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Sazetak

Naslov: C-kit mutacija u akutnoj mijeloi¢noj leukemiji s preuredbom gena grupe CBF
Autor: Jakov Bila¢

Akutna mijeloi¢na leukemija s preuredbom gena grupe CBF se citogenetski definira
prisutnoScu 1(8;21)(g22;922) ili inv(16)(p13;922)/t(16;16)(p13;922) i ona Cini 15% svih
sluCajeva de novo AML-a u odraslih. Na molekularnoj razini, obje kromosomske
promjene dovode do poremecaja funkcije CBF-a, heterodimernog transkripcijskog
faktora koji regulira normalnu hematopoezu. Mutacije CBF gena rezultiraju
zaustavljanjem diferencijacije i poveCanjem sposobnosti samoobnavljanja
hematopoetskih progenitora te na taj nacin sudjeluju u leukemijskoj transformaciji.
Unato€ mnogim zajednickim karakteristikama, istrazivanja pokazuju znacajne
genetske, klinicke i prognosticke razlike izmedu AML-a s t(8;21) odnosno inv(16) Sto
upucuje na Cinjenicu da ih treba razmatrati kao dva zasebna entiteta. lako se
bolesnici s CBF AML-om svrstavaju u skupinu s povoljnom prognozom, trenutnim
nacinom lije¢enja samo polovica uspijeva ostvariti dugogodi$nje prezivljenje. U svrhu
poboljSanja ishoda lijeCenja potrebna je bolja stratifikacija rizika na temelju klini¢kih
i/ili genetskih €¢imbenika te razvoj ciljane antitumorske terapije. Dobar kandidat za to
su mutacije KIT gena koje se mogu pronaci u rasponu od 17% do ¢ak 46% sluCajeva
CBF AML-a, $to ih Cini najucestalijim mutacijama u ovoj skupini. One dovode do
konstitucijske aktivnosti c-kit receptora koji tada neovisno o prisutnosti liganda potice
stanicu na proliferaciju. U ovom radu bit ¢e prikazana dosadasnja saznanja o

prognostickoj i terapijskoj vrijednosti KIT mutacija u CBF AML-u.

Kljuéne rijeci: CBF AML, KIT mutacije, stratifikacija rizika, ciljana terapija



Summary

Title: C-kit mutation in acute myeloid leukemia with CBF-gene rearrangement
Author: Jakov Bila¢

Core binding factor (CBF) acute myeloid leukemia (AML) is cytogenetically defined
by the presence of t(8;21)(g22;9g22) or inv(16)(p13922)/t(16;16)(p13;922) and
constitues approximately 15% of all adult de novo AML cases. At the molecular level,
both chromosome changes result in disruption of CBF, a heterodimeric transcription
factor that functions as an essential regulator of normal hematopoiesis. Mutations in
CBF-encoding genes result in disruption of differentiation and increased self-renewal
capacity of the hematopoietic progenitors thus contribute to leukemogenesis. Despite
numerous similarities, studies demonstrate significant differences in genetic, clinical,
and prognostic features between t(8;21) and inv(16)/t(16;16) AML, thereby
supporting the notion that they represent two distinct entities. Although CBF AML
patients are considered to have relatively good prognosis, only approximately half of
the CBF AML patients achieve long-term survival with current therapy. Improvements
in risk stratification based upon clinical and/or genetic factors and development of
targeted therapies are needed for better outcomes. KIT mutations, most common
mutations found in 17-46% of CBF AML cases, are considered to be good potential
molecular marker. They lead to constitutional activity of c-kit receptor which in turn
induces ligand-independent cell proliferation. This review provides overview of
current knowledge regarding prognostic and therapeutic value of KIT mutations in
CBF AML.

Key words: CBF AML, KIT mutations, risk stratification, targeted therapy



1. Uvod

Akutna mijeloi¢na leukemija (AML) s preuredbom gena grupe CBF (engl. core
binding factor) je karakterizirana prisutnoS¢u balansirane translokacije izmedu
kromosoma 8 i 21 [t(8;21)(q22;922)] i pericentricne inverzije kromosoma 16
[iNnv(16)(p139g22)] ili njegove manje ucCestale varijante, balansirane translokacije
t(16;16)(p13;922) (1). Na molekularnoj razini, obje kromosomske promjene dovode
do preuredbe gena koji kodiraju razliCite podjedinice heterodimernog transkripcijskog
faktora nazvanog sredisnji vezni faktor (CBF). S obzirom da je CBF-a vazan regulator
hematopoeze, nuzan za normalnu diferencijaciju krvotvnornih stanica, smatra se da
novonastali fuzijski kimeri¢ni geni sudjeluju u nastanku AML-a (2,3). Core binding
factor akutna mijeloi¢na leukemija je poprili€no ucestala, buducéi da se kod odraslih s
de novo AML-om, t(8;21) i inv(16)/t(16;16) opazaju u oko 7% odnosno 8% bolesnika
(4). Razlog zbog kojeg se ove dvije kromosomske promjene Cesto grupiraju zajedno
pod nazivom CBF AML je, osim ve¢ spomenute zajedniCke molekularne podloge, i
Cinjenica da CBF AML bolesnici imaju relativho povoljnu prognozu, osobito u slu¢aju
kada se tijekom terapije u remisiji primjeni viSe ciklusa visokih doza citarabina (5,6).
S druge strane, Svjetska zdravstvena organizacija (engl. World Health Organisation,
WHO) u svojoj klasifikaciji mijeloidnih neoplazmi prepoznaje t(8;21) AML i inv(16)
AML kao dva zasebna entiteta (7) buduéi da medu njima ipak postoji znacajna
klinicka, demografska i citogenetska heterogenost (8). StoviSe, unato& povoljnoj
prognozi, samo polovica bolesnika uspijeva posti¢i dugogodiSnje prezvljenje (9) iz
Cega proizlazi jasna potreba za odredivanjem klinickih i genskih markera koji bi
unutar CBF AML grupe identificirali one bolesnike s malom vjerojatnoS¢u odgovora
na trenutnu terapiju te koji bi stoga potencijalno imali koristi od intezivnije i/ili nove
ciljane terapije (2). U ovom preglednom radu ¢e biti opisane mutacije KIT gena u
kontekstu moguénosti da se koriste kao prognosti¢ki markeri i potencijalna mjesta

djelovanja ciljane antitumorske terapije.



2. Etiologija

Postoje brojni riziCni Cimbenici koji mogu uzrokovati genske promjene u
hematopoetskoj mati¢noj stanici i tako dovesti do razvoja akutne leukemije. Do sada
je definitivno dokazana povezanost Cetiri okoliSna Cimbenika s razvojem bolesti:
ioniziraju¢e zraCenje, izloZzenost visokim dozama benzena, dugotrajno konzumiranje
duhanskih proizvoda (10) i izloZzenost citototoksi¢nim lijekovima (11). Leukemija je
bila prva maligna bolest povezana s posljedicama eksplozije atomske bombe u
Hiroshimi i Nagasakiju. EpidemioloSki dokazi sugeriraju da medu prezivjelim
osobama i desetlje¢éima nakon incidenta perzistira povisen rizik za zraenjem
induciran AML (12). Sve veca upotreba citostatika u lije€enju raznih malignih bolesti
dovela je do povecane ucestalosti kako mijeloidnih neoplazmi opéenito tako i akutne
mijeloi¢ne leukemije. Citotoksi¢ni lijekovi koji relativno &esto dovode do AML
ukljuCuju lijekove koji pripadaju u skupine antimetabolita, alkiliraju¢ih tvari i inhibitora
topoizomeraza Il (13). Akutna mijeloi¢na leukemija nakon terapije (t-AML) posljedica
je lije€enja citotostaticima i/ili zraCenjem te je stoga klasificirana kao zaseban entitet
od strane WHO-a (14). Poznato je da se AML mozZe razviti progresijom drugih
steCenih bolesti krvotvorne maticne stanice. To se primarno odnosi na kronicne
mijeloproliferativne bolesti i sindrom mijelodisplazije gdje u toku evolucije bolesti
dolazi do daljnje destabilizacije genoma leukemijskih stanica zbog nastanka novih
genetskih mutacija i razvoj subklonova s blokadom u diferencijaciji na razini blasta
(11). lako do danas nema jasnog obrasca nasljedivanja, povecana ucestalost akutnih
leukemija u nekim nasljednim bolestima upozorava na postojanje nasljedne
predispozicije za razvoj AML-a. Buduéi da su to bolesnici s rijetkim genetskim
sindromima, oni zauzimaju samo mali udio u morbiditetu od akutnih leukemija.
Primjeri takvih sindroma su Fanconijeva anemija i Dyskeratosis congenita gdje rizik

za razvoj AML-a moze biti i preko 100 puta veci (15,16).



