 2009 (prema englinternational System for Human
Cytogenetics**?* Svjetlosno-fluorescencijski mikroskop s pripadaju filterima (BX 50,
Olympus i AXIOPLAN 2, Carl Zeiss Jena GmbH, Njetka) koriSten je za vizualizaciju GTG-
pruga i FISH-a. Program lkaros (Automatic KaryohgiSystem, MetaSystems, Njetka)
koriSten je za analizu slike GTG-pruganja, a zdianalike FISH-analize koriSten je program
Isis (FISH Imaging, MetaSystems, Njetka).

3.2.3. Odralivanje duplikacije u genuFLT3

Dokazivanje duplikacije u gendLT3 (tzv. FLT3-4TD) izvedeno je latanom reakcijom
polimeraze nakon prijepisa izolirane RNA iz koStasréi u komplementarnu DNA (cDNA)
prema metodi Nakao i sur (1996'f UmnoZeni produkti razdvojeni su elektroforetski 3t%-

tnom gelu agaroze. Analiza jecinjena u Klintkoj jedinici za specijalnu i molekularnu

hematologiju Klinékog bolntkog centra Zagreb.
3.2.4. Analiza izrazaja i aktivnosti P-glikoproteira u leukemijskim blastima

Da bi se odredio izrazaj P-glikoproteina na memipiaakemijske stanice su najprije inkubirane
u fosfatnom puferu PBS s dodatkom 1% BSA i 1% N@G& K0 minuta na sobnoj temperaturi, u
mraku kako bi se blokiralo nespeciib vezanje protutijela putem Fc-receptora. Dalpngitokol
obuhv&ao je obilieZavanje 100 pL stane suspenzije (fOstanica) s 10 pL (50 pg/mL)
primarnog protutijela Mrk16 (Kamiya Medical Compar8eattle, SAD) koje se speéifio veze
za izvanstarni epitop proteina, a u kontrolnoj suspenziji s A0 (50 pg/mL) negativne
izotipske IgG2ac-kontrole koja se ne veze ni za jedan poznati kuddjeg. Inkubacija je trajala
60 minuta na sobnoj temperaturi u mraku. Uz tobidse moglo definirati leukemijske stanice u
uzorku, u obje epruvete dodana su protutijela kgjarezu za antigene CD45 i CD34. Ispiranje
nevezanog protutijela vrsilo se dva puta s p&maufera PBS + 1% BSA, nakd@ega su stanice
(ispitivani uzorak i negativna kontrola) obiljiezen@0 uL sekundarnog Stakorskog protutijela na
miSji IgG2atb (rat-anti-mouse lgG2a+b) konjugiransdfikoeritrinskim (PE) fluorokromom

tijekom 30 minuta na 4°C u mraku. Nakon jos dvadspa u PBS + 1% BSA, uzorci su &evali
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na 4°C do propusdtanja na pratom citometru (modificirano prema Huet i stf). Analiza
izrazaja dinjena je s poméu programa CellQuestPro i Kolmogorv-Smirnovljevogsta
integriranog u program (Slika 6). U rasponu dobikemijednosti koje variraju od 0 do 1, srednja
vrijednost izrazaja P-gp svih bolesnika iznosil®j&7. Vrijednost izrazaja P-gp jednaka ili viSa
od 0,17 smatrala se pozitivnim izrazajem P-gp nanbmani leukemijskih stanica, odnosno
vrijednost niza od 0,17 podrazumijevala je smaigeazaj odnosno odsutnost P-gp na membrani

leukemijskih stanica.
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Slika 6. Protoénocitometrijska analiza izraZzaja P-glikoproteina. g Identifikacija stanica temeljem veliine
(FSC, engl. forward scatter i granuliranosti (SSC, engl. side scatt@rstanica, b) identifikacija leukemijskih
stanica temeljem izraZzaja antigena CD45 i CD34, canaliza izraZzaja P-glikoproteina na leukemijskim
stanicama (ljubi¢asti histogram) u odnosu na negativnu kontrolu (creni histogram)

Aktivnost P-glikoproteina odtivana je s pomau fluorescentne boje Rhodamin 123 (200 ng/mL
u finalnoj koncentraciji) koja je ujedno i supsteat P-gp. Za inhibiciju transportne aktivnosti P-
gp/MDR1 korisSten je verapamil u finalnoj koncentjia@0 pM. Stanéna suspenzija bila je
podeSena na broj i6tanica u 1 mL, a pararelno su u postupak t&lje tri epruvete. Prva je
sluzila kao negativna kontrola i mjera autofluoeestje stanica i stoga je sadrzavala samo 1 mL
stantne suspenzije. Druga je bila pokazatelj transpaatte/nosti P-gp i sadrzavala je stami
suspenziju (800 uL) i fluorescentni P-gp supstiad 3 (200 uL). Trea epruveta je sadrzavala
stantnu suspenziju (600 pL), Rhol23 (200 pL) i verapa(@D0 pL) pokazujéi kolicinu

Rho123 nakupljenog u stanici u uvjetima kada jepPagtivnost blokirana inhibitorom. Nakon
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inkubacije kroz 30 minuta na 37°C i u atmosfer¥s 60, stanice su isprane od suviska Rho123
i daljnjom inkubacijom u RPMI hranjivom mediju (10%BS, 1% L-glutamin, 1% penicilin-
streptomicin) kroz 90 minuta na 37°C i u atmos$ebo CQ omogiéeno je da P-gp transportira
Rhol123 iz stanica. Zatim su stanice isprane PBS-aminiijeZzene odgovaragom kolicinom
protutijela koja sluze definiranju leukemijskih ta u uzorku, a nakon ispiranja, stanice su
resuspendirane u puferu i drzane na ledu do prapjast analize protmim citometromtt14414°
Analiza aktivnosti P-gp dinjena je s poma CellQuestPro programa (Slika 7). Aritndéa
sredina vrijednosti omjera fluorescencija iziueinhibirane i neinhibirane epruvete iznosila je
2,63 za sve ispitivane uzorke. Stoga su vrijedrasiiera fluorescencije Rho123 jednake ili vise

od 2,63 smatrane pokazateljem aktivhog P-gp na mamleukemijskih stanica.
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Slika 7. Protoénocitometrijska analiza aktivnosti P-glikoproteina. a) Identifikacija stanica temeljem veltine
(FSC, engl. forward scatter i granuliranosti (SSC, engl. side scatt@rstanica, b) identifikacija leukemijskih
stanica temeljem izrazaja antigena CD117 i CD34, cpnaliza razine fluorescencije Rodamina 123 u
verapamilom neinhibiranoj epruveti (ljubi ¢asti histogram) u odnosu na verapamilom inhibiranuepruvetu
(crveni histogram)

10

3.2.5. Odrdlivanje fosforilacijskog statusa molekula Akt, ERK12 i p38 u leukemijskim

blastima

Za odrdivanje konstitutivne aktivacije signalnih putova3RIAkt i MAPK u leukemijskim
blastima koriStena je pratnocitometrijska metoda obiljezavanja i detekcijesféwiliranosti
molekula koje su sastavni dio kaskade prijenosaatig Protutijela koriStena u postupku bila su
slijedeta: anti-p-Akt (pT308), anti-p-ERK1/2 (pT202/pY204anti-p-p38 (pT180/pY182), sva
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konjugirana s fikoeritrinskim (PE) fluorokromom. &protutijela, puferi, reagencije za fiksaciju i
permeabilizaciju stanica nabavljeni su od tvrtke Bidsciences. KoriSteni protokol bio je onaj
preporen od strane proizdaca. Ukratko, prvi korak je membransko obiljeZavastnica (10

u volumenu od 100 pL) resuspendiranih u puferu kijedavanje éngl. stain buffer, SB
protutijelima specitinim za antigene CD45 i/ili CD34 u svrhu definiralgakemijskih stanica u
uzorku. Postupak je izveden kroz 15 minuta na sptemoperaturi u mraku. Stanice su potom
fiksirane dodavanjem 100 pL fiksatora i inkubacijojgkom 10 minuta na 37°C u mraku. Nakon
ispiranja stanica u SB-puferu, stanicama se dodd. Yeagensa za permeabilizaciju i ostavi 30
minuta na 4°C u mraku. Nakon dva ispiranja, stasé&ebiljezavaju protutijelima specifim za
fosforilirane molekule Akt, ERK1/2 i p38 tijekom 3fdinuta na sobnoj temperaturi u mraku.
Nakon jo$ jednog ispranja i resuspenzije stanic8Bupuferu, stanice séuvaju na 4°C do
propustanja i analize pratoim citometrom (BD Biosciencedj**®**®Analiza razine fosforilacije
molekula signalnih putova ¢injena je s poméu programa CellQuestPro i Kolmogorov-
Smirnovljevog testa integriranog u isti programiK&I8). U rasponu dobivenih vrijednosti koje
variraju od 0 do 1, one jednake ili 4. od aritmetike sredine svih mjerenih uzoraka
kategorizirane su kao pozitivna razina izrazajafdioigrane molekule prijenosnika signala u
leukemijskim stanicama bolesnika. Za molekulu Aktnaeticka sredina iznosila je 0,31, za
molekulu ERK1/2 0,16, a za molekulu p38 vrijedrarstmeticke sredine iznosila je 0,34.

3.2.6. Statisttka obrada podataka

U statisttkoj obradi dobivenih rezultata koriStene su prikladnetode deskriptivne statistike:
medijan, aritmetika sredina, standardna devijacija, raspon, ®@ajve najmanja vrijednost,

prikladna graftka obiljezja, standardni prikazi u koordinatnoj man i koeficijente korelacije

izmeadu odgovarajtih varijabli*°**°

Za regresijske multivarijatne analize upotrebljen Coxov regresijski model. U procjeni
preZivljavanja koristena je metoda Kaplan-Mém@Bolesnici koji su primili samo suportivnu
palijativnu skrb nisu ukljgeni u statistiki analizu prezivljavanja metodom Kaplan-Meier i
metodom Coxove regresije.

Testiranje hipoteza provedeno je neparametrijskimtosama: Kruskal-Wallisovim testom,

Mann-Whitney-Wilcoxonovim testom? testom te Fisherovim testom razlike propor&ffa->
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Broi stanica

Prediktivna kvaliteta pojedigaih varijabli prodavana je ROC krivuljama (endROC - Receiver

Operating Characteristic)>?*>3
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Slika 8. Protognocitometrijska analiza aktivacije signalnih putova a) Identifikacija stanica temeljem velgine

(FSC, engl. forward scatter i granuliranosti (SSC, engl. side scattgrstanica, b) identifikacija leukemijskih

stanica temeljem izraZaja antigena CD45 i CD34, @naliza razine izraZaja fosforiliranog oblika molelule Akt

(ljubi ¢asti histogram) u odnosu na negativnu kontrolu (creni histogram), d) analiza razine izraZaja
fosforiliranog oblika molekule ERKZ1/2 (ljubiéasti histogram) u odnosu na negativnu kontrolu (creni

histogram), e) analiza razine izraZaja fosforilirarog oblika molekule p38 (ljubi&asti histogram) u odnosu na
negativnu kontrolu (crveni histogram)
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Problematika viSestrukog testiranja modernoj jenosé jako poznata. Po¥anjemracunalne
modi viSestruka testiranja na istim podacima postalgednostavnija, a timegde&a u praksi. Da
bi se rezultati takvih testiranja tutiiu skladu s kontroliranjem pogreske prve vrgteedlozene
su razne metode poput Bonferroni, Holm-Bonferrdnimetode FDR éngl. False Discovery
Ratg. lako koriStenjem prilagodbe analize za viSestrtéstiranja smanjujemo pogresku prve
vrste, cesto se gube vrijedne informacije. Stoga su u alisgrtaciji prezentirani rezultati
univarijatne analize bez i s koriStenjem prilagodtze viSestruka testiranja koriéteHolm-
Bonferroni metodd?®

PripadnaP vrijednostmanja od 0,05 smatrana je statistznatajnom.
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4. REZULTATI

4.1. Kliniéko-laboratorijski pokazatelji bolesnika s AML

Istrazivanje je sprovedeno tijekom 35 mjeseci, igim vremenom pt&nja bolesnika od
271,79 dana. U

dijagnosticiranom akutnom mijelmom leukemijom (AML). Medijan dobi bolesnika iznoge

istrazivanje je bilo uklgno 118 bolesnika s novootkrivenom i
59 godina (raspon 18-87 godina), s nestémreudjelom muskaraca (60%). Od ukupnog broja
uzoraka, analiza je provedena na 108 uzoraka ke&em i 10 uzoraka periferne krvi. Nakon
prve indukcijske kemoterapije kompletnu remisijuR)Kje postiglo 50% bolesnika, dok je do

zakljucenja studije umrlo ukupno 48% bolesnika.

Tablica 3. Klini ¢ko-laboratorijski pokazatelji bolesnika s AML: numeri ¢ke varijable

. Aritmeti ¢ka . ) Donja | Gornja | Standardna | Koeficijent
Varijabla N ) Medijan | Min. | Maks. i ) L o
sredina kvartila | kvartila devijacija varijacije

Dob (godine) | 118 55,1 59 18| 87 43 71 19,49 35,37
Leukocit 108 51 2155 | 03| 77824 41 | 4975 98,31 192,79
(x10°/L)
Trombocit 75| 74,85 50 | 7| 405 25 96 78,29 104,6
(x10%/L) : ’ ’
Eritrociti
(x10°41) 75 2,88 2,81 | 0,31 5,18 2,46 3,31 0,75 25,9
LDH (U/L) 104 672,54 400 86| 6711 226" 713, 894,21 132,96
P-gpaktivnost | 1,4 ;g3 1,72 | 068 252 | 1,16 | 271 3,07 116,57
(omjer FL)
Pgpizrazaj | 551 47 012 | 000 082 | 004 | 02 0,19 112,13
(D-vrijednost)
Akt

. 97 0,31 0,29 | 0,00 0,86 0,13 0,49 0,23 75,67
(D-vrijednost)
ERKl_/.Z 90 0,16 0,00 0,00 0,86 0,00 0,32 0,21 131,22
(D-vrijednost)
p38 . 97 0,34 0,3 0,00 0,95 0,00 0,59 0,31 92,89
(D-vrijednost)
UP (dani) 118 271,79 200,5 1 976 45 402 251,62 92,58
PZB(dani) 78 179,8 85 0 944 0 334 233,24 129

LDH, laktat-dehidrogenaza; UP, ukupno prezivljavariZB, prezivljavanje bez znakova bolesti

CitoloSka analiza pokazala je da je najMaroj AML bio mijelomonocitnog tipa (32%), slijede

AML sa sazrijevanjem (26%), AML monoblastne/monpeitmorfologije (16%), AML bez
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sazrijevanja (8%), akutna promijelocitna leukenifdL) (8%), minimalno diferencirana AML
(7%) te akutna eritroleukemija (1%) i akutna megaitdastna leukemija (1%) (Tablica 3).
Prema nalazu citogenéte analize, naju@ udio AML u ovoj studiji (64%) stratificiran je u
prognostéki intermedijarnu skupinu, potom u progndkti nepovoljnu skupina (24%), dok je
svega 12% bolesnika bilo stratificirano u prognistipovoljnu skupinu. Kon&no, prema
kriterijima za klasifikaciju hematoloSkih neoplazod strane Svjetske zdravstvene organizacije
(SZ0O) engl. World Health Organization WHO), najvéi broj AML bio je u skupini koja nije
specificirana na drugi &an, tj. u skupini NOS (prema englot otherwise specifi@dAML (61%),
slijede AML s promjenama pridruzenim mijelodispjafMDS) (20%), AML s povratnim ili
rekurentnim citogenetskim promjenama (13%) i AMLvepane s prethodnom terapijom (6%).
PromjenaFLT3-TD nadena je u 19%le novadijagnosticiranin AML (Tablica 3 i Tablica 4).

Tablica 4. Klini ¢ko-laboratorijski pokazatelji bolesnika s AML: kate gori¢ke varijable

Pozitivni | Negativni

Varijabla N Grani ¢na vrijednost*

N (%) N (%)
Dob (>60 godine 11¢ 60 godini 58 (49 60 (51
Spol (muskarc 11¢ — 71 (60 47 (40
Leukociti (x1C/L) 10€ 30 x 1C/L 47 (43 61 (57
Trombociti (snizeno) (x1°/L) 75 158 x 1C/L 68 (91 7(9)
Eritrociti (snizeno) (x1™/L) 75 4,34 x 1(4/L 71 (95 4 (5)
LDH (povigeno) (U/L 104 241 UL 74 (71 30 (29
P-gp aktivhos (omjer FL 11¢ 2,65 30 (25 88 (75
P-gp izraza (D-vrijednost 53 0,17 18 (34 35 (66
Akt (D-vrijednost 97 0,31 47 (49 50 (51
ERK1/z (D-vrijednost 90 0,1€ 35 (39 55 (61
p3€ (D-vrijednost 97 0,3¢ 43 (44 54 (56
CD7 (%) 117 20% 17 (15 96 (85
CD1¢ (%) 11F 20% 11 (10 104 (90
CD5¢€ (%) 112 20% 29 (26 83 (74
TdT (%) 107 20% 15 (14 92 (86
CD34 (%) 117 20% 67 (57 50 (43
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. _ . Pozitivni | Negativni
Varijabla N Grani ¢na vrijednost*
N (%) N (%)
MutacijaFLT3-ITD 58 — 11 (19 47 (81
Kompletna remisija (KF 86 — 43 (50 43 (50
Zivi 11¢€ — 61 (52 57 (48
Dijagnoza prema WH( 11¢
- AML s genetskim promjenama — 15 (13) —
- AML povezana s terapijom — 7 (6) —
- AML iz MDS-a — 24 (20) —
- AML NOS — 72 (61) —
Citoloska klasifikacija AML 96
- s minimalnom diferencijacijom - 7(7) —
- bez sazrijevanja — 8 (8) —
- sa sazrijevanjem — 25 (26) —
- promijelocitna — 8 (8) —
- mijelomonocitna — 31(32) —
- monoblastna/monocitna — 15 (16) —
- eritroidna — 1(1) —
- megakarioblastna — 1(1) —
Citogenetika stratifikacija 10C
- povoljna — 12 (12) —
- intermedijarna — 64 (64) —
- nepovoljna — 24 (24) —

*Grantne vrijednosti varijabli odi@ene su prema literaturnim navodima (dob i leukpciti
vlastitim referentnim vrijednostima laboratorijar¢T Erc, LDH), odnosno prema aritmidim
sredinama (P-gp i signalni putovi).

4.2. Povezanost Kklinikolaboratorijskih pokazatelja bolesnika s AML

Analizom utjecaja kategatkih varijabli na numetike varijable Mann-Whitney-Wilcoxonovim
statistékim testom bez prilagodbe analize za viSestrukdirdega (Tablica 5) pokazana je
statisteéki znatajna razlika u dobi bolesnika izdwe citogenetikin prognostikin skupina pri
¢emu su bolesnici intermedijarnog rizika pri dijagnoili statistéki znatajno stariji (X=59,4
godina) od bolesnika iz prognaddi povoljne (X=49,6 godina) i bolesnika nepovoljskupine
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(X=47,3 godine) (P=0,008). Statigti zna’ajna razlika néena je i u broju leukocita u krvi
bolesnika pri dijagnozi izniel kategorija AML prema WHO. Naj¢eprosjeni broj leukocita u
krvi imali su bolesnici s AML nastalom zbog prethederapije (X=72,2x1¥L), potom bolesnici
s nespecificiranom AML (NOS) (X=61,4x10), dok su zn#ajno nize vrijednosti leukocita
nadene u bolesnika s rekurentnim genetskim aberacij@ts81,4x10/L) i AML nastalom iz
prethodne mijelodisplazije (25,9x¥0) (P=0,025). Pored leukocita, dena je i statistki
zn&ajna razlika unutar kategorija AML prema citoloSkdgsifikaciji u broju trombocita u krvi
(P=0,001) i broju eritrocita u krvi pri dijagno#?£0,036). Statistki znatajno vei broj leukocita
pri dijagnozi imali su bolesnici s dokazanom mujtami FLT3ITD (X=159,0vs. 37,6x10/L u
nemutiranin AML) (P=0,008). Primjenom Mann-Whitn&yilcoxonovog testa s prilagodbom
analize za viSestruka testiranja niti jedna od daewéh razlika nije dosegla statidtu zna&ajnost
(Tablica 5) (Slika 9).

Tablica 5. Mann-Whitney-Wilcoxonov test bez prilagabe analize za viSestruka testiranja. Utjecaj
kategori¢kih na numeri¢ke varijable. Crnom bojom prikazane su P-vrijednost Mann-Whitney-Wilcoxonovog
testa bez prilagodbe analize za viSestruka testirden a crvenom bojom P-vrijednosti testa s prilagodbm
analize za viSestruka testiranja (X-aritmettka sredina, # nije statistéki zna¢ajno)

Dob P._gp _P_gp, Akt |ERK1/2| p38 | Lkc | LDH | Trc Erc uP PZB
(godine) | VoSt | izrazal | o oy | @iy | xagi | un | saon | xio@L | (dani | (dani)
(omjer FL) [ (D-vrij.)
Spol # # # # # P=0,04 # # # # # #
muskarci X=535 | X=2,9 | X=0,2 | X=0,29| X=0,14 | X=0,28| X=44,9 | X=715 | X=69,1 | X=2,98 | X=298 | X=181
Zene X=57,6 | X=2,25 | X=0,13 | X=0,35| X=0,2 | X=0,41| X=59,5 | X=613 | X=83,1 | X=2,74 | X=232 | X=179
CD7 # # # # # # # # # # # #
negativno X=53,8 | X=2,36 | X=0,16 | X=0,3 | X=0,18 | X=0,33| X=44,6 | X=642 | X=79.4 | X=2,80 | X=278 | X=181
pozitivno X=58,6 | X=2,86 | X=0,23 | X=0,35| X=0,08 | X=0,3 | X=93 | X=774 | X=53,3 | X=2,85 | X=277 | X=188
CD19 # P=0,017 | # # # # # # # # # #
negativno X=55,6 | X=2,18 | X=0,14 | X=0,31| X=0,17 | X=0,32| X=49 | X=679 | X=74,7 | X=2,9 | X=275 | X=180
pozitivno X=52,4 | X=4,43 | X=0,32 | X=0,27| X=0,13 | X=0,42| X=79,5 | X=649 | X=50,6 | X=2,62 | X=198 | X=104
CD56 # # # # # # # # # # # #
negativno X=54,1 | X=2,45 | X=0,17 | X=0,3| X=0,16 | X=0,29| X=51,7 | X=663 | X=71,1 | X=2,84 | X=284 | X=194
pozitivno X=57,4 | X=1,91 | X=0,14 | X=0,32| X=0,18 | X=0,43| X=55,1 | X=769 | X=76,4 | X=3,03 | X=224 | X=140
TdT # P=0,004 # # # # # # # # # #
negativno X=55,2 | X=2,25 | X=0,19 | X=0,28| X=0,17 | X=0,32| X=56,7 | X=726 | X=69,4 | X=2,85 | X=260 | X=171
pozitivno X=53,1 | X=3,02 | X=0,12 | X=0,36| X=0,16 | X=0,33| X=41,8 | X=421 | X=52,9 | X=2,74 | X=332 | X=190
CD34 # P<0,001 | P<0,001| # # # # # # # # #
# P<0,001 # # # # # # # # # #
negativno X=55,4 [ X=1,31 | X=0,07 | X=0,27| X=0,15 | X=0,39| X=61,8 | X=857 | X=77,2 | X=3,0 | X=268 | X=201
pozitivno X=54,5 | X=3,24 | X=0,23 | X=0,33| X=0,18 | X=0,28| X=42,6 | X=526 | X=73,1 | X=2,79 | X=278 | X=164
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Dob F.Lgp _P_%p_ Akt |ERK1/2| p3g | Lke LDH | Trc Erc uP PZB
(godine) aktivnost | izrazaj (D-vrij.) | (D-vrij) | (D-vrij.) | x1C°/L u/L x10°%L | x10*/L | (dani) | (dani)
(omjer FL) [ (D-vrij.)
FLT34TD # # # # # # | P=0,008] # # # # #
negativno X=50,3 | X=2,37 | X=0,13 | X=0,30| X=0,24 | X=0,33| X=37,6 | X=563 | X=83,4 | X=2,93 | X=296 | X=231
pozitivno X=49,2 | X=2,78 | X=0,23 | X=0,36| X=0,12 | X=0,39| X=159 | X=1069| X=46,5 | X=2,69 | X=409 | X=277
KR # # # # # # # # # # P<0,001| P<0,001

# # # # # # # # # # P<0,001| P<0,001
Ne X=55,8 | X=2,75 | X=0,19 | X=0,37| X=0,17 | X=0,38| X=70,3 | X=889 | X=72,7 | X=2,87 | X=135 | X=26
Da X=49,8 | X=2,06 | X=0,11 | X=0,3 | X=0,17 | X=0,36| X=35,9 | X=626 | X=82,6 | X=3,02 | X=418 | X=352
Status P=0,01 # # P=0,04| # # P=0,02 | P=0,04| # # P<0,001| P<0,001

# # # # # # # # # # P=0,002| P<0,001

umrli X=59,5 | X=2,99 | X=0,22 | X=0,36| X=0,2 | X=0,37| X=72,2 | X=885 | X=67,8 | X=2,85 | X=172 [ X=62
Zivi X=51 X=2,3 | X=0,11 | X=0,26| X=0,13 | X=0,31| X=31,3 | X=468 | X=80,4 | X=2,9 | X=366 | X=318
WHO-podjela: # P=0,05 # # # # P=0,025 # # # # #
- gen.aberacije | X=47,7 | X=2,01 | X=1,56 | X=0,31| X=0,06 | X=0,25| X=31,4 | X=949 [ X=63,1 | X=3,01 | X=354 | X=238
-iz MDS X=59,5 | X=3,57 | X=1,57 | X=0,38| X=0,16 | X=0,30| X=25,9 | X=614 | X=92,2 | X=2,95 | X=214 | X=82
- nakon terapije| X=63,3 | X=1,93 | X=1,67 | X=0,37| X=0,35 | X=0,55| X=72,2 | X=948 | X=49,2 | X=2,95 | X=270 | X=129
-NOS X=54,4 | X=2,52 | X=1,36 | X=0,28| X=0,16 | X=0,34| X=61,4 | X=599 | X=73 | X=2,81 | X=274 | X=199
Citoloski nalaz # P<0,001 # # # # # # P=0,001| P=0,036 # #