3. Patogeneza

Akutna mijeloiCna leukemija je rezultat viSestrukih genskih mutacija i
kromosomskih preraspodjela u hematopoetskim prekursorima koje tim stanicama
osiguravaju prednost proliferacije i preZivljavanja te umanjuju sposobnost
diferencijacije (17). Leukemijska transformacija se vjerojatno odigrava na razini
primitivne multipotentne mati¢ne stanice ili na razini diferenciranije, usmjerenije za
pojedinu lozu matiCne stanice. Fenotipska razliCitost AML-a u prvom slu€aju se
objasnjava zadrzanom sposobnoscu tih stanica da se do nekog stupnja diferenciraju
i steknu specificne biljege pojedine loze dok je u drugom sluc€aju fenotipska razlika
poslijedica razine diferencijacije na kojoj je doslo do maligne transofrmacije.
Leukemijske stanice koje zadrZavaju sposobnost samoobnavljanja, a njih je relativno
mali udio, nazivaju se leukemijske maticne stanice (LMS) (18). Podatci pokazaju da
najveci broj stanica sa tom sposobnos¢éu u AML-u dolaze od stanice koja stvara
kolonije granulocita i monocita (engl. colony forming unit that generates granulocyte
and monocyte, CFU-GM) (19). lako limfociti T, limfociti B i NK stanice (engl. natural
killer, NK) naj¢eS¢e nemaju nikakve citogenetske abnormalnosti u AML-u pa je teorija
o porijeklu leukemijske transformacije na razini pluripotentne hematopoetske mati¢ne
stanice upitna, prema nekim eksperimentalnim dokazima, neki sluCajevi AML-a
nastaju genskim promjenama upravo u pluripotentnoj hematopoetskoj mati¢noj
stanici te su stoga one nazivaju preleukemijskim mati¢nim stanicama (16,20). Klju¢ne
onkogenske promjene za nhastanak AML-a se Cesto klasificiraju prema modelu
dvostrukog udarca (engl. two-hit model) predloZzenom od strane Gillilanda i Kelly (21)
koji govori da je za nastanak bolesti potrebna suradnja barem dviju velikih skupina
(klasa) mutacija odnosno promjena. U prvoj skupini su one promjene koje tipi€no
uzrokuju aberantnu aktivaciju stani¢nih signalnih puteva te tako osiguravaju
leukemijskom klonu prednost prezivljenja i/ili proliferacije. Druga skupina obuhvaca
mutacije koje dovode do zaustavljanja diferencijacije i povecanja sposobnosti
samoobnavljanja buduéi da ¢esto dovode do gubitka funkcije transkripcijskih faktora.
Slika 1 prikazuje shematski prikaz opisanog modela s navedenim primjerima gena u
pripadajuéim skupinama.

Ubrzani tehnoloski razvoj u podru¢ju genomike i upotreba novijih tehnika
poput sekvenciranja sljedeée generacije, omogucila je identifikaciju dodatnih mutacija

koje se ne mogu svrstati u niti jednu od prethodno navedenih skupina sugerirajuci da



je mozda ,two-hit model” previSe pojednostavljen. To su mutacije koje za sada ostaju

neklasificirane i koje uglavnom dovode do epigenetskih modifikacija (17,22).

MUTACIJE KLASEI MUTACIJE KLASE II
prednost proliferacije i/ili
preZivljenja zastoj u diferencijaciji
proteinske tirozin kinaze transkripcijski faktori
>ABL » FLT3 » CBF > RUNX1
2Ll > ROR > C/EBPO.
»PDGFR > RAS > HOX < pi] .
»FGFRI
kroniéne mijelodisplastiéni
mijeloproliferativne akutna mijeloi¢na sindrom
bolesti leukemija

Slika 1 Model dvostrukog udarca. Modificirano prema: Cools J & Schwaller J.
Molecular mechanisms of myeloid malignancies: on the hunt for new therapeutic
targets. Drug Discovery Today: Disease Mechanisms. 2004;1(2):259-266



4. Klasifikacija

Klasifikacija akutnih mijeloi¢nih leukemija predloZzena 1976. godine od strane
francusko-americkih-britanskih (engl. French-American-British, FAB) autora je bila
Siroko u upotrebi preko dva desetlje¢a (23). Na temelju morfologije i1 citokemije,
podijelila je AML u Sest podtipova. Originalna klasifikacija je revidirana 1985. godine i
proSirena na 8 podtipova (24). U meduvremenu je ustanovljeno da ova klasifikacije
ne odrazava uvijek gensku i KkliniCku raznolikost bolesti, stoga je Svjetska
zdravstvena organizacija 2001. godine predlozila novu klasifikaciju koja obuhvaca
morfoloSka, citokemijska i imunofenotipska obiljezja leukemijskih stanica te
citogenetske promjename, ali uzima u obzir i prijasnje lije€enje -citotoksi¢nim
lijekovima i/ili zraCenjem te sindrom mijelodisplazije (25). Tablica 1 prikazuje FAB
klasifikaciju, a u tablici 2 je prikazana podjela AML-a prema zadnjoj reviziji
klasifikacije iz 2016. godine (7). Kao $to je vidljivo iz tablica, aktualna klasifikacija
zadrzala je vecinu morfoloskih FAB podtipova unutar skupine ,AML koje nisu

svrstane drugamo®.

Tablica 1 FAB klasifikacija AML-a. Prema: Bennett JM, et al. Proposed revised
criteria for the classification of acute myeloid leukemia. A report of the French-
American-British Cooperative Group. Ann Intern Med. 103(4):620-5.

FAB tip | Definicija

MO Nediferencirana AML

M1 AML sa minimalnim sazrijevanjem
M2 AML sa znacima sazrijevanja

M3 Akutna promijelocitna leukemija
M4 Akutna mijelomonocitna leukemija

MA4Eo Akutna mijelomonocitna leukemija s eozinofilijom

M5 Akutna monocitna leukemija

(a) Monoblastna
(b) Monocitna
M6 Akutna eritroidna leukemija

M7 Akutna megakariocitna leukemija




Tablica 2 Podjela akutnih mijeloi¢nih leukemija prema WHO-u. Prema: Arber DA, et
al. The 2016 revision to the World Health Organization classification of myeloid
neoplasms and acute leukemia. Blood. 2016;127(20):2391-405.

AML s povratnim genskim promjenama

AML s 1(8;21)(q22;922.1);RUNX1-RUNX1T1

AML s inv(16)(p13.1q22) ili t(16;16)(p13.1;922);CBFB-MYH11

APL s PML-RARA

AML s t(9;11)(p21.3;023.3);MLLT3-KMT2A

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

AML s inv(3)(q21.3¢26.2) ili t(3;3)(q21.3;926.2); GATA2, MECOM

AML (megakarioblastna) s t(1;22)(p13.3;913.3);RBM15-MKL1

Privremeni podtip: AML s BCR-ABL1

AML s mutacijom NPM1

AML s bialelnom mutacijom CEBPA

Privremeni podtip: AML s mutacijom RUNX1

AML sa znakovima mijelodisplazije

AML nakon terapije

AML koji nisu svrstane drugamo

AML s minimalnom diferencijacijom

AML bez sazrijevanja

AML sa sazrijevanjem

akutna mijelomonocitna leukemija

akutna monoblastna/monocitna leukemija

Cista eritoridna leukemija

akutna megakarioblasti¢na leukemija

akutna bazofilna leukemija

akutna panmijeloza s mijelofibrozom

Mijeloidni sarkom

Mijeloidne proliferacije pri Downovu sindromu

prolazni poremecaj mijelopoeze

mijeloidna leukemija pri Downovu sindromu

Zlo¢udni tumori blastiénih plazmacitoidnih dendritiénih stanica




5. Klinicka slika

KliniCka slika u akutnoj mijeloicnoj leukemiji rezultat je nekoliko dogadaja: 1.
slabost funkcije normalne koStane srzi; 2. bujanje leukemijskog klona; 3. toksi¢no
djelovanje citostatske terapije; 4. metabolicke komplikacije.

U vecine bolesnika poc€etni simptomi akutne leukemije nespecifiCni su i prisutni
manje od tri mjeseca te su posljedica supresije normalne hematopoeze. Opca
slabost, umor, bljedoca, palpitacije, zamaranje i slabo podnoSenje napora posljedica
su anemije. Petehije, epistaksa, sklonost modricama i krvarenje iz gingive osobito pri
pranju zubi odraz su trombocitopenije i €esto rana manifestacija bolesti. Ozbiljna
krvarenja na pocCetku bolesti u gastrointestinalni, diSni, genitourinarni ili sredisnji
Ziv€ani sustav su vrlo rijetka (11). U vrijeme javljanja lije€niku, vrucica je prisutna u
vecine bolesnika. Obi¢no je posljedica lokaliziranih infekcija ili je posljedica same
prisutnosti tumora (paraneoplasticna vruéica) (26). Kao posljedica sklonosti
infekcijama, naj¢eS¢a manifestacija su pustule i blage piogene infekcije. Teze
infekcije poput pneumonije, meningitisa i generaliziranih bakterijskih, virusnih i
gljivicnih infekcija nisu uobi€ajene za pocetak bolesti ve¢ su ¢eSce odraz intezivne
citostatke terapije kad je u pravilu pacijentima apsolutni broj neutrofila nizi od 0,5 x
10%L. Budu¢i da citostatici naru$avaju prirodnu obrambenu barijeru organizma
osStecenjem sluznica, predilekcijska mjesta za prodor infekcije u organizam su
orofarinks, probavni sustav i donji respiratorni sustav. AML nije samo bolest koStane
srzi. Leukemijske stanice cirkuliraju i mogu se pronaci u bilo kojem organu u malom
broju. U slu€aju nakupljanja veceg broja leukemijskih stanica, one mogu ometati
funkciju organa $to moze biti i dominantno u klini¢koj slici. Predilekcijska mjesta su
slezena, jetra i limfni &vorovi (18). Dok limfadenopatija nije uobiCajena za AML,
splenomegalija je prisutna u gotovo Cetvrtine bolesnika (27,28). JoS jedan organ
relativno CeSCe zahvacen ekstramedularnom boleS¢u je koza. U ovom kontekstu
treba razlikovati specificne lezije uzrokovane infiltracijom leukemijskih blasta
(leukemia cutis i mijeloidni sarkom) od nespecifiCnih lezija uzrokovanih
komplikacijama kao $to su infekcije, reakcije na lijekove i reaktivna stanja (Sweetov
sindrom, pyoderma gangrenosum, erythema nodosum). Nespecificne lezije se jo$
nazivaju i leukemidi te nisu uzrokovani infiltracijom leukemijskih stanica. NajCeSca
morfologija koznih leukemijskih infiltrata su multiple bezbolne, ruziCaste, gumenaste