# P<0,001 # # # # # # # # # #
min.diferenc. X=72 | X=7,58 | X=0,39 | X=0,43| X=0,18 | X=0,28| X=84,9 | X=336 | X=60,8 [ X=2,76 | X=106 | X=37,8
bez sazrijev. | X=58,3 | X=5,36 | X=0,17 | X=0,33| X=0,26 | X=0,33| X=85,3 | X=717 | X=25,7 | X=2,52 | X=164 | X=0
sa sazrijev. X=55 | X=2,13 | X=0,14 | X=0,23| X=0,14 | X=0,26| X=70,9 | X=550 | X=53,1 | X=2,73 | X=346 | X=244
promijelocitna | X=54,3 | X=1,61 | X=0,07 | X=0,35| X=0,00 | X=0,26| X=14,4 | X=1138| X=30 | X=3,95 | X=281 | X=204
mijelomonoci. | X=56 | X=1,72 | X=0,10 | X=0,32| X=0,16 | X=0,38| X=36,1 | X=577 | X=142 | X=3,06 | X=296 | X=235
monobl/monoc.| X=53,8 [ X=1,01 | X=0,10 | X=0,32| X=0,27 | X=0,54| X=62,5 | X=1086| X=71,3 | X=3,14 | X=298 | X=161
eritroidna X=49 | X=3,79 | X=0,16 | — — — X=1,8 | X=261 | X=70 | X=2,72| X=719 | X=689
megakarioblast| X=73 | X=1,53 | X=0,16 | X=0,60| X=0,15 | X=0,84| X=23,9 | X=1119| X=10 | X=2,03 | X=349 —
Citogenetika P=0,008 # # # # # # # # # P=0,05 #
povoljno X=49,6 | X=1,87 | X=0,11 | X=0,32| X=0,02 | X=0,31| X=12,7 | X=944 | X=56 | X=3,11 | X=384 | X=228
intermedijarno | X=59,4 | X=2,39 | X=0,18 | X=0,29| X=0,15 | X=0,31| X=62,5 | X=583 | X=76 | X=2,75| X=306 | X=222
nepovolino X=47,3 | X=2,57 | X=0,11 | X=0,42| X=0,29 | X=0,39| X=39,7 | X=721 | X=76,3 | X=3,14 | X=189 | X=114

LDH, laktat-dehidrogenaza; Lkc, leukociti; Trc, tnbociti; Erc, eritrociti;, UP, ukupno
prezivljavanje; PZB, prezivljavanje bez znakoveebt) KR, kompletna remisija
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Slika 9. Grafi¢ki prikaz (Box-Whisker) utjecaja kategori¢kin varijabli na numeri ¢ke varijable: a)
citogenetitka prognosti¢ka stratifikacija AML i dob bolesnika; b) razdioba AML prema SZO i broj leukocita
u krvi; c) citoloSka klasifikacija i broj trombocit a u krvi; d) citoloSka klasifikacija i broj eritroc ita u krvi
novootkrivenih bolesnika s AML; i €) mutacija FLT3-ITD i broj leukocita u krvi

Analizom meuodnosa numetkih varijabli primjenom testa za ispitivanje koreja razlcite od
nule bez prilagodbe analize za viSesteruka tegiratvrdena je statistki znatajna negativna
korelacija izméu dobi bolesnika u trenutku postavljanja dijagnézeazine serumske LDH
(P<0,001, R=-0,46) i broja eritrocita u krvi (P=0]0 R=-0,3), dok je istodobno dena pozitivha
korelacija izmdu dobi bolesnika i broja trombocita u krvi (P=0,088=0,25). Pored toga, broj
trombocita pokazuje statigki znatajnu negativnu korelaciju s brojem leukocita (P98,0R=-
0,26) i brojem eritrocita u krvi bolesnika pri djj@ozi (P=0,0016, R=-0,29) (Tablica 6).
Analizom istih varijabli koriStenjem metode s pgtadlbom za viSestruka testiranja pdema je
ovisnost dobi bolesnika s razinom serumske LDHemutku postavljanja dijagnoze (P<0,001)
(Tablica 7).
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Analizom utjecaja numeikih varijabli na kategotke varijable s dva razreda poémoROC-

krivulja nailena je povezanost broja leukocita pri dijagnozi atazom mutacijeFLT3-ITD
(AUC=0,76) (Slika 10).
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Slika 10. ROC krivulje. Utjecaj numeri¢kih varijabli na kategori ¢ke varijable s dva razreda: leukociti iFLT3-

ITD

Tablica 6. Korelacijski test bez prilagodbe analizeza viSestruka testiranja - m@uodnos numergkih varijabli.
P-vrijednosti (iznad dijagonale) i koeficijenti korelacije R (ispod dijagonale)

R P | dob akz\'/gngst iZF;'fipaj Akt | ERK1/2 | p38 Lke | LDH | Trc Erc uP PZB
Dob 1 | <0,001 | <0,001 016 | 0001 | 013 | 053 | <0,001| 0006| 0,001| 002 026
;’l;gf/’nost 0,43 1 | <0,001| 0,26 03 | 0001 | <0001 001| 071 | <0,001| <0,001 0,001
in> 'rg';a 045 | 0,94 1 069 043 01| <0,001| 0,001| 047 | 0003 | 002 | 0,16
Akt 013 o011 | -004| 1 0,56 | <0,001| 05 | 0,001 | 036 | 033 | <0,001| <0,001
ERK1/2 03| 01 | -007] 005 1 0,08 04 <0,001| 003 | 098 | 002 | 052
p3s8 -014| -031 | -015 038 016 1 0,065<0,001 | 0,96 | 0,001 | 042 | 089
Lkc 006 | 0,82 081| o006 008 -017 1 01 0005 | 04 |<0,001| <0,001
LDH -046| -023 | -029| 031 0,38 039 015 1 0,36 430, | <0,001| <0,001
Trc 025| 0035 | -007 009 0.2 0005 -026  -0,09 1 00016 | 0,01 | 0,29
Erc 029| -032| -027| o009 -0002 03 -008 047 ,290| 1 0,15 | 0,39
uP -021| -034 | -022| -043 021| -008 -039 -034 230| 0,13 1 | <0,001
PZB -011| -0,31 | -013 -047 -0,06f 0013 -0,34  -0,890,098 | 0079 | 09 1

LDH, laktat-dehidrogenaza,;

Lkc, leukociti; Trc, inbociti; Erc, eritrociti; UP, ukupno
prezivljavanje; PZB, prezivljavanje bez znakoveaebkbl
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Tablica 7. Korelacijski test s prilagodbom analizeza viSestruka testiranja - m@uodnos numerikih varijabli.
P-vrijednosti (iznad dijagonale) i koeficijenti korelacije R (ispod dijagonale)

R P| Dob ak';\'/%%st izF;:fir;j Akt | ERK1/2 | p38 | Lkc | LDH | Trc Erc UP PZB
Dob 1 | <0001 | <0001| 1 0,05 1 1 | <0001| 026 | 006 | 089 1
Z&ggnost 0,43 1 <0,001 | 1 1 0,03 | <0,001| 05 1 0,025 | 0012| 0,035
i';'rg';a 0,45 0,94 1 1 1 1 | <0,001| 0,06 1 015 | 0,79 1
Akt 013 | 011 -0,04 1 1 |o001| 1 0036 | 1 1 0,001 | 0,001
ERK12 | -03 -0,1 -0,07 | 0,05 1 1 1|o00017| 1 1 0,93 1
p38 -0,14| -031 015| 038 016 1 1] 0001 | 1 0,043 1 1
Lkc 0,06 | 0,82 081 | 008 008 -017 1 1 0,24 1| <0,001| 0,009
LDH 0,46 | -0.23 029 | 031 038 039 015 1 1 1| 0,009 | <0,001
Tre 025| 0,035 007| 009 02| 0005 -026 -0,09 1 ,080| 05 1
Erc 03| -032 027 | 009 -0002 03 -008 007 290, 1 1 1
uP 021 -034 022| -043 021| -008 039 -034 230| 0,13 1 | <0,001
PZB -011| -031 013 | -047 -0,06) 0013 -034 -0390098 | 0079| 09 1

LDH, laktat-dehidrogenaza; Lkc, leukociti; Trc, tnbociti; Erc, eritrociti;, UP, ukupno
prezivljavanje; PZB, prezivljavanje bez znakoveaekbl

Analizom meuodnosa imunofenotipskih kategtkih varijabli (CD biljezi: DA/NE) Fisherovim
egzaktnim testom bez prilagodbe analize za viSestiestiranja utveno je da postoji statigki
zna&ajna pozitivna korelacija iznde izrazaja biljega CD34 i CD7 (P=0,03) i izrazajjepa
CD34 i TdT (P=0,002), kao i negativha korelacij@meiu izrazaja billega CD34 i CD56
(P=0,004), odnosno biljega CD34 i nalaza mutakljd3-ITD mutacije (P=0,05) (podaci nisu
prikazani). M@utim, primjenom metode s prilagodbom analize zastdika testiranja istih

varijabli statisttka zn&ajnost nije dosegnuta.

4.3. lzrazaj i aktivhost P-glikoproteina i odnos pema poznatim prognostékim
pokazateljima AML

Srednja vrijednost aktivnosti P-gp izrazena kao esnfjuorescencije (FL) za sve izmjerene
uzorke iznosila je X=2,63 (raspon 0,68-25,2). Sjednjednosti izrazaja P-gp izrazena kao D-

vrijednost dobivena Kolmogorov-Smirnovljevim testomnosila je X=0,17 (raspon 0-0,82).
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Analizom P-glikoproteina rin je njegov izrazaj na membrani leukemijskih stani 34%
bolesnika s AML, dok je aktivnosti istog proteina blastima potdena u 25% bolesnika.
Srednje vrijednosti izraZaja i aktivnosti P-gp iktene su kao graie vrijednosti za oddévanje
pozitivnosti i negativnosti ispitivanih varijablT&blica 3 i Tablica 4).

IzraZaj i aktivnost P-gp su potom analizirani u oskn na poznate prognadté parametre blasta
AML. U tu je svrhu usporedba utjecaja kategkih varijabli na numetike varijable izvedena s
pomau Mann-Whitney-Wilcoxonovog testa na dvaina. Prvim ndinom na rezultate testova
nije primjenjena prilagodba analize za viSestrugstitanja, dok je u drugom primjenjen test
Holm-Bonferroni s prilagodbom analize za viSestrtéstiranja (Tablica 5).

Pri testiranju bez prilagodbe analizecapna je statistki znatajna povezanost izrazaja P-gp i
biljega CD34 na membrani leukemijskih stanica (P8Q). Drugim rij€ima, akutne mijel@ne
leukemije ¢iji blasti izrazavaju billeg CD34 imaju i jak izrag P-gp, za razliku od CD34-
negativnih AML (X=0,23vs.X=0,07).

Veca transportna aktivnost P-gp povezana je s izrazdjgjega CD34 (P<0,001) (X=3,2ds.
X=1,31) i CD19 (P=0,017) (X=4,48s.X=2,18) kao i s nalazom enzima limfoidnih prekueso
TdT u blastima AML (P=0,004) (X=3,02s. X=2,25). Pored toga, transportna aktivhost P-gp
povezana je s podvrstom AML prema SZO i s citomogkim tipom. Pri tome su podvrste AML
prema WHO Klasifikaciji pokazale razlike u aktivtioB-gp na granici statiske zna&ajnosti
(P=0,05), uz najwa aktivnost P-gp u bolesnika s AML nastalom iz toigisplazije (X=3,57),
potom u bolesnika s nespecificiranim oblikom (N@$JL (X=2,52), dok su nize vrijednosti P-
gp aktivnosti ndene u bolesnika s AML i rekurentnim citogenetskinorpjenama (X=2,01) i
bolesnika koji su AML razvili nakon terapije (X=BP U odnosu na citomorfoloski tip, dena

je zn&ajna statistika povezanost iznde skupina AML s obzirom na transportnu aktivnost
medijatora otpornosti P-gp (P<0,001). Pri tomeggata aktivnost P-gp izmjerena u bolesnika s
minimalno diferenciranom AML (X=7,58) i AML bez sdevanja (X=5,36), a najmanja u
bolesnika s monoblastnim/monocitnim oblikom AML (X81) (Slika 11) (Tablica 5).
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Slika 11. Grafi¢ki prikaz (Box-Whisker) utjecaja kategorié¢kih varijabli na numeri ¢ke varijable: a) izrazaj
CD34 i P-gp; b) izraZzaj CD34 i P-gp aktivnosti; c)izrazaj CD19 i P-gp aktivnosti; d) izraZzaj TdT i P-gp
aktivnosti; ) SZO klasifikacija AML i P-gp aktivno st; f) citomorfoloSka klasifikacija AML i P-gp akti vhost

Primjenom prilagodbe analize za viSestruka tegtranobradi istih podataka P-gp aktivnost
pokazuje statistki znatajnu povezanost samo s izrazajem biljega CD34 (FX0,i pripadnosti
citoloskom klasifikacijskom sustavu (P<0,001).

Koristei korelacije te pripadni test o postojanju korgkcdiazlcite od nule bez prilagodbe
analize za viSestruka testiranja, statlgtizna’ajnim pokazao se odnos izdwe izrazaja i

aktivnosti P-gp (P<0,001, R=0,94). Oba parametrkapoju statistiki znaajnu korelaciju s

nizom ispitivanih varijabli u trenutku postavljangijagnoze. Prvo, izrazaj i aktivhost P-gp
pokazuju pozitivhu korelaciju s dobi bolesnika (FB01, R=0,45; P<0,001, R=0,43) i brojem
leukocita u krvi pri dijagnozi (P<0,001, R=0,81; (801, R=0,82), a negativno koreliraju s
razinom serumske laktat-dehidrogenaze (P=0,0010,R8-P=0,01, R=-0,23) i brojem eritrocita
u krvi pri dijagnozi (P=0,003, R=-0,27; P<0,001,-B;32). Pokazano je da izrazaj i aktivhost P-
gp negativno koreliraju s ukupnim prezivljavanjeotdsnika s AML (P=0,02, R=-0,22; P<0,001,
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R=-0,34), dok prezivljavanje bez znakova bolesgativno korelira s aktivnég (P=0,001, R=-
0,31), ali ne i s izrazajem P-gp (Tablica 6).

Ako se rezultati analiziraju s prilagodbom za vidsa testiranja rezultata korelacijskih testova,
ve¢ina od navedenih korelacija se zadrzava, dkijuti medusobnu korelaciju izrazaja i
aktivnosti P-gp (P<0,001), kao i pozitivhu korejadzrazaja i aktivnhosti P-gp s dobi bolesnika
(P<0,001; P<0,001) i brojem leukocita u periferknji (P<0,001; P<0,001). Aktivnost, ali ne i
izrazaj P-gp negativno korelira s brojem eritrocit&rvi bolesnika (P=0,025), prezivljavanjem
bez znakova bolesti (P=0,035) i ukupnim prezivijgean bolesnika s AML (P=0,012) (Tablica
7).

Analizom utjecaja numeikih varijabli na kategotke varijable s dva razreda poémoROC-
krivulja utvrdena je povezanost izrazaja (AUC=0,783) i aktivndBtgp (AUC=0,870) s
izrazajem biljega CD34 na leukemijskim stanicanwgzanost izm#u aktivnosti P-gp i izrazaja
jezgrinog enzima TdT (AUC=0,730) i biljega CD19 (8H0,719) te izméu izraZzaja P-gp i
biljega CD7 (AUC=0,702) (Slika 12).

Utjecaj izrazaja i aktivnosti P-gp na prezivljavarpolesnika s AML dodatno je analiziran
primjenom metode Kaplan-Meier za procjenu krivigyezivljavanja bez prilagodbe analize za
viSestruka testiranja. Pri tome su analizirani ppda bolesnike s AML koji su bili ligeni
kemoterapijskim protokolima, dok su iz analize jsékni bolesnici lij€eni palijativno.
Analizirano je prezivljavanje bolesnika u odnosudwge podskupine bolesnika — s vrijednostima
manjim i vrijednostima v@m od aritmetéka sredina ispitivanog parametra. Pokazan je stiis
zn&ajan utjecaj izrazaja P-gp (aritm#da sredina X=0,16) (P=0,027) i aktivnosti P-gp
(aritmeticka sredina aktivnosti X=2,44) (P=0,008) na duljukwpnog prezivljavanja (Slike 13a i
13b). Prilagodbom metode Kaplan-Meier za viSestiglséiranja, utjecaj izrazaja i aktivnosti P-
gp na ukupno prezivljavanje bolesnika s AML ne #desstatistiku zn&ajnost (P=0,621,
P=0,208) (nije prikazano). Ista analiza za predidnje bez znakova bolesti ne pokazuje
statistéki znatajan utjecaj na duljinu prezivljavanja bez (P=0,7820,106) (Slika 13c i 13d) i s
prilagodbom analize za viSestruka testiranja (PBR%]l). Ipak, skupina bolesnika s jakom
aktivnogu P-gp ima krée prezivljavanje bez znakova bolesti u odnosu rnesbde sa slabijom
P-gp aktivhodu (P=0,106) (Slika 13d).
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Slika 12. ROC krivulje. Utjecaj numeri¢kih varijabli na kategori ¢ke varijable s dva razreda. a) izraZaj biljega
CD34 i izraZzaj P-gp; b)izraZaj billega CD34 i P-gpaktivnost; c) izraZaj biliega CD19 i P-gp aktivnost d)
izrazaj enzima TdT i P-gp aktivnost; e) izraZaj bijega CD7 i P-gp izrazaj
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Slika 13. Kaplan-Meierove krivulje za ukupno preZidjavanje bolesnika s AML i prezivljavanje bez znakwa
bolesti bez prilagodbe analize za viSestruka testinja: a) utjecaj izraZzaja P-gp izrazaja na ukupno
prezivljavanje; b) utjecaj aktivnosti P-gp na ukupno preZivljavanje; c) utjecaj izrazaja P-gp na prezvljavanje
bez znakova bolesti; i d) utjecaj aktivhosti P-gp a preZivljavanje bez znakova bolesti. Os x=dani, os
y=prezivljavanje bolesnika

4.4. Aktivacija molekula signalnih putova PI3K i MAPK i odnos prema poznatim
prognosti¢kim pokazateljima AML

Srednje vrijednosti razine fosforilacije molekulktAERK1/2 i p38 izrazene kao D-vrijednosti
dobivene Kolmogorov-Smirnovljevim statigtim testom iznosile su X=0,31, X=0,16 i X=0,34
(raspon za Akt 0-0,86, raspon za ERK1/2=0-0,8Goaxza p38 0-0,95). Analiza molekula Akt i
p38 je winjena u 97 bolesnika za, a molekule ERK1/2 u 9@smka. Fosforilacija molekule Akt
nadena je u 49%, molekule ERK1/2 u 39%, a molekule p38lastima 44% bolesnika s
novootkrivenom AML. Srednje vrijednosti razine fosfacije koriStene su kao granie
vrijednosti za odrdivanje pozitivnosti i negativnosti ispitivanih vgibli (Tablica 3 i Tablica 4).
Usporedbom utjecaja kateggkih varijabli na numetike varijable testiranjem Mann-Whitney-
Wilcoxonovim testom bez prilagodbe analize za \isdés testiranja utdeno je da postoji

povezanost izmi konstitutivne fosforilacije/aktivacije molekul8® signalnog puta MAPK i
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Zzenskog spola (P=0,04) (X=0,4%.X=0,28). Nadalje, bolesnici koji su umrli imali statistéki
zn&ajno veu razinu fosforilacije molekule Akt signalnog puR#BK/Akt (P=0,04) (X=0,36vs.
X=0,26) (Slika 14) (Tablica 5). Pri testiranju Istvarijabli s prilagodbom analize za viSestruka

testiranja, niti jedna od utétenih povezanosti ne prelazi prag statlstizn&ajnosti.

Koristeti korelacije te pripadni test o postojanju korgldazlcite od nule bez prilagodbe
analize za viSestruka testiranja nalazi se stlistznatajna korelacija izm@u razine
fosforiliranosti molekule ERK1/2 s nizom ispitivéiniparametara pri postavljanju dijagnoze
AML. Prvo, natena je negativha korelacija izthe fosforilacije ERK1/2 i dobi bolesnika
(P<0,001, R=-0,3), dok je isti parametar pozitivkorelirao s razinom serumske laktat
dehidrogenaze (P<0,001, R=0,38), brojem tromboait&rvi (P=0,033, R=0,2) i duljinom
ukupnog prezivljavanja (P=0,024, R=0,21). Izrabafbriliranog oblika molekule Akt pokazao je
statisttki znatajnu pozitivnu korelaciju s razinom serumske LDH<@®O01, R=0,31), ali i
negativnu korelaciju s duljinom ukupnog prezivljaja (P<0,001, R=-0,43) i prezivljavanja bez
znakova bolesti (P<0,001, R=-0,47). lzrazaj fosfamog oblika molekule p38 pokazao je
statistéki znatajnu pozitivnhu korelaciju s razinom serumske LDH@®01, R=0,39) i brojem
eritrocita u krvi bolesnika (P=0,001, R=0,3). Zahiwmo, ovim nainom analize pokazalo se da
postoji statistiki znatajna pozitivna korelacija iznde razine fosforilacije izmiu molekula Akt i
p38 (P<0,001, R=0,38) (Tablica 6).
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Slika 14. Grafi¢ki prikaz (Box-Whisker) utjecaja kategori¢kih varijabli na numeri ¢ke varijable: a) spol
bolesnika i p38 MAPK; b) umrli/Zivi i Akt
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Prilagodbom analize za viSestruka testiranja ratailtkorelacijskih testova zadrzana je
meduovisnost véine prethodno utdenih varijabli. Razina fosforilacije molekule ERR1/dalje
statisttki znatajno korelira s dobi bolesnika (P=0,05) i razinoerusnske LDH (P=0,0017),
razina fosforilacije molekule Akt statiski znatajno korelira s razinom serumske LDH
(P=0,036) i duljinom ukupnog prezivljavanja (P=QpQ duljini prezivljavanja bez znakova
bolesti (P=0,001), dok razina fosforilacije molekyd38 statistki znatajno korelira s razinom
serumske LDH (P=0,001) i brojem eritrocita u kr#Ai=0,043). Takder, ovim tipom analize
ponovno je potutena korelacija razine fosforilacije izdhe dviju molekula signalnih putova -
Akt i p38 (P=0,001) (Tablica 7).

Utjecaj fosforiliranosti molekula Akt, ERK1/2 i p38a ukupno prezivljavanje bolesnika s
novootkrivenom AML dodatno je analiziran primjenometode Kaplan-Meier za procjenu
krivulje prezivljavanja. Pri tome su analiziranidazi za bolesnike s AML koji su bili ligeni
kemoterapijskim protokolima, dok su iz analize jisékni bolesnici lij€eni palijativno. Razina
fosforiliranosti svake od triju ispitivaninh molelaukategorizirana je kao pozitivna ili negativna
ovisno o aritmetikoj sredini svih ispitivanih uzoraka. Aritmeékia sredina izmjerenih vrijednosti
fosforilacije molekule Akt u bolesnika lgenih kemoterapijskim protokolom iznosila je 0,34, z
ERK1/2 0,16, a za p38 0,34.

Primjenom metode Kaplan-Meier nije uten statistiki znatajan utjecaj razine fosforilacije
molekula Akt, ERK1/2 i p38 na ukupno prezivljavafyelesnika s novootkrivenom AML bez
obzira na vrst analize: bez prilagodbe za viSesttigstiranja P=0,098, P=0,35 i P=0,86 (Slika
15a, 15b i 15c), a s prilagodbom za viSestrukargegh P=1 za sve tri molekule (nije prikazano).
Analizom prezivljavanja bez znakova bolesti d&mo je da fosforilacija molekula Akt i ERK1/2
nema statistki znaajan utjecaj primjenom testa bez (P=0,114, P=0,1%kka 15d i 15€e) i s
prilagodbom analize za viSestruka testiranja (PR%1) (nije prikazano). Ipak, va razina
fosforilacije molekule p38 pokazuje trend &eg prezivljavanja bez znakova bolesti primjenom

metode Kaplan-Meier bez prilagodbe analize za trgks testiranja (P=0,064) (Slika 15f).