papule ili noduli. Rijetko, mladi bolesnici s AML-om ¢e se prezentirati ili s vr.emenom



razviti veliku potkoZnu nakupinu mijeloblasta odnosno mijeloidni sarkom (MiS).
Mijeloidni sarkom je ekstramedularni mijeloidni zloCudni tumor koji se moze pojaviti u
4 oblika: kao prvi znak AML-a u jo$ nedijagnosticiranog pacijenta, u sklopu klinicke
slike bolesnika s AML, kao prvi znak relapsa te kao znak blasticne transformacije u
bolesnika s kroni€nom mijeloproliferativnom boleS¢u ili mijelodisplastiCnim
sindromom (MDS). Njegova lokalizacija nije ograniCena samo na kozu ve¢ se moze
javiti u bilo kojem organu, najceS¢e u periostu lubanjskih kostiju. Prijasnji naziv za
ovaj tumor je bio klorom (lat. chloroma) zbog makroskopski vidljive zelene boje novih
lezija zahvaljujuci velikoj koncentraciji enzima mijeloperoksidaze u mijeloblastima, ali
kako je izgled lezija varijabilan, danas se preferira naziv mijeloidni sarkom (jos jedan
sinonim je granulocitni sarkom). Mijeloidni sarkom se javlja ¢eS¢e u CBF AML-u te
takvi pacijenata s t(8;21) ili inv(16) i mijeloidnim sarkomom imaju loSije ishode
lije€enja od onih koji nemaju ekstramedularne lezije (29-31). Slika 2 prikazuje kozni
oblik MiS-a u pacijentice lijeCene u KB Dubrava.

Poseban klinicki oblik leukemije karakteriziran velikim brojem leukemijskih
stanica naziva se hiperleukocitarni oblik. Hiperleukocitoza se arbitrarno definira kao
broj leukocita veé¢i od 100 x 10° /L i povezana je povecanim mortalitetom i
morbiditetom. Incidencija se krece izmedu 5% i 13% za pacijente s AML-om. Ona
moze uzrokovati sindrom lize tumora, diseminiranu intravaskularnu koagulaciju (DIK)
i sindrom leukostaze osobito tijekom indukcijske kemoterapije. Sindrom lize tumora
nastaje kao rezultat velike tumorske mase s visokim stani¢nim obrtajem te susljednim
ubrzanim raspadom tumorskih stanica. Posljedicno tome dolazi do vrucice i
oslobadanja velikih kolicina mokraéne kiseline (hiperuricemija), vodikovih iona
(acidoza) te elektrolita (hiperkalijemija i hiperfosfatemija). Ovi dogadaji mogu dovesti
do ostecenja bubrezne funkcije i akutnog bubreznog zatajenja (uricna nefropatija),
sr€¢anih aritmija i smrti. DIK je posljedica preopterecenja cirkulacije tkivnim faktorom
koji se oslobada iz leukemijskih stanica Sto dovodi do aktiviranja vanjskog puta
zgruSavanja. Na taj naCin se troSe trombociti i faktori zgruSavanja Sto naposljetku
dovodi do potroSne koagulopatije i hemoragijske dijateze. U sindromu leukostaze
visok broj leukocita dovodi do stvaranja leukemijski tromba, vaskularne opstrukcije i
moze biti zahvacen bilo koji organ. Simptomi zahvaéanja cirkulacije mozga

(glavobolja, poremecaj svijesti, poremecaj vida) mogu biti vrlo dramaticni i dovesti do



kome pa i smrti. Zahvacanje plu¢ne cirkulacije se manifestira tahidispnejom i moze

dovesti do akutnog respiratornog distresnog sindroma (32).
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Slika 2 Kozni oblik Mis-a (chloroma) u pacijentice M.B.(56), AML i FLT3-ITD+.
S ljubazno&¢u prof.dr.sc. Rajka Kuseca, Zavod za hematologiju, KB Dubrava



6. Dijagnoza

U bolesnika se posumnja na akutnu leukemiju na temelju klinicke slike. lako
ne postoji za bolest patognomoni€an simptom, skup simptoma, poput znakova
krvarenja i infekcija te brzog nastupa bolesti i naglog pogor$anja stanja upozoravaju
na akutnu leukemiji. Prvi korak u dijagnostiCkom algoritmu su laboratorijski testovi,
odnosno kompletna i diferencijalna krvna slika koji otkrivaju slabost funkcije kostane
srzi. U rutinskoj obradi zatim dolazi aspiracijska punkcija koStane srzi. Biopsija
kostane srzi nije standardni dijagnosticki test, ali bi se trebala napraviti kod bolesnika
u kojih nije moguce dobiti citoloski uzorak (lat. punctio sicca). Razmazi krvi i koStane
srzi se bojaju specijalnim bojama i morfoloSki pregledavaju. Da bi se dobio udio
blasta, preporu¢a se prebrojavanje najmanje 200 leukocita u krvnom razmazu
odnosno 500 stanica s jezgrom u razmazu koStane srzi. Prisutnost 20% i viSe blasta
u razmazu je dijagnosticki kriteriji za AML. Ovo se ne odnosi ha CBF AML gdje se
dijagnoza postavlja na temelju prisutnosti t(8;21) ili inv(16) neovisno o udjelu blasta.
Sljededi korak u dijagnostickoj obradi je dokazivanje mijeloidnog porijekla blasta. Za
procjenu zahvacenosti loze moze se koristiti citokemija (na koju se danas sve manje
oslanja) te imunofenotipizacija (obi¢no protoénom citometrijom) koja se danas smatra
standardom. Konvencionalna citogenetika je daljnja neizostavna komponenta u
dijagnosti¢koj procjeni. Osam balansiranih translokacija i inverzija, i njihove varijante,
ukljucene su u Kklasifikaciju WHO-a u kategoriji ,AML s povratnim genskim
promjenama“, a citogenetika je kljuCna za svrstavanje bolesnika u jedan od tih
podtipova AML-a (33). Da bi kromosomske promjene bile vidljive, metafazni
kromosomi se moraju bojanjem oprugati. Naj¢eSée se primjenjuje metoda GTG
pruganja (Giemza-Tripsin-Giemza) te je obavezno pregledati minimalno 20 stanica u
metafazi da bi se mogla postaviti dijagnoza normalnog odnosno abnormalnog
kariotipa (18). Kromosomske abnormalnosti se mogu naéi u oko 55% slucajeva AML-
a Sto znaCi da 45% bolesnika ima normalan kariotip (34). U nekim slu€ajevima
klasiCna citogenetika nije u mogucnosti otkriti kromosomske promjene. Razlog tome
mozZe biti loSa kvaliteta uzorka ili ograniCena rezolucija pruganja zbog koje je
nemoguce vidjeti male, kripticne delecije dijela kromosoma i slozene translokacije
(18,35). To se nerijetko dogada u CBF akutnim mijeloicnim leukemijama buduci da
RUNX1/RUNX1T1 fuzijski gen nije uvijek produkt t(8;21) ve¢ moze biti i posljedica

njezinih rijetkih varijanti nastalih sloZzenim translokacijama koje ukljuuju jo$ jedan ili
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dva dodatna kromosoma te zbog razli€itih varijanti inv(16) koje nastaju zahvaljujudi
varijabilnim to¢kama loma na genima CBFB i MYH11 i zbog kripti€nih preuredbi koje
dovode do nastanka CBFB/MYHL11 fuzijskog gena (36—38). U tim slu€ajevima koristi
se fluorescentna in situ hibridizacija (engl. fluorescent in situ hybridization, FISH) kao
metoda molekularne citogenetike ili reverzna transkripcija lanCane reakcije
polimeraze (engl. reverse transcription-polymerase chain reaction, RT-PCR) kao
metoda molekularne biologije. FISH i RT-PCR bi se svakako trebali koristiti i u
situacijama u kojima standardna citogenetika nije uspjela dokazati t(8;21) i inv(16), a
navedene kromosomske promjene se ocekuju s obzirom na morfologiju blasta (FAB
M2 i M4Eo). S druge strane, treba istaknuti €injenicu da su lazno pozitivni i lazno
negativni nalazi moguc¢i kod RT-PCR-a te stoga ta pretraga ne bi trebala zamijeniti
citogenetiku i koristiti se kao jedini dijagnosti¢ki test u detekciji CBF AML genskih
promjena (36). Slika 3 prikazuje kariogram osobe s kariotipom s reciproénom
translokacijom t(8;21) dok slika 4 prikazuje FISH metodu s nalazom fuzijskog signala
kojim je dokazana ista translokacija. Slike 5 i 6 prikazuju PCR dokaz za AML1/ETO
fuzijski gen odnosno za D816V mutaciju KIT gena.

68 88 »z 385 ag
. = % -~ “ .‘.”.& \. g
3 <0 21 ‘ 22

Slika 3 Kariotip prikazan metodom GTG pruganja s t(8;21). S ljubazno$¢u prof.dr.sc.
Rajka KuSeca, Zavod za hematologiju, KB Dubrava
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AML1/ETO novi
fuzijski onkogen

Slika 4 FISH, dokaz translokacije t(8;21), nalaz fuzijskog signala (oznacen strelicom).
S ljlubaznos$éu prof.dr.sc. Rajka KuSeca, Zavod za hematologiju, KB Dubrava
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Slika 5 RT-PCR za dokaz fuzijskog transkripta AML1-ETO.

1, ljestvica veli€ine ulomaka; 2, AML1-ETO + kontrola; 3, pacijent
s AML, AML1-ETO pozitivan, uzorak KS; 4, isti pacijent uzorak PK;
5, pacijent bez t(8;21) = neg. kontrola; 6, kontrola PCR-a, blank.

S ljubaznoséu prof. dr. sc. Rajka KuSeca, Zavod za hematologiju,
KB Dubrava

Slika 6 DNA-PCR za dokaz mutacije D816V KIT gena. 1, ljestvica
veliCine ulomaka; 2, AML1-ETO+ pacijent, kontrolni umnozak KIT
gena; 3, uzorak istog pacijenta umnozen mutacijski-alel specificnim
primerom, 4 i 5, isti test kod pacijenta bez mutacije D816V KIT.

S ljubaznoséu prof. dr. sc. Rajka KuSeca, Zavod za hematologiju,
KB Dubrava
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7. Prognoza

Prognosticki pokazatelji u AML-u se generalno mogu podijeliti u dvije skupine:
na one vezane za pacijenta i njegovo opce stanje te na one vezane za samu bolest,
to jest karakteristike malignog mijeloicnog klona. Prva skupina pokazatelja je
odgovorna za smrtnost uzrokovanu lijeCenjem koja nastupa prije mogucnosti
procjene odgovora na terapiju dok druga skupina predvida uspjeSnost lijeCenja

odnosno rezistenciju na terapiju (33).

7.1. Cimbenici vezani za pacijenta

Starija Zivotna dob je neovisni prognosticki Cimbenik povezan s loSijom
prognozom (39). Ipak, ona sama ne bi smjela biti razlog da se starijim bolesnicima ne
ponudi potencijalno kurativna terapija buduci da godine nisu najvazniji prognosticki
pokazatelj niti za smrtnost uzrokovanu lijeCenjem niti za rezistenciju na terapiju.
Nadalje, rizi€ni ¢imbenik je i bolesnikovo ,zdravstveno stanje, tj. njegovo psihofizicko
stanje i pridruzene bolesti (komorbiditeti) jer oni utjeCu na podnosenje kemoterapije
(33,40). Dok za procjenu psihofiziCkog statusa postoje bodovne skale poput
Karnofskyjevog bodovnog skora (41) i ECOG (engl. Eastern Cooperative Oncology
Group) psihozifickog statusa (42), za procjenu komorbiditeta nije razvijen specifi¢an
indeks. Bodovanje komorbiditeta je trenutno podrucje istraZivanja koje bi trebalo
doprinijeti boljem definiranju pacijenata ,neprikladnih“ za standardnu intezivnu

kemoterapiju (33).

7.2. Cimbenici vezani za bolest

U Cimbenike vezane za AML spadaju: broj leukocita u krvi (engl. white blood
count, WBC) pri dijagnozi, prijadnje lijeCenje citotoksiCnim lijekovima, prethodno
postojanje MDS-a ili mijeloproliferative neoplazme (MPN) te citogenetske i
molekularne promjene u mijeloidnim blastima detektirane pri dijagnozi. Visok WBC
negativno utje€e na prognozu bolesnika. AML nastao iz MPN-a ili MDS-a
(sekundarna akutna mijeloi¢na leukemija, s-AML) i t-AML su obi¢no rezistentniji na
standardnu terapiju od de novo AML-a pa se takoder povezuju s loSijom prognozom
(43). Najvazniji prediktor rezistencije na terapiju su citogenetske i molekularne
promjene. Kariotip leukemijskih stanica je najsnazniji prognostiCki pokazatelj

odgovora na indukcijsku kemoterapiju i prezivlenje (34). Na temelju njega se
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bolesnici s AML-om mogu svrstati u tri rizi€ne skupine: povoljnu, srednje povoljnu i
nepovoljnu (tablica 3). Kao $to je vidljivo iz tablice, CBF AML bolesnici spadaju u
rizicnu skupinu s povoljnom prognozom. Identifikacija genskih mutacija i promjene
genske ekspresije sluzi za stratifikaciju bolesnika s normalnim kariotipom (engl.
cytogenetically normal acute myeloid leukemia, CN-AML) u jednu od navedene tri
rizicne skupine buduci da bolesnici s CN-AML-om nisu jedinstvena vecC heterogena
citogenetska grupa. S druge strane, sekundarne genske promjene se joS ne mogu
koristi u tu svrhu u slu€aju balansiranih translokacija ili inverzija s obzirom da je
njihov utjecaj ovdje manje jasan i zahtjeva daljnju procjenu. Ipak, ovaj rad ¢e dati
kratak pregled o trenutnim saznanjima o utjecaju odabranih genskih mutacija (u
prvom redu KIT mutacija) na prognozu bolesnika u okviru CBF akutne mijeloi¢ne
leukemije. Na kraju treba istaknuti opazanje kako incidencija nepovoljnih
citogenetskih abnormalnosti, t-AML-a i s-AML-a raste s Zivotnom dobi. Cak i kada se
uzmu obzir kao rizi¢ni faktori u multivarijantnoj analizi, stariji pacijenti i dalje imaju
loSiju prognozu od mladih Sto potvrduje Cinjenicu da je starija Zivotna dob neovisan
prognosti¢ki Cimbenik i sugerira postojanje jo$ neutvrdenih Cimbenika vezanih uz dob
(33,35).
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Tablica 3 PrognostiCka podjela AML-a. Prema: Dohner H, et al. Diagnosis and
management of AML in adults: 2017 ELN recommendations from an international
expert panel. Blood. 2017;129(4):424-447

Riziéna Citogenetske promjene
skupina
Povoljna 1(8;21)(922;922.1); RUNX1-RUNX1T1

inv(16)(p13.1922) ili t(16;16)(p13.1;922); CBFB-MYH11
Mutacija NPM1 bez FLT3-ITD (normalni kariotip)
Mutacija NPM1 i FLT3-ITD"? (normalni kariotip)
Bialelna mutacija CEBPA (normalni kariotip)

Srednje Mutacija NPM1 i FLT3-ITD"*°* (normalni kariotip)

povoljna Normalni NPM1 bez FLT3-ITD (normalni kariotip)

Normalni NPM1 i FLT3-ITD"?¥ (normalni kariotip)
£(9;11)(p21.3;023.3); MLTT3-KMT2A

Citogenetske promjene koje nisu u skupini povoljnih niti
nepovoljnih

Nepovoljna 1(6;9)(p23;934.1); DEK-NUP214

t(v;11923.3); preustrojen KMT2A

t(9,22)(g34.1;q11.2); BCR-ABL1

inv(3)(q21.3926.2) ili t(3;3)(q21.3;926.2); GATA2, MECOM(EVI1)
-5 ili del(5q); -7; -17/abnl(17p)

Kompleksni kariotip, monosomski kariotip

Normalni NPM1 i FLT3-ITD"*

Mutacija RUNX1

Mutacija ASXL1

Mutacija TP53
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8. Lije€enje

LijeCenje AML-a se moze podijeliti u dvije faze. Prvo se uvodnom terapijom
pokuSa bolesnika uvesti u kompletnu remisiju koja se definira kao odsutnost klinickih
znakova ekstramedularne bolesti uz normocelularnu kostanu srz slobodnu od
leukemijskih stanica s ponovno uspostavljenom normalnom hematopoezom koja
rezultira poviSenjem koncentracije neutrofila i trombocita u perifernoj krvi do
referentnih vrijednosti. Standardna uvodna terapija je kombinacija citarabina i
antraciklinskog antibiotika, najéeS¢e u programu lijeCenja poznatom kao ,3+7°
program (daunorubicin kroz 3 dana i citarabin kroz 7 dana) (16). Ovakvim nacinom
lijeCenja se postize kompletna remisija u gotovo 90% bolesnika s CBF AML-om
(9,44,45).

Druga faza predstavlja terapiju u remisiji koja sve viSe ima za cilj izlijeciti
bolest,a ne samo produziti trajanje kompletne remisije. Ako se bolesnici u remisije ne
nastave lijeciti, neminovno ¢e doéi do relapsa AML-a unutar nekoliko mjeseci (18).
Konvencionalna terapija u remisiji se sastoji od intezivne konsolidacijske
kemoterapije odmah po postizanju remisije iza koje obi¢no slijedi autologna ili
alogena transplantacija krvotvornih mati¢nih stanica (35). Primjereno lijeenje za
vecinu bolesnika s CBF AML-om je visokim dozama citarabina primijenjenim u 4
ciklusa. Druga opcija su 2 ciklusa visokim dozama citarabina nakon kojih slijedi
autologna transplantacija (11). Na ovaj nacin se uspijeva posti¢i petogodisnje
preZivljenje u 50% bolesnika (44).