40



Akt (D—vrijednost)

ERK1/2 (D—vrijednost)

a) 1.00 = b) 1.00 -
o 0.75- o 075
=Y =
Razdvajanje ;:" Razdvajanje %
— g=<031 '>§ 0.50 - | — g=<0.16 3§ 0.50 -
---g>=031 & v ---g>=006 5
a i o
1) = 1)
@ Ldcoosboos R @
0.25- 025 -
=0, =0.351
0.00 - P 0976 0.00 = p 035
| i i i i i i i i | i i | i
0 100 200 300 400 500 600 700 800 0 100 200 300 400 500 600 700 800
ukupno preZivljenje (dani) ukupno preZivljenje (dani)
p38 (D—vrijednost)
C) 1.00 -
< 0.75 -
)
Razdvajanje ;:"
— <034 Fos0-
— s
--eg>=034 5
9
2
2
0.25 -
0.00 - p=0.856
| i i i i i i i i
0 100 200 300 400 500 600 700 800
ukupno preZivljenje (dani)
Akt (D—vrijednost) ERK1/2 (D—vrijednost)
d) 1.00 - - e) 1.00 -
5
s 075- H s 0757
= =
() o
Razdvajanje = ': Razdvajanje =
—g=<031  Foso- T 5 — —=<016  § 050-
£ -
== g=>=031 5 ' ==-g=>=0.16 h
o Dok coocd cocadoo o
e i)
“ 025- 2025 -
=0.11 =0.112
0.00 - p=0.114 0.00 - =0
i i i i i i i i i i | i i i i
0 100 200 300 400 500 600 700 0 100 200 300 400 500 600 700
prezivljenje bez znakova bolesti (dani) prezivljenje bez znakova bolesti (dani)
p38 (D—vrijednost)
f) 1.00 - -
.
:---
s 0.757 H
2 0
o Ee
Razdvajanje = :
— g=<034 .’E 0.50 - "."""E
. focos,
& deedeccods
“ 025~

0.00

 p=0.064
| i i i 1 i i
0 100 200 300 400 500 600 700

prezivljenje bez znakova bolesti (dani)

Slika 15. Kaplan-Meierove krivulje za preZivljavanje bolesnika s AML bez prilagodbe analize za viSestka
testiranja: utjecaj razine fosforilacije molekula a) Akt, b) ERK1/2 i ¢) p38 na ukupno preZivljavanje; utjecaj
razine fosforilacije molekula d) Akt, e) ERK1/2 i f) p38 na prezivljavanje bez znakova bolesti
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4.5. Odnos izmdu P-glikoproteina i fosforiliranosti Akt, ERK1/2 i p38 u leukemijskim
blastima AML

Analiza meuodnosa numerkih varijabli izrazaja i aktivnosti P-gp i konstitune fosforilacije
signalnih putova pokazala je stati&ti znatajnu negativnu korelaciju iznda aktivnosti P-gp i
razine fosforilacije molekule p38 signalnog puta RK primjenom metode bez (P=0,001, R=-
0,31) i s prilagodbom analize za viSestruka tesjgrgP=0,032). Stian odnos nije r&en za
aktivnost P-gp i razinu fosforilacije molekula ERR1 Akt (Tablica 6 i Tablica 7).

Meduodnos P-gp i signalnih putova i njihov sinerdistiutjecaj na ukupno prezivljavanje
bolesnika opisan je odjeljku 4.6.2.

4.6. Analiza¢imbenika koji utje ¢u na prezivljavanje bolesnika s AML

4.6.1. Univarijatna analiza

Analizom utjecaja kategatkih varijabli na numetike varijable Mann-Whitney-Wilcoxonovim
statistékim testom bez primjene prilagodbe analize za Wgka testiranja pokazano je da izrazaj
i aktivhost P-gp, te razine fosforilacije molekud&kt, ERK1/2 i p38 u leukemijskim blastima
nemaju znéajan utjecaj na postizanje kompletne remisije bokess AML (Tablica 5). Bolesnici
koji su u trenutku zaklgivanja studije bili zivi imali su statistki znatajno nizu razinu
fosforilacije molekule Akt u trenutku postavljangijagnoze (Slika 14) (Tablica 5) (detaljno
opisano u odlomcima 4.3 i 4.4).

Bolesnici koji postignu kompletnu remisiju nakonverindukcijske terapije imaju statishi
zna&ajno dulje ukupno prezivljavanje (P<0,001) (X=448 X=135 dana) i prezivljavanje bez
znakova bolesti (P<0,001) (X=35¢s. X=26 dana). Nadalje, bolesnici koji su u trenutku
zavrSetka studije bili Zivi imali su pri dijagnostatisttki znatajno nizi broj leukocita u krvi
(P=0,02) (X=31,3vs. X=72,2x10/L) i nizu serumsku razinu LDH (P=0,04) (X=468. X=885
U/L) i bili su mlade zivotne dobi (P=0,013) (X=5%s. X=59,5). Stratifikacija bolesnika u
citogenetéke skupine &ituje se statistki znatajno razléitim duljinama ukupnog prezivijavanja
bolesnika, pri¢emu prognostki povoljna skupina ima najdulje ukupno prezivijajg a
prognostéki nepovoljna skupina najkéa ukupno prezivijavanje (P=0,05) (X=384. X=306vs.
X=189 dana) (Slika 16) (Tablica 5).
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Korelacijskim testom n#ena je statistki zna&ajna povezanost iznda duljine ukupnog
prezivljavanja i nekoliko poznatih Kkligko-laboratorijskih varijabli. Ukupno prezivljavanje
bolesnika negativno je koreliralo s dobi bolesniRa0,022, R=-0,21), brojem leukocita u krvi
(P<0,001, R=-0,39) i razinom serumske LDH (P<0,0R%:0,34) pri dijagnozi bolesti, dok je
pozitivna korelacija ndena izmdu ukupnog prezivljavanja i broja trombocita u kipri
postavljanju dijagnoze (P=0,012, R=0,23). | duljprazivljavanja bolesnika bez znakova bolesti
negativno je korelirala s brojem leukocita u kri?Q,001, R=-0,34) i razinom serumske LDH
(P<0,001, R=-0,39) (Tablica 6). Analizom istih numikih varijabli metodom s prilagodbom za
viSestruka testiranja potiena je statistki znaajna negativna korelacija izmhe duljine
ukupnog prezivljavanja i broja leukocita (P<0,0049nosno razine serumske LDH (P=0,009),
dok je duljina prezivljavanja bez znakova bolestaije ovisila o broju leukocita u perifernoj krvi
(P=0,009) i razini serumske LDH (P<0,001) pri dijagi bolesti (Tablica 7).
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Slika 16. Grafikoni (Box-Whisker) utjecaja kategori¢kih varijabli na numeri ¢ke varijable. a) kompletna
remisija i ukupno prezivljavanje; b) kompletna remisija i preZivljavanje bez znakova bolesti; c) Zividmrli i
broj leukocita pri dijagnozi; d) Zzivi/lumrli i razin a serumske LDH, e) zivi/umrli i dob pri dijagnozi; f)
citogenetitka prognosticka stratifikacija i ukupno prezivljavanje
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Analizom metuodnosa numetkih varijabli primjenom testa za ispitivanje koréja razlcite od
nule bez prilagodbe analize za viSestruka test@iranyidena je statistki znalajna negativna
korelacija izmdu aktivnosti P-gp i duljine ukupnog prezivljavan{#<0,001, R=-0,34) i
prezivljavanja bez znakova bolesti (P=0,001, R=1p,Bladalje izraZzaj P-gp taler negativno
korelira s duljinom ukupnog prezivljavanja (P=0,8%-0,22) bolesnika (Tablica 6).

Razina fosforilacije signalnih putova taler korelira s duljinom ukupnog prezivljavanja i
prezivljavanja bez znakova bolesti kao npr. razosdorilacije molekule Akt (P<0,001, R=-0,43;
P<0,001, R=-0,47). Zanimljivo, viSa razina fosfadije molekule ERK1/2 statigki je zna&ajno
povezana s duljim ukupnim prezivljavanjem (P=0,862;0,21) (Tablica 6). Prilagodbom za
viSestruka testiranja zadrzava se staskatizn&ajnost negativne korelacije duljine ukupnog
prezivljavanja i prezivljavanja bez znakova bolastazinom aktivnosti P-gp (P=0,012, P=0,035)
i razinom fosforilacije molekule Akt (P=0,001, P60}1) (Tablica 7) (detaljno opisano u
odlomcima 4.3 1 4.4).

Primjenom metode Kaplan-Meier bez prilagodbe apalia viSestruka testiranja za analizu
krivulje prezivljavanja utwteno je da izrazaj i aktivhost P-gp statistizna’ajno utj€u na
duljinu ukupnog prezivljavanja i prezivljavanja beaakova bolesti (P=0,027, P=0,008) (Slika
13) (detaljno opisano u odlomku 4.3). &&im, ovom metodom nije pokazan utjeca]
fosforilacije molekula Akt, ERK1/2 i p38 na duljinukupnog i prezivljavanja bez znakova
bolesti u ovoj kohorti bolesnika. Un&t@vom rezultatu, moze se ¢&io trend duljeg ukupng
prezivljavanja i prezivljavanja bez znakova boldgid bolesnikacije leukemijske stanice ne
pokazuju fosforiliranost molekula Akt (P=0,098, RPED i p38 (P=0,86, P=0,064), a pokazuju
fosforiliranost molekule ERK1/2 (P=0,35, P=0,11)K& 15) (detaljno opisano u odlomku 4.4).
Osim toga, dob bolesnika < 60 god. > (P=0,004)tipmsje kompletne remisije (KR) nakon prve
indukcijske terapije (P<0,001) i stratifikacija behika u skupine rizika temeljem nalaza
citogenetike analize (P=0,009) statigti znatajno utj€u na ukupno prezivljavanje bolesnika s
novootkrivenom AML (Slika 17). Prilagodbom metodaian-Meier za viSestruka testiranja
utvrdeno je da samo varijabla postigaukompletne remisije nakon prve indukcijske teepij
statistéki znatajno utjge na ukupno prezivljavanje bolesnika (P<0,001).

Takader, primjenom metode Kaplan-Meier uteno je da statistki znaajan utjecaj na
prezivljavanje bez znakova bolesti imaju postizamenpletne remisije nakon prve indukcijske

terapije (P=0,039) i stratifikacija bolesnika u ple rizika temeljem nalaza citogerke
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analize (P=0,026) (Slika 18). Metim, koriStenjem prilagodbe za viSestruka tesjaari analizi
istih varijabli razlika ne dostize statigtu zna&ajnost (P=0,975 i P=0,203) (nije prikazano).
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Slika 17. Kaplan-Meierove krivulje za ukupno prezivljavanje bolesnika bez prilagodbe analize za viSestruka
testiranja
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Slika 18. Kaplan-Meierove krivulje za preZivljavanje bez znakova bolesti bez prilagodbe analize za egiruka
testiranja
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4.6.2. Multivarijatna analiza - Coxov regresijski nodel

A) Ukupno prezivljavanje

Coxov model za pred#anje duljine ukupnog prezivljavanja bolesnika s awirivenom AML
koriSten je sa sljeden ulaznim parametrima: postizanje kompletne regmisiakon prve
indukcijske terapije (KR), dob i spol bolesnikapjpteukocita u krvi pri dijagnozi, pripadnost
odreienoj riziénoj skupini prema WHO i prema nalazu citogetiedi analize, aktivnost P-gp i
status fosforiliranosti ERK1/2, Akt, p38 molekularazaju billega CD7, CD19, CD34 i CD56 na
membrani leukemijskih stanica.

Primjenom metode dodavanja varijabli (enfigiiward selectioh koje zn&ajno utj€u na bolje
predviianje rezultata dobiven je model opisan u tabligH@&rell-C indeks=0,859, 0,567).
Model je testiran na ispravnost pretpostavke o @mpnalnosti hazarda te nije pokazao
odstupanje od pretpostavke. Dobiveni model je uakoici sadrzavao slijede nezavisne
varijable za duljinu ukupnog prezivljavanja: poatie kompletne remisije nakon prve
indukcijske terapije (KR), spol bolesnika, brojkegita u krvi pri dijagnozi, pripadnost ri&zioj
skupini prema nalazu citogen&#e analize, aktivhost P-gp i razinu fosforilirarostolekula
ERK1/2 i Akt. Osim toga, interakcija P-gp aktivniastazine fosforilacije molekule Akt pokazala

se vaznom za predianje duljine ukupnog prezivljavanja u ovoj kohdmlesnika (Tablica 8).

Utjecaj aktivnosti P-gp i razine fosforiliranostiotekula Akt i ERK1/2 kao nezavisnih prediktora
za duljinu ukupnog prezivljavanja bolesnika prikaza s poméu cetiri prognositke skupine
koje uzimaju u obzir parametre iz Coxovog modef@ostizanje KR, spol, broj leukocita u krvi i
citogenetéku skupinu(Slika 19).Prva skupina su bolesnici koji bi bili svrstani tognostéki
povoljnu skupinu, druge dvije skupiréne bolesnici koji bi bili svrstani u skupinu srgeg

rizika, acetvrtu skupinttine bolesnici iz prognostki nepovoljne skupine (Tablica 9).
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Tablica 8. Coxov model za predwanje duljine ukupnog prezivljavanja

Varijabla Oomjer Waldov SE 95% CI
hazarda | test (P)
KR DA 0,07079 <0,001| 0,682 (0,019, 0,269)
KR NE 1 — — —
Spol Z 0,30728 0,034 | 0,537 (0,103, 0,916)
Spol M 1 — — —
Leukociti /10 — 1,23178 <0,001| 0,056 (1,104, 1,375)
Citogenettka Intermedijarna| 7,14599 0,116 1,250(0,616, 82,919)
prognostika Nepovoljna 27,31161 0,017| 1,386(1,805, 413,153)
skupina Povoljna 1 — — —
P-gp aktivnost — 3,61609 | 0,0323 |0,601| (1,114, 11,733)
ERK1/2 x 10 — 0,688 0,007 |0,140| (0,522, 0,905)
Akt x 10 — 1,733 0,039 |0,267| (1,027, 2,923)
P-gp aktivnost:Akt x 10 — 0,792 0,050 |0,119, (0,627, 1,001)