Kao $to vidimo, iako bolesnici s CBF AML-om u usporedbi s drugim
citogenetskim grupama imaju povoljniju prognozu, poboljSanje u terapiji je potrebno
budu¢i da polovica bolesnika ostaje neizlijeCena. To bi se moglo posti¢i boljom
stratifikacijom rizika pacijenata pri dijagnozi u ¢emu bi od veliki pomoc¢i mogli biti
dodatni genetski markeri. Na taj nacin bi se medu CBF AML bolesnicima potencijalno
identificirali oni koji zahtijevaju drugadciji terapijski pristup, temeljen na agresivnijem

lijeceniju ili ciljanoj terapiji (1).
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9. Core binding factor kompleks

Heterodimerni transkripcijski faktori, CBF, sastoje se od 3 podjedinice i jedne
od triju mogucih a podjedinica. Za DNA se veze a podjedinica i kodirana je jednim od
triju gena iz CBF obitelji: RUNX1 ( engl. runt-related transcription factor 1) poznat jo$
i kao AML1 (engl. acute myeloid leukemia 1), RUNX2 i RUNX3. Cini se kako potonja
dva gena nemaju ulogu u leukemogenezi. ZajedniCku B podjedinicu kodira CBFB
gen i ona se ne veze direktno za DNA vec¢ vezivanjem na a podjedinicu poveéava
40-ak puta njen afinitet vezanja te S&titi kompleks od proteolize (46,47).

Kompleks RUNX1/CBFB je vazan regulator hematopoeze, pri ¢emu aktivira
brojne gene vazna za razvoj limfoidne i mijeloidne loze. Koliko je esencijalna za
normalnu hematopoezu ekspresija AML1 i CBFB gena, vidljivo je iz misjih knock-out
modela, kod kojih gubitak homozigotnosti za bilo koja od ova dva gena dovodi do
identicnog fenotipa: embrionalne smrti i snazne blokade definitivne hematopoeze
(48,49).

10. Translokacija t(8;21)

Kromoskomsku translokaciju t(8;21) prvi je opisao Rowely 1973. godine (50)
pri kojoj dolazi do fuzije RUNX1 gena na kromosomu 21 s RUNX1T1 (engl. RUNX1
translocation partner 1) zvanim joS i ETO gen koji se nalazi na kromosomu 8. Kao
rezultat nastaje novi kimericki RUNX1/RUNX1T1 (AML1/ETO) fuzijski gen
identificiran 1992. godine (51). Mehanizam kojim RUNX1/RUNX1T1 sudjeluje u
leukemogenezi je samo djelomi¢no razjasnjen. Naime, kod nemutiranog RUNX1
proteina, N-terminalni kraj sadrzi runt domenu koja je odgovorna za interakciju s CBF
beta podjedinicom i pomocu koje se veZe na promotorske regije DNA gena potrebnih
za odvijanje normalne hematopoeze, poput interleukina 3 (IL-3), mijeloperoksidaze i
drugih. Taj dogadaj omogucava C-terminalnom kraju na kojem se nalazi
transaktivacijska domena da pomocu acetiliranja lizinskih ostataka histona
remodelira kromatin te tako omoguci transkripciju spomenutih ciljanih gena (52). U
novonastalom fuzijskom RUNXI1/RUNX1T1 proteinu transaktivacijska domena je
izgubljena i zamijenjena gotovo cijelim RUNXI1T1 proteinom (izuzev prvih 30
aminokiselina N-terminalnog kraja) koji pomoc¢u svoje domene motiva cinkova
prstena aberantno veze kompleks nuklearnog korepresora (NCoR) i histonske

deactilaze. Deacetiliranjem RUNX1 ciljanih gena, novonastali protein djeluje kao
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transkripcijski ,prigusivac. Slike 7 i 8 prikazuju normalan odnosno mutiran
heterodimerni CBF transkripcijski faktor (53,54).

(y.
- ARTIVACLIA

~TGTGGT---

MPO,CSF-LTCR

Slika 7 SrediSnji vezni faktor — CBF i njegovo djelovanje.

S ljubaznosc¢u prof.dr.sc. Rajka KuSeca, Zavod za hematologiju,

KB Dubrava
. : ’ X

| BLOK

X ~TGTGGT- _
- MPO,CSF-1, TCR

Slika 8 Djelovanje CBF fuzijskog gena. S ljubaznoS¢u prof.dr.sc.
Rajka KuSeca, Zavod za hematologiju, KB Dubrava

19



11. Inverzija inv(16)

Le Beau i suradnici, 1993. godine u svom istrazivanju, opisuju inv(16) u 18
ispitanika s akutnom mijelomonocitnom leukemijom s eozinofiljom (AML-M4eo0) te
sugeriraju postojanje novog podtipa AML-a s povoljnom prognozom (55). Gensku
podlogu te kromosomske promjene Cini pericentricna inverzija kromosoma 16 i
njegova manje ucestala varijanta translokacija t(16;16). One dovode do fuzije CBFB
gena na dugom kraku kromosoma 16 s genom za teski lanac miozina, MYH11 (engl.
myosin heavy chain 11), smjeStenom na kratkom kraku istog kromosoma (8). Kao
rezultat ove kromosomske promjene nastaju dva nova kimericka gena, CBFB/MYH11
i MYH11/CBFB, od kojih €ini se samo prvi ima ulogu u leukemogenezi. Buduéi da
je razina ekspresije MYH11/CBFB gena u leukemijskim stanica ispod razine detekcije
ili je kod bolesnika s nerecipro€nom inverzijom gen €ak deletiran, malo je vjerojatno
da je ta promjena od bilo kakvog znac€aja u razvoju leukemije (56). U miSjim knock-in
modelima demonstriran je dominantno negativan ucinak fuzijskog kimeri¢énog
CBFB/MYH11 gena na hematopoezu. Metodom homologne rekombinacije
CBFB/MYH11 gen je uveden u genom misjih embrija umjesto jedne kopije hormalnog
CBFB gena. Tako heterozigotni embriji su eksprimirali sliCan fenotip kao i
homozigotni miSevi s inaktivnim CBFB genom ili RUNX1 genom (embrionalna smrti i
blokada hematopoeze) $to je ukazalo na postojanje zajedni¢kog mehanizma svim tim
mutacijama(57).

Prisustvo proteina CBFB/SMMHC (engl. smooth muscle myosin heavy chain),
produkta fuzijskog gena CBFB/MYH11, u leukemijskim stanicama je prvi put dokazao
Liu 1996. godine (58). Mehanizam kojim bi se objasnio negativan ucinak
CBFB/CMMHC kimeri¢nog proteina nije do kraja razjasnjen. Istrazivanja su pokazala
da mutiran protein za razliku od nemutiranog moze tvoriti dimere i multimere preko
Stapi¢aste domene miozinskog lanca (59,60). Smatra se da pomoc¢u tog novog
svojstva on sekvestrira RUNX1 protein u citoplazmi onemogucujuéi mu smjestaj i
djelovanje u jezgri gdje normalno regulira transkripciju svojih ciljanih gena bitnih za
hematopoezu (56). Takoder, €ini se da CBFR/CMMHC protein moze djelovati na
sliCan nacin kao RUNX1/RUNX1T1: vezivanjem Kkorepresorskog kompleksa i

regrutiranjem histonske deacetilaze te posljedi¢nim utiSavanjem ciljanih gena (61).
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12. Demografske, klini€ke i sekundarne citogenetske

promjene

Core binding factor akutne mijeloicne leukemije dijele puno zajednickih
karakteristika, ali isto tako postoji i znatna heterogenost u ovoj grupi bolesti. Tipi¢na
FAB morfologija u t(8;21) je M2 (AML sa sazrijevanjem) dok se vecina bolesnika s
inv(16) prezentira s FAB M4Eo morfologijom (akutna mijelomonocitna leukemija s
eozinofiljom). Mijeloblasti u 1(8;21) obi¢no imaju uleknutu jezgru, bazofilnu
citoplazmu s perinuklearnim nakupljanjem azurofilnih granula. Auerovi Stapici su
prisutni, a u kostanoj srzi se obi¢no nade eozinofilja (za razliku od eozinofila u
inv(16), nemaju abnormalnu granulaciju). U kostanoj srzi bolesnika s inv(16) nalaze
se blasti granulocitne i monocitne loze te patoloski eozinofili u svim stadijima
sazrijevanja s nezrelim bazofilnim granulama (62). Bolesnici s t(8;21) su mladi od
onih s inv(16) s medijanom godina od 36 naprema 41 te su rjede pripadnici bijele
rase odnosno ¢eSc¢e pripadnici crne rase. Inverzija inv(16) je povezana veéim brojem
leukocita i vec¢im postotkom blasta u kostanoj srzi i perifernoj krvi pri dijagnozi te
¢eS¢om ekstramedularnom prezentacijom bolesti (9,44).

Sekundarne kromosomske abnormalnosti se opazaju u oko 40% bolesnika s
inv(16) te ¢ak 70% bolesnika s t(8;21) i ukljuCuju jednu od sljedeéih promjena:
gubitak spolnog kromosoma (ili X ili Y), deleciju dugog krak kromosoma 9 te trisomije
kromosoma 8,21 i 22. Prve dvije su uCestalije u bolesnika s t(8:21) dok su potonje tri
karakteristi€nije za inv(16) (9,44). Prognosticka vrijednost ovih promjena nije jo$
dovoljno istrazena i daljnja istrazivanja su potrebna iako vecina dosadasnjih studija
dominantno ne nalazi negativan utjecaj na prognozu kako u skupini bolesnika s
t(8;21) tako i u skupini inv(16). Takoder, potencijalni kriticni geni na spomenutim
kromosomima koji bi pridonjeli leukemogenezi ostaju neutvrdeni kao i molekularna
patogeneza iza njihovih mutacija (2). Iznimka su TEL1 i TEL4 geni smjeSteni na
kromosomu 9 koji su zahvacéeni del(9q). Oni su predloZeni od strane Dayyanija i
surdanika (63) kao potencijalni tumorsupresorski geni koji sudjeluju u leukemijskoj
transformaciji. Autori su u svom istraZivanju pokazali da smanjena ekspresija
spomenutih gena dovodi do povecane brzine proliferacije leukemijskih mijeloblasta s
t(8;21) dok njihova forsirana ekspresija vodi iste stanice u apoptozu i tako uzrokuje
njihovu smrt. Inaktivacija drugih gena na dugom kraku kromosoma 9 nije uzrokovala

navedene ili slicne promjene. Ovi rezultati sugeriraju mogucénost da
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haploinsuficijencija TEL1 i TEL4 gena suraduje s RUNX1/RUNX1T1 mutiranim
genom u leukemogenezi t(8:21) bolesnika s del(9q) (63).

13. Genske mutacije

Normalna ekspresija RUNX1 i CBFB gena nuzna je za uredno odvijanje
hematopoeze (64). Takoder, in vitro modeli kao i misji knock-out modeli pokazuju da
su fuzijski proteini kodirani RUNX1/RUNX1T1 i CBFB/MYH11 genima kriticni za
razvoj AML-a djeluju¢i dominantno negativno na normalnu transkripcijsku aktivnost
RUNX1. Medutim, prema istraZivanjima na istim modelima niti jedan od dva fuzijska
proteina nije dostatan za induciranje leukemije te su dodatne genske alternacije
poput mutacija drugih gena potrebne za leukemijsku transformaciju (65,66). To je u
skladu s aktualnim modelom dvostrukog udarca predloZenim od strane Gillilanda i
Kelly (21) kojim se pokuSava objasniti patogeneza AML-a, u kojem je za razvoj
leukemijskog fenotipa potrebna suradnja dviju skupina mutacija. U kontekstu ovog
modela, kimeri¢ni fuzijski CBF geni spadaju u drugu skupinu mutacija (engl. class Il
mutations) koja obuhvaca pretezno transkripcijske faktore i u kojoj dolazi do
poremecaja sposobnosti diferencijaciie hematopoetskih stanica. Za razvoj
leukemijskog fenotipa ova skupina mutacija treba sinergisticki djelovati s prvom
skupinom mutacija (engl. class | mutations) koja obuhvaéa gene koji kodiraju proteine
ukljuCene u stani¢ne signalizacijske puteve i Cija mutacija osigurava leukemijskom
klonu proliferacijsku prednost i/ili prednost preZivljenja. Primjeri prve skupine mutacija
Su mutacije gena za receptore tirozin kinaze kao 8to su FLT3 i KIT, JAK2 tirozin
kinazu te GTP-azu RAS (1). S obzirom da je tema ovog preglednog rada c-kit

mutacija, KIT gen Ce biti opisan u zasebnom poglavlju.

13.1. FLT3 gen

Gen FLT3 (engl. FMS-like tyrosine kinase 3), nalazi se na kromosomu broj 13 i
kodira transmembranski receptor tirozin kinaze (engl. receptor tyrosine kinase, RTK)
koji pripada istoj obitelji, klasi Il receptora tirozin kinaze (engl. RTK class Ill) kao i
KIT i receptori za trombocitni faktor rasta (engl. platelet-derived growth factor
receptors, PDGFRs). Receptori tirozin kinaze klase Ill se sastoje od izvanstani¢nog
dijela koji nalikuje imunoglobulinskom, transmembranskog, jukstamembranskog i
unutarstani¢nog dijela s aktivho$¢éu tirozin kinaze. U normalnoj hematopoezi,

vezanjem liganda za FLT3 receptor dolazi do njegove dimerizacije i aktivacije kroz
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autofosforilaciju. Aktivirana receptorska kinaza zapocCinje signalnu kaskadu
fosforiliranjem drugih signalnih molekula koji dalje prenose signal nizvodno i aktiviraju
PI3BK/AKT, RAS/MAPK i JAK2/STATS signalne puteve koji promoviraju stani¢nu
proliferaciju i inhibiraju stani¢nu apoptozu (67). FLT3 se normalno nalazi na
mijeloidnim progenitornim stanicama i kao $to je opisano igra vaznu ulogu u njihovoj
proliferaciji. Jednom kada se hematopoetske stanice diferenciraju, izrazaj FLT3
receptora se gubi (68). Proliferativha uloga FLT3 je dodatno potvrdena na misjim
knock-out modelima koji su pokazali suptilne deficite hematopoeze u smislu
smanjenja broja krvotvornih stanica. Unato¢ tome ispitivani miSevi nisu imali smanjen
Zivotni viek Sto znacCi da uloga FLT3 u proliferaciji nije esencijalna (69).

U akutnoj mijeloi¢noj leukemiji, povratne mutacije FLT3 ukljuuju unutranju
duplikaciju (ITD — engl. internal tandem duplication) jukstamembranskog dijela u 95%
slu€ajeva Sto za posljedicu ima gubitak autoinhibitorne funkcije tog dijela receptora te
toCkastu mutaciju unutar aktivacijske petlje tirozin kinazne domene (engl. tyrosine
kinase domain, TKD) u preostalih 5% slu€ajeva. U oba slu¢aja, neovisno o prisutnosti
liganda, dolazi do konstitucijske aktivacije receptora i posljedi€ne promocije
proliferacije odnosno inhibicije apoptoze (67). Smatra se da FLT3 mutacija
omogucéuje neogranicen rast leukemijskim stanicama. Pokazano je da retroviralna
transdukcija misjih stanica kostane srzi s ljudskim FLT3 mutiranim genom ne dovodi
do razvoja leukemije ve¢ uzrokuje oligoklonalnu mijeloproliferativnu bolest s
leukocitozom i splenomegalijom $to ide u prilog ovoj hipotezi (70). Potpuni fenotip
akutne leukemije razvie se tek kada su FLT3 mutacije udruze s genskim
promjenama za koje se zna da dovode do blokade u stani¢noj diferencijaciji poput
mutacije RUNX1 ili CBFB gena (71). Uz sve napisano treba i istaknuti da FLT3
mutacije nisu toliko u€estale u CBF leukemijama. Mutacija FLT3-ITD, opaza se u 2-
9% bolesnika s t(8;21) odnosno 0-7% s inv(16). Situacija je obrnuta u slu€aju FLT3-
TKD mutacije koja je u€estalija kod bolesnika s inv(16) (6-24%) nego u onih s t(8;21)
(2-7%) (72). Usporedno s tim, gledajuci sveukupno sve podtipove akutne mijeloi¢ne
leukemije zajedno, iste mutacije se nadu u oko 30% bolesnika. Za pacijente s AML-
om i normalnim Kkariotipom , prisutnost ove mutacije je povezana sa slabijim
odgovorom na terapiju i loSijim sveukupnim prezivljenjem. Za bolesnike s CBF AML-

om ova veza je puno manje jasna i dodatna istrazivanja su potrebna (8).
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13.2. JAK2 gen

Gen JAK2 (engl. Janus kinase 2 ) kodira istoimenu citoplazmatsku tirozin
kinazu koja zajedno s JAK1, JAK3 i TYK2 €ini JAK (engl. Janus associated kinase)
obitelj tirozin specificnih kinaza ukljuenih u stani¢nu signalizaciju putem raznih
membranskih receptora zdruzenih s tirozin kinazama kao $to su obitelj receptora za
IL-3, Gp130 receptorska obitelj, obitelj tipa 2 receptora za citokine i drugi. Ligandi za
spomenute receptore su razni faktori rasta i citokini koji reguliraju brojne aspekte
hematopoeze i imunosnog odgovora putem JAK/STAT signalnog puta. Ti receptori
nemaju citosolne dijelove s katalitiCkom aktivnoS¢u vec¢ vezanjem liganda dolazi do
konformacijskin promjena odnosno multimerizacije receptorskih podjedinica koja
dovodi dvile molekule JAK-a u neposrednu blizinu jednu drugoj $to omogucuje
proces prijenosa fosfata tj. transfosforilaciju. Aktivirani JAK fosforilira tirozinske
ostatke receptora koji sluze kao mjesto pristajanja glavhom supstratu ovog signalnog
puta, STAT proteinima (engl. signal transducer and activator of transcription). Po
svom vezivanju na receptor, STAT proteini takoder bivaju fosforilirani od strane JAK-
a Sto omogucuje njihovu dimerizaciju, disocijaciju sa svog veznog mjesta i
translokaciju u jezgru gdje se vezu za specificno regulacijsko sekvencijsko mjesto
DNA (pojacivac€) te tako poti€u transkripciju odredenih gena (73). Vazno je naglasiti
da kinaze mogu imat i druge efektorske proteine odnosno signalne puteve. Tako
aktivacijom JAK-a moze nastupiti i proliferacija stanica (aktivacijom RAS/RAF puta)
kao i inhibicija apoptoze aktivacijom protein kinaze B koja blokira apoptozu (74).