Tablica 9. Cetiri prognosti¢ke skupine prema Coxovom modelu za analizu utjecajaktivnosti P-gp i razine

fosforilacije Akt i ERK1/2 na duljinu ukupnog prezi vljavanja bolesnika s AML

Kompletna N Citogeneticka
o Spol Leukociti ) )
remisija (KR) prognosti¢ka skupina
1. DA Z 5x10/L Povoljna
2. DA Z 5x10/L Intermedijarna
3. NE M 50x16/L Intermedijarna
4. NE M 50x16/L Nepovoljna
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Na slici 19 prikazan je utjecaj aktivnosti P-gpzine fosforilacije molekula Akt i ERK1/2 kao
nezavisnih prediktora ukupnog prezivljavanja boilks ¢etiri prognositke skupine navedene u
tablici 9. Slike su poslozene tako da redovi pokazutjecaj postupnog povanja razine
fosforilacije moleukule ERK1/2 u uvjetima kada stjednosti za aktivhost P-gp i razinu
fosforilacije molekule Akt konstantne. Na ovaj¢ma moze su udti da povéanje razine
fosforilacije molekule ERK1/2 ima povoljartinak na duljinu ukupnog prezivljavanja bolesnika.
Drugim rijeima, Sto je véa razina fosforilacije molekule ERK1/2, dulje je ugko
prezivljavanje bolesnika u svim skupinama. Nasupoate, okomiti grafikoni prikazuju utjecaj
postupnog pov&nja aktivnosti P-gp i razine fosforilacije mole&wAkt u uvjetima kada je razina
fosforilacije molekule ERK1/2 konstantna. |z gtkth prikaza jasno je da ¥a aktivhost P-gp i
vec¢a razina fosforilacije molekule Akt znatno séwpu ukupno prezivljavanje bolesnika. To
posebno dolazi do izrazaja kod prve i druge intelijagne skupine (Slika 19b i 19c) koja je
veoma heterogene skupine bolesnika u pogledackbraboratorijskih pokazatelja, a posebice
heterogene citogenetike. Unutar te skupine nuzrmpmieebno imattimbenike koji mogu pruziti
informaciju o tijeku i ishodu bolesti. P-gp, Akt ERK1/2 mogli bi posluziti kao dodatni
stratifikatori bolesnika u pripadaje skupine rizika.
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a) KR=DA,; spol=Z; leukociti=5x10%L; citogenetika=povoljna
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Slika 19. Coxov regresijski model za preddanje ukupnog prezivljavanja bolesika s AML. Utjeca aktivnosti
P-gp i razine fosforilacije molekula Akt i ERK1/2 u ¢&etiri prognosti¢ke skupine: a) prognostéki povoljna

skupina (detalji u Tablici 8 i Tablici 9)
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b) KR=DA; spol=Z; leukociti=5x10%L; citogenetika=intermedijarna
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Slika 19. Coxov regresijski model za preddanje ukupnog preZivljavanja bolesika s AML. Utjecg aktivnosti
P-gp i razine fosforilacije molekula Akt i ERK1/2 u ¢éetiri prognosti¢ke skupine: b) intermedijarna I. skupina
(detalji u Tablici 8 i Tablici 9)
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c) KR=NE; spol=M; leukociti=50x10%L; citogenetika=intermedijarna

=] e i <
o T T T e T T T
0 200 400 600 0 200 400 600 0 200 400 600
P-gp aktivnost=0.5 P-gp aktivnost=0.5 P-gp aktivnost=0.5
ERK1/2=0.05 ERK1/2=0.2 ERK1/2=0.5
Akt=0.05 Akt=0.05 Akt=0.05

= = =
= I f T S T i T = T 1 T
0 200 400 600 0 200 400 600 0 200 400 600
P-gp aktivnost=3 P—gp aktivnost=3 P-gp aktivnost=3
ERK1/2=0.05 ERK1/2=0.2 ERK1/2=0.5
Akt=0.2 Akt=0.2 Akt=0.2

0.8
|
0.8

0.4
|
0.4

|
|

0 200 400 600 0 200 400 600 0 200 400 600
P-gp aktivnost=15 P-gp aktivnost=15 P-gp aktivnost=15
ERK1/2=0.05 ERK1/2=0.2 ERK1/2=0.5
Akt=0.5 Akt=0.5 Akt=0.5

Slika 19. Coxov regresijski model za preddanje ukupnog prezivljavanja bolesika s AML. Utjeca aktivnosti
P-gp i razine fosforilacije molekula Akt i ERK1/2 u éetiri prognosti¢ke skupine: c) intermedijarna Il. skupina
(detalji u Tablici 8 i Tablici 9)
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d) KR=NE; spol=M; leukociti=50x10°%L; citogenetika=nepovoljna
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Slika 19. Coxov regresijski model za preddanje ukupnog preZivljavanja bolesika s AML. Utjecg aktivnosti
P-gp i razine fosforilacije molekula Akt i ERK1/2 u ¢éetiri prognosti¢ke skupine: d) prognosttki nepovoljna

skupina (detalji u Tablici 8 i Tablici 9)
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B) Prezivljavanje bez znakova bolesti

Kod prowavanja prezivljavanja bez znakova bolesti otegokwnost je manji broj analiziranih
bolesnika koji su imali sve dostupne podatke zativgme varijable. Stoga je u analizi
primjenjena metodologija uvrStenja u Coxov modelégtnih varijabli koje su pokazale
znaajnost u modelu za ukupno prezivljavanje, nakega je model reduciran izbacivanjem
statisteki nezn&ajnih varijabli na razini od 0,1. Nezavisne vari@Boje su ostale u modelu su
sljed€e: postizanje kompletne remisije (KR), citoge&iai prognostika stratifikacija i razina
fosforilacije molekule ERK1/2. Nakon toga su u miodiedavane varijable koje do tada nisu bile
koriStene i kao jedina ztajna pokazala se dob bolesnika pri postavljanpgtipze.

Dobiveni model opisan je u tablici 10 (Harell-C @ks$=0,793, B=0,327) Model je testiran na

ispravnost pretpostavke o proporcionalnosti haztedadje pokazao odstupanje od pretpostavke.

Tablica 10. Coxov model za predvanje duljine preZivljavanja bez znakova bolesti

Varijabla Omjer Waldov SE 95% ClI
hazarda test (P)
KR DA 0,05827 0,014 1,161 (0,006, 0,567)
KR NE 1 — — —
Dob — 1,04334 0,0489| 0,021 (1,001, 1,088)
Intermedijarna 5,67187 0,139 1,173 (0,568, 56,598
Citogenettka prognoza Nepovoljna 25,007 0,011 1,278 (2,040, 306,5[19)
Povoljna 1 — — _
ERK1/2 x 10 — 0,808 0,108 | 0,132| (0,622, 1,048)

Prikazan je utjecaj statusa fosforiliranosti moleklERK1/2 i dobi bolesnika na duljinu
prezivljavanja bez znakova bolesti unutatiri prognostie skupine koje uzimaju u obzir
nezavisne varijable iz Coxovog modela — postizakggnpletne remisije i citogenéku
stratifikaciju bolesnika (Slika 20). Prvu skupitime bolesnici koji bi bili svrstani u prognoski
povoljnu skupinu, druge dvije skupine su bolessigistani u skupinu srednjeg rizikagetvrtu

skupinucine bolesnici iz prognosiki nepovoljne skupine (Tablica 11).
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Tablica 11. Cetiri prognosti¢tke skupine prema Coxovom modelu za analizu utjecajaazine fosforilacije
molekule ERK1/2 na duljinu preZivljavanja bez znakoa bolesti bolesnika s AML

Kompletna remisija (KR) | Citogenetiéka prognosticka skupina
1. DA Povoljna
2. DA Intermedijarna
3. NE Intermedijarna
4. NE Nepovoljna

Na slici 20 prikazan je utjecaj razine fosforil@cinolekule ERK1/2 i dobi bolesnika u trenutku
postavljanja dijagnoze kao nezavisnih prediktorgirtel prezivljavanja bez znakova bolesti u
cetiri prognostike skupine navedene u tablici 11. Slike su poslezako da redovi pokazuju
utjecaj postupnog povanja dobi bolesnika u uvjetima kada su vrijednoatine fosforilacije
molekule ERK1/2 konstantne. Na ovagmauocava se da stariji bolesnictekivano imaju krée
prezivljavanje bez znakova bolesti u svim progrgtn skupinama. Nasuprot tome, stupci
pokazuju utjecaj postupnog pa@amja razine fosforilacije molekule ERK1/2 u uvjetirkada je
dob bolesnika konstantna. 1z ge&ih prikaza jasno je da va razina fosforilacije molekule
ERK1/2 znatno produljuje prezivljavanje bez znakdwaesti. Kao i u prethodnom modelu
(odjeljak 4.6.2A) vaznost ovog rezultata posebice dolazi do izeeZapd prve i druge
intermedijarne skupine (Slika 20b i 20c). Infornmjaco razini fosforilacije molekule ERK1/2

moze posluziti kao dodatni stratifikator bolesngkastanih u skupinu srednjeg rizika.

Coxov regresijski model za procjenu duljine ukuppogzivljavanje i prezivljavanja bez znakova
bolesti, te analiza metodom Kaplan-Meier u&ljusu sve bolesnike koji su primili bilo koji od
opisanih kemoterapijskih protokola (odjeljak 3.Bplesnici koji su lij€eni samo palijativnom
terapijom nisu bili ukljgeni u ove statistke analize. Unatb teznji da se bolesnici dodatno
podijele na skupine ovisno o primjenjenoj teraggkva analiza nije bila moga. Razlog tome
jest prvenstveno relativno mali broj bolesnika usdinih u studiju. Svakako tome doprinosi i
¢injenica da postoji djelorsni nedostatak pojedinih informacija za neke bolesr§to dodatno
smanjuje broj bolesnika na temelju kojih se mozeddgr model za procjenu duljine
prezivljavanja. Tako Coxov regresijski model zagpeau duljine prezivljavanja bez znakova

bolesti ukljituje svega 35 bolesnika stoga svaka daljnja skatija bolesnika u dodatne
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podskupine temeljem terapijskog protokola nije prefgena. Time bi se smanjila pouzdanost i
vjerodostojnost statistke analize. Utoliko ova studija nije bila u ma@gosti pokazati utjecaj
izrazaja i aktivnosti P-glikoproteina, te aktivacgignalnih putova PI3K/Akt i MAPK na duljine
ukupnog prezivljavanja i prezivljavanja bez znakdwalesti u ovisnosti o &&au lijecenja
bolesnika.
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Slika 20. Coxov regresijski model za preddanje prezivljavanja bez znakova bolesti bolesnika AML. Utjecaj
dobi bolesnika i razine fosforilacije molekule ERK12 u &etiri prognosti¢ke skupine: a) prognostéki povoljna

skupina (detalji u Tablici 10 i Tablici 11)
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Slika 20. Coxov regresijski model za preddanje prezivljavanja bez znakova bolesti bolesnika AML. Utjecaj
dobi bolesnika i razine fosforilacije molekule ERK12 u ¢etiri prognosti¢ke skupine: b) intermedijarna |I.

skupina (detalji u Tablici 10 i Tablici 11)
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skupina (detalji u Tablici 10 i Tablici 11)
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Slika 20. Coxov regresijski model za preddanje prezivljavanja bez znakova bolesti bolesnika AML. Utjecaj
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nepovoljna skupina (detalji u Tablici 10 i Tablici 11)
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5. RASPRAVA

Akutne mijelotne leukemije pokazuju izuzetno veliku heterogenddinickih obiljezja i
bioloskih obiljezja leukemijskih stanica, odnosndadba. Poznata prognasta obiljezja
leukemijskih stanica - broj leukocita u periferrayi, razina serumske laktat dehidrogenaze,
nalazi citogenetske i molekularne analize pri di@gj bolesti te postizanje kompletne remisije
nakon prve indukcijske terapije — godinama su &lslilhematologa kao poraqori odluci o
odabiru terapijskog protokola, duljine i intezitdij@cenjal®***Buduwi da ispitivana obiljeZja
mogu doprinjeti potpunijoj slici o naravi i prognadzolesti, veliki se napori ulazu u njihovoj
svakodnevnoj i potpunijoj primjeni u cilju individiiziranog pristupa lijgenju akutnih
mijeloi¢nih leukemija. Upravo iz tih razloga se javlja itmia za novim prognogkim
obiljezjima kojace imati utjecaj na tijek i ishod bolesti, a tim@dabir odgovarajteg n&ina
lijecenja.

P-glikoprotein, njegova aktivnost i membranski zajp ogenito su povezivani sa slabijim
odgovorom bolesnika na kemoterapiju i d&m ukupnim preZivijavanjerf > Takater,
neke studije navode aktivaciju signalnih putovafdoBcijom kao statistéki znatajni faktor u
procjeni uspjeha lijgenja bolesnika s AME****’ Medutim, postoje radovi kojima pokazuju
upravo suprotnd® Cili ovog istraZivanja bio je ispitati izraZaj iktvnost proteina
kemorezistencije P-gp i aktivaciju molekula sigralputova Akt, ERK1/2 i p38 u blastima AML
I njihovu povezanost s poznatim progndisitn klinickolaboratorijskim obiljezjima AML na
kohorti od 118 neselekcioniranih bolesnika s AMjedenih u KBC Zagreb u periodu od 35
mjeseci (rujan 2009-kolovoz 2012).