Jedan od novijih dodataka listi potencijalnih mutagena koji sudjeluju u
leukemogenezi CBF-AML-a je aktiviraju¢a JAK2V617F mutacija u kojoj se valin
zamjenjuje fenilaninom u pseudokinaznoj domeni JH2 koja ima inhibitornu funkciju na
JH1 kinaznu domenu JAK2 tirozin kinaze. Posljedi¢no, mutirani enzim ima pojacanu
aktivnost kinaze i tako dovodi do pretjerane aktivacije gore spomenutih silaznih
signalnih puteva koji dovode do pojaCane stani¢ne proliferacije i inhibicije apoptoze.
Ova mutacija je karakteristicna za kronine mijeloproliferativne bolesti, gdje je
prisutna kod vecine bolesnika, dok je za razliku od tog iznimno rijetka u CBF AML-u
(2,67). Medutim, incidencija od 3.6% prisutna medu CBF AML bolesnicima je
znacajno veca u usporedbi s drugim AML bolesnicima (0.6%) (75). Takoder, u studiji
provedenoj od strane Déhnera i suradnika, JAK2V617F mutacija je bila prisutna u 4
od 64 bolesnika s t(8;21) (6%) i u niti jednog od 99 bolesnika s inv(16) (76).
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Zanimljivo je istrazivanje od strane Schnittgera i suradnika koji su pronasli JAK2
mutaciju u dva od tri bolesnika s t-AML-om s 1(8;21) dok istu mutaciju nisu pronasli
kod niti jednog bolesnika s de novo t(8;21) AML-om §to sugerira povezanost mutacije
s AML-om nakon lije€enja antraciklinima i inhibitorima topoizomeraze (77). Utjecaj

JAK2 mutacije na prognozu bolesnika s AML-om jos$ nije ispitana.

13.3. RAS gen

Protoonkogeni RAS su medu najéeS¢e mutiranim genima kako u
hematoloSkim neoplazmama tako i u solidnim tumorima. Oni kodiraju obitelj malih
GTP-aznih proteina koji igraju vaznu ulogu u regulaciji stani¢nog ciklusa. U
normalnim uvjetima Ras proteini su u ravnoteZi izmedu svog aktivnhog oblika (kada
vezu GTP) i inaktivnhog oblika (kada je vezan GDP). Aktivirani Ras potiCe kaskadu
prijenosa signala u stanici stupajuéi u interakciju s brojnim nizvodnim efektorskim
molekulama tvoreci tako signalni put koji dovodi do stani¢ne proliferacije (78). Geni
N-RAS i K-RAS su naj¢eSc¢i onkogeni u ljudskim neoplazmama u kojima dolazi do
toCkastih mutacija u kodonima 12,13 ili 61 Sto za posljedicu ima gubitak intriziCne
GTP-azne aktivnosti Ras proteina $to ih Cini trajno aktivnima (79). Vazno je istaknuti
da osim Sto aberantno Ras staniCno signaliziranje moze biti direktna posljedica
spomenutih mutacija, aktivacija Ras onkogenog puta takoder moZe biti odraz
konstitucijske aktivacije tirozin-kinaze zbog mutacije FLT3 ili KIT receptora (78).

Mutacije N-RAS i K-RAS su ucCestalije u bolesnika s inv(16) (36%) u odnosu
na bolesnike s t(8;21) (8%) (72). Suprotno istrazivanjima mijelodisplasti¢nog
sindroma koja pokazuju povezanost RAS mutacija s progresijom MDS u AML
(80,81), negativan utjecaj istih mutacija na prognozu bolesnika s AML-om nije
dokazan (72,82,83). StoviSe, u istrazivanju Bachera i suradnika, etvero bolesnika
kojima je detektirana N-RAS mutacija pri dijagnozi, tu istu mutaciju viSe nisu imali u
relapsu bolesti Cime je postavljena razumna sumnja na primarnu ulogu RAS mutacija

u nastanku akutne mijeloi¢ne leukemije (83).
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14. KIT mutacije u CBF AML-u

Protoonkogen KIT smjeSten je na dugom kraku kromosoma 4 i kodira
transmembranski glikoprotein relativne molekulske mase 145 kDa poznat pod
nazivom c-kit. Kao i ve¢ opisan FLT3, c-kit je Clan klase Ill RTK obitelji (84).
Identificiran je i kloniran 1987. godine kao stani¢ni homolog virusnog v-kit onkogena
izoliranog godinu dana ranije iz macjeg Hardy-Zuckerman 4 transformirajuéeg
retrovirusa (85,86). Kao i svi receptori klase Ill RTK obitelji, c-kit se sastoji od
izvastaninog dijela karakteriziranog s 5 domena (D1-D5) nalik imunoglobulinskim,
transmembranskog dijela i unutarstaniCnog repa koji sadrzi jukstamembransku
domenu i domenu s aktivhoSéu tirozin kinaze podijeljenu slijedom od oko 80
aminokiselina u dva dijela (Slika 9) (87). Identificirane su Cetiri izoforme c-kit proteina
u ljudi, nastale alternativnim RNA izrezivanjem (engl. alternative RNA splicing). One
se razlikuju po prisutnosti odnosno odsutnosti niza od Cetiri aminokiseline (glicin-
asparagin-asparagin-lizin) u izvanstani¢nom dijelu receptora tik uz transmembransku
domenu te po prisutnosti odnosno odsutnosti serinskog ostatka u medukinaznoj
domeni. Znacenje ovih izoformi nije do kraja istrazeno i razjasnjeno, ali ¢ini se da se
aktivacija receptora neovisna o ligandu javlja samo u izoformi bez tetrapeptidne
sekvence (88). C-kit tirozin kinazna aktivnost regulirana je vezanjem korespodentnog
liganda, faktora mati¢nih stanica (engl. stem cell factor, SCF) kojeg lue stromalne
stanice koStane srZi koje tvore niSe za hematopoetske mati¢ne stanice, pa se tako c-
kit takoder naziva i receptorom za faktor mati¢nih stanica (SCFR). SCF djeluje na
pluripotentnu, ali i na primitivnu mijeloidnu i limfoidnu mati¢nu stanicu te produljuje
njihovo preZivljenje i regulira samoobnavljau¢i kapacitet (18,89). U cak 80%
sluCajeva AML-a prisutna je ekspresija KIT gena i njegovog produkta (90). Suprotno
tome, u normalnim uvjetima samo oko 4% stanica koStane srzi izrazava c-kit receptor
buduci da se njegova ekspresija smanjuje kako napreduje diferencijacija krvotvornih
stanica od matiCne. To ne vrijedi za mastocite koji kao zrele, do kraja diferencirane
stanice pokazuje visok izrazaj c-kit receptora i Cije prezivljenje, funkcija i rast ovise o
prijenosu signala pomocu tog receptora (84,91). Vezanje SCF-a na izvanstani¢ni dio
receptora omogucuju njegove, imunoglobulinu nalik, vezaju¢e D1, D2 i D3 domene.
Posljedicno tome dolazi do konformacijskih promjena receptora u smislu
reorijentacije i medusobnog priblizavanja D4 i D5 domena koje sada mogu savladati

elektrostatsko odbijanje koje ih inace odrzava u inaktivhoj formi monomera. Konacan
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rezultat interakcije liganda i receptora je njegova homodimerizacija i aktivacija
autofosforilacijom vlastitin tirozinskih ostataka koji time postaju vezna mjesta za
nizvodne prijenosnike signala koji sadrze evolucijski dobro oCuvanu SH2 domenu
(engl. Src homology 2) pomocu koje stupaju u vezu s receptorom i preuzimaju signal
(87).

NH:
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izvanstaniéna domena
transmembranska domena
jukstamembranska domena
L § \9 domena s aktivno&cu tirozin kinaze
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Slika 9 Grada c-kit receptora. Modificirano prema: Liang J, et al. The C-Kit Receptor-
Mediated Signal Transduction and Tumor-Related Diseases. Int J Biol Sci.
2013;9(5):435-43.
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14.1. Signalni putevi

Signalni putevi SCF/c-kit igraju vaznu ulogu u proliferaciji, diferencijaciji,
migraciji i prezivljenju hematopoetskih mati¢nih stanica i do sada ih je identificirano
nekoliko (Slika 10):

Ras/Erk signalni put

Adapterski protein Grb2 (engl. Growth factor receptor-bound protein 2) veze
se na fosforilizirane tirozinske ostatke SCFR-a te potom tvori kompleks s proteinom
Sos. Pretvorbom GTP-a u GDP, Sos prenosi fosfatnu skupinu na mali GTP-azni
protein Ras i tako ga aktivira koji posljedi€no tome veze Raf-1 protein. Raf-1 je serin-
treonin kinaza koja fosforilira €itav niz drugih MAP kinaza (engl. mitogen-activated
protein kinase, MAPK) poput Mek1/2 i Erk1/2, a oni opet fosforiliraju razliite
transkripcijske faktore Jun i Fos koji odlaze u jezgru i reguliraju transkripciju gena

vaznih za diferencijaciju, proliferaciju i prezivljavanje stanice.

PI3K/AKT signalni put

Aktivirani c-kit privlaci fosfatidilinozitol 3-kinazu (PIK3) koja aktivira serin-
treonin protein kinazu Akt odgovornu za fosforilaciju apoptoticnog proteina BAD
(engl. Bcl-2-associated death promoter). Rezultat fosforilacije BAD-a je njegova

inaktivacije Cime se promovira stani¢no prezivljavanje.

JAK/STAT signalni put

Ovaj signalni put vec je opisan u dijelu o JAK2 mutaciji.

Iz svega napisanog o FLT3, KIT, JAK2 i RAS genima, kandidatima za prvi
skupinu mutacija prema modelu dvostrukog udarca, i njihovih signalnim putevima,
jasno je da je rije€ o vrlo kompleksnim putevima koji medusobno konvergiraju i
povezuju se te imaju zajednicko djelovanje, a to je promocija stani¢nhog prezivljavanja
i proliferacije. Stoga nije niti ¢udno da aktivacija jednog od opisanih onkogenih

puteva moze biti posljedica mutacije bilo kojeg od navedenih gena (87,89,92).
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Slika 10 SCF/c-kit signalni putevi. Modificirano prema: Abbaspour Babaei M, et al.
Receptor tyrosine kinase (c-Kit) inhibitors: a potential therapeutic target in
cancer cells. Drug Des Devel Ther. 2016;10:2443-59.

14.2. Mutacije KIT gena

Konstitucijska aktivnost c-kit receptora, neovisno o prisutnosti liganda, moze
biti uzrokovana razli€itim mutacijama. One obuhvacaju in-frame inserciju ili deleciju
egzona 8 odgovornog za dimerizacijsku domenu u izvastanicnom dijelu receptora,
ITD egzona 11 za jukstamembranski dio koji na taj nac¢in gubi svoju autoinhibitornu
funkciju te supstituciju jedne aminokiseline egzona 17 (naj¢e$¢e dolazi do zamjene
asparaginske kiseline valinom na poziciji 816, D816V) u aktivacijskoj petlji domene s
aktivnoScu tirozin kinaze (67). Incidencija c-kit mutacija u CBF akutnoj mijeloi¢noj
leukemiji varira izmedu 17% pa sve do 46.1% Sto ih Cini znaCajno ucestalijima u toj
citogenetskoj podgrupi AML-a u odnosu na sve ostale. C-kit mutacije su najCeSce
mutacije u CBF AML-u i rijetko se vidaju u drugim podtipovima (93-95). NajCesc¢e
mutacije su one koje se dogadaju u egzonima 8 i 17 i one se opazaju u 20-25%
bolesnika s t(8;21) odnosno u 30% bolesnika s inv(16) (96).
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14.3. Prognosticka vrijednost KIT mutacija u CBF AML-u

Do sada je mnogo opazajnih studija pokusalo procijeniti utjecaj KIT mutacija
na prognozu CBF AML-a. lako dobiveni podatci nisu u potpunosti dosljedni, Cini se
da mutacije imaju negativan utjecaj na incidenciju relapsa te da smanjuju sveukupno
prezivljenje u bolesnika s t(8;21) dok je prognosti¢ka vaznost u inv(16) puno manje
jasna (93,95-98). Suprotno tome, u skupini pedijatrijskih CBF AML bolesnika, vecina
istraZivanja pokazuje da KIT mutacije nemaju znacajnu prognosti¢ku ulogu (99,100).
Zbog pomalo kontradiktornih podataka, danas imamo diskrepanciju u vidu koriStenja
KIT mutacija kao prognosti¢kog markera. Naime, International European Leukemia
Net ne preporu€a testiranje KIT mutacijskog statusa kao dio inicijalne rutinske
dijagnosticke obrade i kategorizira CBF AML u skupinu leukemija s povoljnom
prognozom neovisno o KIT mutaciji (33). Nasuprot tome, National Comprehensive
Cancer Network Guidelines preporu¢a koriStenje KIT mutacijskog statusa kao
prognostickog markera tako da CBF AML bolesnike pozitivne na mutaciju ne
svrstava viSe u skupinu s povoljnom prognozom veC u skupinu sa srednjom
prognozom (101). Chen i suradnici (102) objavljuju 2016. godine meta-analizu 11
relevantih kohortnih studija u cilju rasvjetlienja problematike vezane uz utjecaj KIT
mutacija na prognozu bolesnika s CBF AML-om (72,96—99,103-108). Da bi procijenili
prognosticko znafenje KIT mutacijskog statusa u bolesnika s CBF AML-om,
analizirali su tri primarna ishoda: kompletnu remisiju (engl. complete remission, CR) i
sveukupno prezivljenje (engl. overall survival, OS) definirane i standardizirane za
kliniCka ispitivanja 1990.godine od strane Chesona i suradnika (33,109) te rizik
relapsa. Studija je pokazala da KIT mutacije zaista jesu povezane s vec¢im rizikom
relapsa u bolesnika s t(8;21), ali ne i bolesnika s inv(16) na koje nemaju nikakav
utjecaj. Takoder, negativno utje€u na CR i OS, ali samo kod pripadnika nebijele rase
(engl. non Caucasians) dok se kod bijelaca taj u€inak ne opaza. To je u skladu s
prijasnjim istrazivanjem Wanga i sur. koje nije ukljuCivalo pripadnike bijele rase (110)
te je u skladu s istrazivanjem Marcuccija i sur. (44) gdje su pripadnici bijele rase s
t(8;21) uz prisutnost odredenih sekundarnih citogenetskih abnormalnosti imali duzi
OS i €eSc¢e uspjesnu indukcijsku terapiju u odnosu na pripadnike drugih rasa ¢ime su
prvi istaknuli rasu kao vazan prediktor. Svim reCenim, ova meta-analiza podrzava
uklju€enje testiranja KIT mutacijskog statusa u inicijalnu rutinsku dijagnostiku, ali

samo u slu¢aju AML-a s t(8;21).
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14.4. Terapijska vrijednost KIT mutacija u CBF AML-u

Detekcija KIT mutacija u CBF AML-u je vazna, ne samo zbog prognostickog
znacenja, ve¢ i zbog terapijskih implikacija budu¢i da aktivirajuée mutacije c-kit
receptora predstavljaju potencijalno mjesto djelovanja inhibitora tirozin-kinaze (engl.
tyrosine kinase inhibitors, TKI) (1). Inhibitorna in vitro aktivnost TKIl-a prve generacije,
imatiniba, dokazana je u slu€ajima kada su mutirani egzon 8 (111) i egzon 17 na
kodonu N822 (112), ali ne i kada je mutiran kodon D816 (113) Sto je jedna od
najcesSc¢ih mutacija KIT gena u CBF AML-u. Na potonju mutaciju uspjesno djeluju
dasatinib, jo§ jedan lijek uz imatinib, odobren u lije€enju Philadelphia pozitivhe
kronicne mijeloicne leukemije zbog svoje moguénosti inhibiranja Abl kinaze. Stoga,
individualno odredivanje to¢nog tipa KIT mutacije kod svakog bolesnika je nuzno za
odabiranje prikladnog inhibitora tirozin kinaze koji ¢e imat ciljano antitumorsko
djelovanje. Na temelju ovih opazanja, nadolazeéa klini¢ka istrazivanja jo§ moraju
procijeniti u€inkovitost TKl-a u monoterapiji ili u kombinaciji s kemoterapijom u
ljecenju KIT pozitivnih CBF AML bolesnika (1).
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15. Zakljucak

Core binding factor akutne mijeloiCne leukemije s povratnim genskim
promjenama, translokacijom t(8;21) i inverzijom inv(16), imaju povoljniju prognozu u
odnosu na druge citogenetske promjene. Inkorporacija visokih doza citarabina kao
terapija u remisiji je znac¢ajno poboljSala ishode lije€enja bolesnika s CBF AML-om,
osobito kad se primjenjuju u viSestrukim ciklusima. Tako primjenjivan program
omogucuje dugogodisnje prezivljenje u oko polovice bolesnika kako onih s (8;21)
tako i s inv(16). S druge strane, CBF akutne mijeloi¢ne leukemije takoder
predstavljaju klini¢ki, genetski i prognostiCki vrlo heterogenu skupinu. Kada se ti
prognostiCki ¢imbenici uzmu u obzir u multivarijantnoj analizi, postaje jasno da su
t(8;21) i inv(16) dva zasebna entiteta i da se ne bi trebale grupirati zajedno.

S obzirom da se trenutnim nacinom lije€enja samo polovica bolesnika s t(8;21)
i inv(16) uspijeva ostvariti dugogodiSnje prezivljenje, u svrhu poboljSanja ishoda
lije€enja, potrebna je identifikacija prognostiCkin markera za bolju stratifikacija rizika i
prilagodbu terapiju. Mutacije KIT gena zasigurno su jedne od potencijalnih markera
buduc¢i da su najCeSca sekundarna genska promjena kod ovih bolesnika i da imaju
vaznu ulogu u leukemogenezi. KIT mutacije dovode do vece incidencija relapsa i
smanjenja sveukupnog prezivljenja (kod pripadnika svih rasa iskljuujuéi bijelu rasu)
te su se na taj nacin pokazale klju¢nim rizicnim prognostickim ¢imbenikom kod
bolesnika s t(8;21), dok u slu€aju inv(16) nemaju utjecaj na prognozu. Ove mutacije
su takoder i potencijalna mjesta djelovanja TKI-a, ali njihova korisnost u lijeCenju KIT
pozitivnih bolesnika tek treba biti evaluirana od strane nadolazecih klini¢kih
istrazivanja. Daljnjim spoznajama o patofizioloSkoj podlozi KIT mutacija,
identifikacijom drugih relevantnih prognostickih markera i napretkom u ciljanoj terapiji

zasigurno Ce doci do unapredenja strategije dijagnostike i lijeCenja ovih bolesnika.
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