IzraZaj i aktivnost P-gp povezani su s drugim pasgiiki vaznim ¢imbenicima AML. U prvom
redu to je povezanost izrazaja i aktivnosti P-giobi bolesnika, brojem leukocita i eritrocita u
krvi, ali i duljinom ukupnog prezivljavanja i predjavanja bez znakova bolesti. Upravo
prethodni rezultati dodatno potiuju vaznost odidvanja izrazaja i aktivnosti P-gp u uzorcima
akutnih mijeloénih leukemija i potwiuju status P-gp kao prognastbg markera. Uz to, poznato
je da AML sa znacima mijelodisplazije imaju logijek i ishod', odnosno da pripadaju skupini
visokog rizika. Na temelju ovog istrazivanja mozaklpiciti da je najj&a aktivnost P-gp
povezana s podskupinom AML koja nastaje iz mijedptiizije (MDS), Sto talkder govori u

prilog prognostikog zn&aja P-gp.
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Kao i u prethodno objavljenim radovima, ovo istvafije je dodatno potvrdilo ¢a aktivhost P-
gp u odrdenim citoloSkim kategorijama AML, a to se primaradnosi na vrlo nezrele oblike
AML (minimalno diferenciranu AML i AML bez sazrij@nja)***?* S druge strane,
monoblastne/monocitne AML imaju najmanju aktivhastog transportnog proteina. Ovaj
rezultat, ali i rezultati povezanosti imunofenokilps karakteristika blasta i P-gp primarno
svjeda@e o prirodi blasta na kojima nalazimo aktivni P-gpkohorti bolesnika ukljgenih u ovu
studiju leukemijske stanice koje izrazavaju CD3dTT CD19, dakle vrlo nezre(i,stem-like*)
fenotip uz znakove koekspresije limfoidnih biljegaaju zn&ajno ve&u razinu aktivnosti P-gp.
To je u skladu s literaturnim navodima koji pokaruja hematopoetske mate stanice
izrazavaju aktivni P-gp kao zastitu od toksth&ukladno tome, leukemijske stanice koje su
izrazito nezrele i nediferencirane zadarzavaju jaktivnost P-gp transportera, dok zreliji i
diferenciraniji oblici, a posebice  promijelocitni monocitni/monoblastni gube izrazaj
membranskog P-gp®2°>117118

Primjenom Coxovog regresijskog modela P-glikoprot®e pokazao kao nezavisni prognasti
faktor za ukupno prezivljavanje bolesnika, ali irezivljavanje bez znakova bolesti. Bolesnici s
vecom transportnom aktivnosti medijatora kemorezigferfe-gp imaju krée atekivano ukupno
prezivljavanje. Metoda Kaplan-Meier kao procjenitehkcije prezivljavanja u skupini bolesnika
lije¢enih kemoterapijom (uz iskifenje bolesnika lijgenih palijativno) pokazuje kéa ukupno
prezivljavanje bolesnika koji na membrani leukekil)s stanica imaju izrazen aktivni P-gp
(vrijednost aktivnostk> 2,44 na proténoj citometriji) u odnosu na bolesnike s vrijedfw$-gp
aktivnosti <2,44 (aritmetke sredina).

Buduwi da aktivhost P-gp korelira s izrazajem tog pmdena membrani, bolesnici lgeni
kemoterapijomciji blasti pokazuju izrazaj P-g@ od aritmetike sredine (X=0,16) imaju
statistéki znatajno kr&e ukupno prezivljavanje. lzrazaj i aktivnost P-gpmaju utjecaj na
prezivljavanje bez znakova bolesti pri analizi statdem Kaplan-Meier. Treba naglasiti da je
granica razdvajanja kod analize krivulja preziv§aja metodom Kaplan-Meier izabrana korste
aritmeticku sredinu, te da je moge da postoji i granica kod koje bi postojala stats znatajna
razlika. Ova studija stoga potiuje rezultate drugih objavljenih znanstvenih radda **%%
znaajnosti P-gp kao varijable s utjecajem na tijeshiad bolesti.

lako je P-gp povezivan s odgovorom na terapijtf® ovo istraZivanje nije pokazalo povezanost

P-gp s postizanjem kompletne remisije nakon prdelkuijske terapije.
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Signalni putovi imaju veoma vaznu ulogu u brojnitargnim procesima. Porerdgj stanéne
signalizacije i konstitutivna aktivacija pojedinisignalnih putova moze bitéimbenik koji
doprinosi malignoj transformaciji i leukemogené%i’ Ispitivanjem statusa fosforiliranosti triju
molekula (Akt, ERK1/2 i p38) koje su integralni @lpvi dva razkita signalna puta (PI3K/Akt i
MAPK) ovim se istrazivanjem htjelo dobiti uvid uteacijalnu prognostku vaznost aktiviranih
signalnih putova u seriji bolesnika s AML. Tim vi$er su podaci iz dostupne literature u
najmanju ruku nedoteni i dvosmisleni, pa tako znanstvenici zastupapipypno opréna
mi$ljenja®*>* Drugim rijesima, nema konsenzusa predstavlja li fosoforilagkvacija signalnih
putova prognostki povoljnu ili nepovoljnu karakteristiku.

Metodom primjenjenom u ovom radu (D-vrijednostipratoinoj citometriji), nalaz konstitutivne
fosforilacije molekula Akt, ERK1/2 i p38 je su ulaiu s literaturnim podacima u pogledu
frekvencije pozitivnih nalaz¥:**** Ono &to je od posebnog interesa jest njihov prsiiio
zn&aj. U ovom istrazivanju univarijatna analiza metod&aplan-Meier ne pokazuje utjecaj
fosforilacije/aktivacije niti jednog od ispitivaniputova na ukupno prezivljavanje bolesnika, ali je
ipak uden trend kréeg prezivljavanja bez znakova bolesti za one bdeskoji imaju
konstitutivno fosforiliranu/aktiviranu molekulu p38gnalnog puta MAPK. Vjerojatni razlog toj
pojavi jest analiza kategakiih varijabli (pozitivno vs. negativno), a ne kantirane varijable, tj.
njezine kvantitativne vrijednosti.

S druge strane, Coxov regresijski model (multiednia analiza) uzima kontinuirane nunike
vrijednosti ispitivanih parametara. Model za ukugrezivljavanje izdvaja aktivaciju molekule
ERK1/2 kao povoljni nezavisni prognadti pokazatelj leukemijskih stanica te jaku aktivhBs
glikoproteina kao nepovoljni nezavisni progndisti pokazatelj leukemijskih stanica. Model
Coxove regresije za prezivljavanje bez znakova dtioleokazuje da je fosforilacija/aktivacija
molekule ERK1/2 i dalje povoljan nezavisni progmgdstpokazatelj u AML, dok aktivnost P-gp
gubi prognostiki znataj. Nadalje, Coxov regresijski model za pre@wije duljine ukupnog
prezivljavanje bolesnika s AML nalazi fosforiladigktivaciju molekule Akt kao nepovoljni
nezavisni prognostki ¢imbenik, $to potwtuje rezultate Gallaya i suradnikal istoj studiji
univarijatnom analizom pokazano je da fosforilaaifolekule Akt na aminokiselini treonin
(Thr308) rezultira kréim ukupnim i prezivljavanjem bez znakova bolestultWarijatna analiza,
medutim, nije izdvojila razinu fosforilacije treonind08 kao nezavisni prediktor prezivljavanja

bolesnika s AML. Naprotiv, fosforilacija molekule k& na aminokiselini serin (Ser473) ne
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pokazuje statistki znatajan utjecaj na tijek i ishod bolesti u univarijgitn multivarijatnoj
statistikoj analizi. Druga skupina istrazisa@ utvrdila je krée ukupno preZivijavanje za
bolesnike ¢ije leukemijske stanice pokazuju éerazinu fosforilacije molekule Akt na obje
aminokiseline (Thr308 i Ser473). Migtim rezultat je bio statistki znatajan samo univarijtnom,
ali ne i multivarijathom analizom. Studija proveden svrhu izrade ovog doktorata pokazala je
multivarijatnom statistkom analizom Coxovom regresijom Zago kra&e ukupno
prezivljavanje za bolesnike sdmn razinom fosforilacije molekule Akt na aminokisekreonin
308, dok dulje ukupno prezivljavanje i prezivljaj@rbez znakova bolesti imaju bolesnici s
vecom razinom fosforilacije molekule ERK1/2. Kako uopwstudiji nije ispitana fosforilacija
serina 473 molekule Akt, nije moégi izvesti zakljdke o njenom potencijalnom progna@ginm
zn&aju, te utvrditi prirodu odnosa izmhe dva fosforilacijska dogija bitnih za aktivaciju
molekule Akt signalnog puta PI3K.

Medutim, vazno je naglasiti rezultat ovog istrazivamjastatistéki znatajnom sinergistikom
utjecaju, odnosno interakciji izrde aktivnosti P-gp i fosforilacije/aktivacije moldkuAkt, za
predvidanje kr@eg ukupnog prezivljavanja bolesnika Coxovim regs&sn modelom. Ovaj tip
multivarijatne statistike analize otkriva dodatnu vrijednost atlk@nja navedenih parametara
kod novootkrivenih AML, gdje nam njihov specifi meiuodnos daje viSe informacija o tijeku i
ishodu bolesti u usporedbi s univarijathnom analizmake varijable zasebno.

U ovom istrazivanju aktivacija molekule ERK1/2 gséavlja prognostki nezavisni povoljan
¢imbenik Sto se ne slaze s nekim literaturnim nawadiDa bismo potvrdili ovaj nalaz i dodatno
utvrdili razloge tome, trebalo bi sprovesti progpetu studiju u kojoj bi se detaljno analizirale
cilijne molekule ovog puta prijenosa signala. MolekERK1/2 ima cijeli niz ciljnin molekula
koje imaju najraztiitije uloge u starsinim procesim&®*° Utvrdivanjem tih molekula i procesa
koji se odvijaju poslje@no potencijalno bi se moglo razjasniti u kojim ¢gljevima aktivacija
ERK1/2 molekule uvjetuje bolju, a u kojim loSijjuggnozu. U tom je smislu pokazano da
fosforilacija molekule ERK1/2 u stamim linijjama AML pozitivno regulira indukciju
apoptoz&® i diferencijacije’® Van konteksta hematoonkoloskih bolesti, aktivagijalekule
ERK1/2 signalnog puta MAPK povezana je s povoljnprognozom u Zena s karcinomom
dojke™’” i muskaraca s rakom prostaté.

O prognostitkom zna&aju aktivacije molekule Akt dodatno govori infornjacda bolesnici koji

su u trenutku zaklgivanja studije bili zivi imaju nizu razinu fosfoaitije molekule Akt. Drugim
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rije¢ima, preminuli bolesnici su u trenutku postavljacigagnoze u leukemijskim stanicama
imali statisttki znatajno vetu razinu aktivacije signalnog puta PI3K/Akt Sto gdvu prilog
nepovoljnog utjecaja na ishod bolesti. Ovom studijpokazan je utjecaj aktivacije PI3K/Akt
signalnog puta na ukupno prezivljavanje, ali na ipnezivljavanje bez znakova bolesti metodom
Coxove regresije. Nadalje, korelacijski testovirdth su statisttki znatajnu negativnu korelaciju
duljine ukupnog prezivljavanja i prezivljavanja bemakova bolesti s razinom fosforilacije
molekule Akt.

O vaznosti odrdivanja statusa fosforilacije signalnih putova dodagjovore rezultati kojima se
ocituje ovisnost izméu razine aktivacije pojedinin molekula i drugih, bdlo poznatih,
prognostékih varijabli u AML. Zanimljivo je Sto razina serwske LDH pozitivho korelira s
aktivacijom svih ispitivanih signalnih molekula pdijagnozi. LDH kao mjera optefenja
tumorskom masom predstavlja vazan progikstindikator, a prirodu ove ovisnosti s Akt,
ERK1/2 i p38 trebalo bi daljnje ispitati. Aktivgaipojedinih signalnih putova povezuje se s
vecim proliferativnim potencijalom malignih stanicapga je ovo jedno od modih objasSnjenja
ovog fenomend>**4?

Veoma zanimljiv rezultat je svakako i statikti znatajna pozitivna korelacije iznde razine
fosforilacije dva ispitivana signalna puta - molkekwAkt i p38. Priroda ovog odnosa moze
svjedaiti o potencijalnom sinergistkom djelovanju i méusobnoj koaktivaciji dvaju signalnih
putova. Mogudi mehanizam takvog djelovanja podrazumijevao bigasje zajedrike uzvodne
molekule ili receptora koji aktiviraju i prenosefanmaciju na oba signalna puta. Koaktivacija
Akt i p38 molekula u AML nije do sada opisana ei#turi i predstavlja potencijal za ispitivanje
ucinka istovremene inhibicije PI3K/Akt i MAPK putovarijenosa signala. Za potpuno
razumijevanje uzroka i posljedica ovog rezultatgngmispitivanja su nuzna.

Literatura navodi potencijalni utjecaj aktivacijgrsalnih putova na izrazaj i aktivaciju proteina

ukljuenih u razvoj visestruke otpornosti na lijekove zdm da su Tazzaset al’®

pokazali da
je izrazaj MRP1 proteina pod kontrolom signalnogap®I13K/Akt, jedan od ciljeva ovog
istrazivanja bio je testiranje hipoteze o kontialazaja P-gp od strane PI3K/Akt i/ili MAPK-
signalnih putova. Korelacija izraZzaja i aktivnhostedijatora kemorezistenicje P-gp i molekula
signalnih putova Akt i ERK1/2 nije dosegnula razistatisttke zn&ajnosti. Metutim, postoji
statisttki znatajna negativna korelacija izmhe fosforilacije/aktivacije molekule p38 i aktivnost

P-gp. Jedan od mogdih razloga ove pojave moze biti postojanje kontintazaja i aktivnosti P-
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gp od strane molekule p38. Ovdje bi se, dakakalorax negativnoj povratnoj sprezi, u kojoj
inhibicija fosforilacije/aktivacije signalne moleleu omoguije izrazaj aktivhog P-gp. Sam
mehanizam inhibicije i nizvodne molekule ukigne u prijenos signala, s podacima koji su
trenutno na raspolaganju nije maégudefinirati. Odréenoj vezi aktivhosti P-gp i aktivacije
ERK1/2 i Akt molekula svjedd i Coxov regresijski model koji nalazi navedeneuarijable
statistEki znatajnima i neovisnim prediktorima za predanje duljine ukupnog prezivljavanja
bolesnika. Uz to, kao Sto je prethodno¢vepisano, u multivarijatnoj analizi Coxovim
regresijskim modelom, interakcija aktivnosti P-gprazine fosforilacije Akt molekule ima

znaajnu ulogu u preddianju duljine ukupnog prezivljavanja bolesnika.

Glede nalaza mutacifeLT-ITD, ovo istrazivanje je pokazalo stati&ii znatajnu povezanost te
mutacije s brojem leukocitakrvi pri postavljanju dijagnoz&jme su potuieni rezultate drugih
studij@*'® ali nije nalena povezanost mutacijeFLT3ITD s konstitutivnom
fosforilcijom/aktivacijom niti jednog od ispitivahisignalnih putova. Stoga se moze zakijuda

leukemijske stanice bolesnika s AML ne koriste RIS i MAPK za prijenos signala od
genetéki promijenjenog FLT-receptora. Bitno je nagladith je analiza mutacij&LT3-ITD

ucinjena u svega 49% uzoraka, stoga je ovaj rezat@gice objasniti i relativno malenim

brojem ispitanih bolesnika.

Rezultati ovog istrazivanja koji su se pokazaltist&ki znatajni za opis i/ili prognozu bolesti,
ali koji nisu izravno vezani za P-gp i sighalneque PI3K/Akt i MAPK samo dodatno potiuju
dosadasnje rezultate mnogih istraZivanja AME* lako se radi o podacima na manjem broju
ispitanika (n=118), potdena je prediktivna i prognogkia vaznost postizanja kompletne remisije
nakon prve indukcijske terapije za ukupno prezixdjge i prezivljavanje bez znakova bolesti.
Nadalje, pokazanao je da su bolesnici koji su yeme zaklj¢ivanja studije bili zivi bili
statisttki znatajno mlate dobi, imali zn&ajno nizi broj leukocita i nizu razinu serumske LIPH
postavljanju dijagnoze, kao i dulje ukupno preavénje i prezivljavanje bez znakova bolesti.
Duljina ukupnog prezivljavanja bolesnika pokaza& gvisnost o dobi, broju leukocita i
trombocita u krvi i razini serumske LDH, a duljipaezivljavanja bez znakova bolesti o broju
leukocita u krvi, razini serumske LDH i duljini ugnog prezivljavanja. Naposlijetku, duljina
ukupnog prezivljavanja bolesnika ovisna je o pripzsti bolesnika oddenoj riziénoj skupini

temeljem nalaza citogengte analize.
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Zaklju¢no, odrdivanjem izrazaja i aktivnosti P-gp i konstitutiviadtivacije signalnih putova
PI3K/Akt i MAPK u blastima akutnih mijelonih leukemija dodatno je pokazana bioloSka i
klinickolaboratorijska sloZzenost i heterogenost ovéudae bolesti. Zad@kivati je dace daljnja
karakterizacija leukemijskih stanica na proteinskggnetskoj razini, a posebice analiza mutacija
gend novim tehnologijama (kao npr. sekvencioniranjglog genoma) omogiti bolju

stratifikaciju bolesnika u ri#Zne i prognostike skupine, a time i individualizirani pristup tpija
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6. ZAKLJU CCI

Na osnovi rezultata provedenog istrazivanja mozaaggiiti slijedece:

1.
2.

P-gp je izrazen na leukemijskim stanicama u 34&kta&an je u 25% bolesnika s AML;
izrazaj i aktivnost P-glikoproteina povezani suazmatim prognostkim ¢imbenicima
AML: dobi bolesnika i brojem leukocita pri dijagripzmunofenotipski (CD34, TdT i
CD19) i citomorfoloski nezrelijim oblicima AML, kaoi s kraim ukupnim
prezivljavanjem i prezivljavanjem bez znakova bbjes

Kaplan-Meierovim krivuljama prezivljavanja izrazaj aktivhost P-glikoproteina
predstavljaju prognostke ¢cimbenike za kré&e ukupno prezivljavanje bolesnika s AML;
konstitutivha fosforilacija/aktivacija molekula siginih putova Akt, ERK1/2 i p38
nadena je u 48%, 39% i 44% bolesnika s akuthom mijaton leukemijom;

razina konstitutivne fosforilacije molekule Akt sgjnog puta Akt/PI3K korelira s
razinom fosforilacije molekule p38 signalnog put®RK Sto ukazuje na potencijalnu
komunikaciju ovih putova prijenosa signala u AML;

razina konstitutivne fosforilacije/aktivacije moldke Akt korelira s razinom LDH u
serumu i krdim ukupnim prezivljavanjem i prezivljavanjem bezakova bolesti, razina
fosforilacije molekule ERK1/2 sa serumskom razinbDH i mladom dobi bolesnika, a
razina fosforilacije molekule p38 sa serumskommnaai LDH, brojem eritrocita u krvi
pri postavljanju dijagnoze AML i negativno s razmaktivnosti P-gp;

razina konstitutivne fosforilacije molekule Akt uultivarijatnoj analizi je negativan
nezavisni prognosiki prediktor za duljinu ukupnog prezivljavanja beidka, a razina
fosforilacije molekule ERK1/2 je pozitivan nezavigrognostéki prediktor za duljinu
ukupnog prezivljavanja i prezivljavanja bez znakdxaesti. Pri tome je interakcija i
sinergistéki utjecaj aktivnosti P-gp i razine fosforilacijeotekule Akt vazan prediktor
duljine ukupnog prezivljavanja bolesnika s AML;

u multivarijatnoj analizi, citogeneki nalaz, postizanje kompletne remisije nakon prve
indukcijske terapije, dob bolesnikaazina konstitutivne fosforilacije molekule ERK1/
najvazniji su nezavisni prognodti prediktori za prezivljavanje bez znakova bolasti
ispitivanoj skupini bolesnika. Broj leukocita u krwitogenetéki nalaz, postizanje
kompletne remisije nakon prve indukcijske terapgpeol bolesnika, razine aktivnosti P-
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gp i konstitutivne fosforilacije molekula Akt i ERK2 najvazniji su nezavisni

prognosttki prediktori za ukupno prezivljavanje u ispitivgrsupini bolesnika.
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7. SAZETAK

Akutna mijelotna leukemija (AML) jest heterogena skupina maligritonskin bolesti
krvotvornog sustava koje nastaju malignom transémijom mijeloidnih progenitorskih stanica
zbog oStéenja kromosoma ili mutacije gena. Speci@ citogenetike promjene i nalaz
specifénih mutacija danas predstavljaju glavne progi&sticimbenike i temelj suvremene
klasifikacije AML. Medutim, buddi da se u zn@mjnog broja bolesnika s AML navedene
promjene ne nalaze, to znanstvenicima pruza p@gtistrazivanje drugih joS uvijek nepoznatih
gena i bioloski relevantnih obiljezja leukemijskistanica u cilju Sto bolje terapijske i
prognosttke stratifikacije bolesnika. Sukladno tome, u oveumradu ispitani izrazaj i aktivnost
medijatora kemorezistenicje P-glikoproteina (P-tgoyazina fosforilacije unutarcitoplazmatskih
signalnih molekula Akt, ERK1/2 i p38 u blastima d&ghika s novootkrivenom AML metodom
protaine citometrije. Speciéni ciljevi rada bili su analizirati navedena olija leukemijskih
stanica u odnosu na poznate progrgstiklinicko-laboratorijske parametre bolesnika s AML,
njihovu mefusobnu povezanost kao i njihov potencijalni progid&s utjecaj na prezivljavanje
bolesnika s AML. Istrazivanjem je pokazan izrazajPna blastima 34%, a aktivnost u blastima
25% bolesnika s AML. Potdeno je da izrazaj i aktivnost P-gp koreliraju ssaigim dobi, véim
brojem leukocita pri dijagnozi, izrazajem nezreliljega (CD34 i TdT) i citomofoloSki
nezrelijim oblicima AML te da predstavljaju proghiéke cimbenike za krée ukupno
prezivljavanje. Konstitutivna fosforilacija Akt siglnog puta PI3K/Akt ndena je u blastima
48% bolesnika, a signalnog puta MAPK u 39% (ERK149)nosno 44% (p38) bolesnika, pri
¢emu nalaz fosforilacije Akt korelira s nalazom fo#icije molekule p38, ali ne i molekule
ERK1/2. Konstitutivha fosforilacija Akt, ERK1/2 138 u blastima korelira s pokazateljem
tumorske mase — serumskim LDH pri dijagnozi, foghoija Akt s ukupnim prezivljavanjem i
prezivljavanjem bez znakova bolesti, fosforilacigRK1/2 s mldom dobi bolesnika, a
fosforilacija p38 s brojem eritrocita pri dijagnoZtovise, ndena je i negativna korelaciju
izmeaiu razine fosforilacije p38 i aktivnosti P-gp u Wlasa AML Sto bi indirektno moglo
govoriti u prilog potencijalne uloge p38 u regujaél-gp. U multivarijatnoj analizi s ponéa
Coxovog regresijskog modela pokazano je da je astivP-gp nezavisni negativni prediktor za
ukupno prezivljavanje bolesnika, fosforilacija ERRInezavisni pozitivni prediktor za ukupno
prezivljavanje i prezivljavanje bez pojave bolest, fosforilacija Akt nezavisni negativni

prediktor za ukupno prezivljavanje bolesnika. Tovg@® u prilog da aktivhost P-gp i razina
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konstitutivhe fosforilacije signalnih putova AktERK1/2 u kombinaciji s poznatim kligko-
laboratorijskim ¢imbenicima bi mogli predstavljati dodatne parametza prognostku

stratifikaciju bolesnika s AML.
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8. SUMMARY

Acute myeloid leukemia (AML) is a heterogeneousugr@f malignant clonal disorders of the
hematopoietic system originating from malignannsfarmation of the myeloid precursor cell
due to chromosome alterations or gene mutationsogépetic rearrangements and specific
mutations are the most important prognostic factansl form the basis for latest AML
classification system. Nevertheless, since gerdtierations are not present in a significant
number of AML patients, it provides space for stss to investigate other biological
characteristics of leukemic cells with the ultimageal of improvement of patients' risk
stratification and treatment regimens. Accordinghis study investigated the expression and
activity level of chemotherapy resistance mediakglycoprotein (P-gp), as well as the
phosphorylation level of intracytoplasmic signadlimolecules Akt, ERK1/2 and p38 in leukemic
blasts of patients witde novoeAML by flow cytometry. Specific objectives of ttetudy were to
analyze those leukemic cells’ features in relatmthe known prognostic clinical and laboratory
parameters of patients with AML, their interconm@ctas well as their potential prognostic
impact on the survival of patients with AML. Thissearch showed P-gp expression in 34% and
its activity in 25% of AML patients. It was confied that the expression and activity of P-gp
correlated with older age, higher number of leukesyimmature cell markers expression (CD34
and TdT) and cytomorphologically immature AMLs, atitht they represent unfavourable
prognostic factors for overall survival. Constigtiphosphorylation of Akt molecule of the PI3K
signalling pathway was found in 48%, while MAPK rsadling pathway was activated in 39%
(ERK1/2) and 44% (p38) of all tested AML samplesspectively. Significant correlation was
found between Akt and p38 phosphorylation leveld, ot with the ERK1/2 molecule. Serum
lactat-dehydrogenase (LDH) level, anindicatorushor burden, correlated with the
phosphorylation levels of all three signalling nmlkes. In addition, Akt phosphorylation
correlated with overall survival and relapse-fregvival, ERK1/2 with younger patient age,
while p38 correlated with the number of red bloetlscat diagnosis of AML. Moreover, negative
correlation was found between levels of p38 phoggaton and P-gp activity in AML,
indicating a possible role of p38 in P-gp regulatiMultivariate Cox regression analysis showed
that P-gp activity and Akt phosphorylation are ipeledent negative predictors of overall
survival, while phosphorylation of ERK1/2 is an amndent positive predictor of overall

survival and disease free survival of AML patienthis P-gp activity and level of constitutive
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phosphorylation of the signalling pathways molesuie combination with other previously
established clinical and laboratory features cotdg@resent additional parameters for the

prognostic stratification of patients with AML.
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