NAUCNOM VECU MEDICINSKG FAKULTETA

UNIVERZITETA U BEOGRADU

Na sedniciNau¢nogvecaMedicinskogfakulteta u Beogradu, odrZanojdana 15. 05. 2017.
godine, broj 5940/10, imenovana je komisijazaocenuzavrSsenedoktorskedisertacije pod

naslovom:

»Prognosticki znaaj mutacija u genima za izocitrat dehidrogenazu 1 (IDH1) i izocitrat

dehidrogenazu 2 (IDH2) u akutnoj mijeloidnoj leukemiji sa normalnim kariotipom*

kandidatadrMarijaneVirijevic¢,zaposlene na Medicinskom fakultetu u Beogradu kao asistent
na katedri za internu medicinu i u Klinickom Centru Srbije u Beogradu, na Klinici za

hematologiju. Mentor jeProf. dr Dragica Tomin.
Komisijazaocenuzavrsenedoktorskedisertacijeimenovana je u sastavu:

1. Prof. dr Biljana Mihaljevi¢, profesor Medicinskog fakulteta u Beogradu

2. Prof. Dr Nada Suvajdzi¢-Vukovi¢, profesor Medicinskog fakulteta u Beogradu
3. Prof. dr Predrag Burdevic, vanredni profesor Medicinskog fakulteta u Kragujevcu

Na osnovu analize prilozene doktorske disertacije, komisija za ocenu zavrSene
doktorske disertacije jednoglasno podnosi Nau¢nom vecu Medicinskog fakulteta sledeci

IZVESTAJ

A) Prikazsadrzajadoktorkedisertacije

DoktorskadisertacijadrMarijaneVirijevicnapisana je naukupno 128 stranaipodeljena je
nasledeCapoglavlja: uvod,  ciljevirada, materijalimetode, rezultati,  diskusija,
zakljucciiliteratura. Udisertaciji se naaziukupno 35 tabela, 19 dijagramai 5 dika

Doktorskadisertacijasadrzisazetaknasrpskomiengleskomjeziku, biografijukandidata, podatke o



U uvoduje definisanaakutna mijeloidna leukemija (AML), nacin njenog
dijagnostikovanja i savremeni terapijski pristup, uz poseban osvrt na znaCaj genetskih
mutacija u patogenezi i prognozi AML. Opisana je uloga genetskih mutacija
upreciznijojstratifikacijirizika, sa posebnim osvrtom naAML bolesnika sa normahnim
kariotipom (NK). Dat je uporedni pregled dosadasnjih literaturnih podataka u vezi
prognostickog znacaja IDH mutacija. Takode je naglaSen znaCaj IDH mutacija u pracenju
(monitoringu) minimalne rezidualne bolesti (MRB).

Ciljevi rada su precizno definisani: utvrdivanje ucCestalosti prisustva IDH1 i IDH2
mutacija kod bolesnika sa AML-NK; utvrdivanje uticaja prisustva IDH1 i IDH2 mutacija na
uCestalost, duzinu remisije i ukupno prezivljavanje; utvrdivanje povezanosti IDH1 i IDH2
mutacija i drugih prognostickin markera: parametri krvne slike, biohemijski parametri,
citoloski tip bolesti, imunofenotipska i molekularno-genetska obelezja (FLT3 i NPM1
mutacije). Cilj rada je takode bio utvrdivanje stabilnosti IDH1 i IDH2 mutacija u toku bolesti,
poredenjem uzoraka na pocetku bolesti sa uzorcima u toku kompletne remisije (KR), odnosno

u recidivu bolesti.

U poglavlju materijal i metode navedeno je da je istraZivanje sprovedeno u Klinici za
hematologiju Klinickog centra Srbije i u Institutu za molekularnu genetiku i geneticko
inzenjerstvo (IMGGI), Univerziteta u Beogradu. Precizno je opisan nacin dijagnostike
bolesnika koja je podrazumevala: kompletnu krvnu sliku uradenu na Coulter-ovom brojacu;
odredivanje biohemijskih analiza (laktat dehidrogeneza), ECOG (Eastern Cooperative
Oncology Group) statusa | HCT-CI skor (Hematopoietic cell transplantation (HCT)-specific
comorbidity index); morfolosku i citohemijsku analizu razmaza koStane srzi obojenih po
metodi May-Grunwald-Giemsa i mijeloperoksidazom; imunofenotipizaciju Celija koStane srzi
odredenu na multikolornom proto¢nom citometru, direktnom imunofluorescentom tehnikom,
sa komercijalnim monoklonalnim antitelima za ispitivanje membranskih i intracelularnih
antigena; klasiCnu citogenetsku analizu metodom HG traka na nestimulisanoj koStanoj srzi
direktnom preparacijom a potom i dvadesetCetvoroCasovnom Kkultivacijom; testove
molekularne genetike na uzorcima koStane srzi: @) detekciju IDH1 i IDH2 mutacija PCR
metodom i direktnim sekvenciranjem; b) detekciju FLT3-ITD i FLT3-D835 PCR metodom,
odnosno PCR-RFLP (PCR-engl., restriction fragment lenght polymorphism®) metodom; c)
detekcijamutacijau NPM1 genu PCR metodom i direktnim sekvenciranjem.

U poglavlju rezultati detaljno su opisani i jasno predstavljeni svi dobijeni rezultati.



Diskusija je napisana jasno i pregledno, uz prikaz podataka drugih istraZivanja sa

uporednim pregledom dobijenih rezultata doktorske disertacije.

ZakljuCci sazeto prikazuju najvaznije nalaze koji su proistekli iz rezultata rada.

Kori$éena literatura sadrzi spisak od 196 reference.

B) Kratak opis postignutih rezultata

IDH mutacije su detektovane kod 25 (23%) bolesnika sa AML-NK. Osam (7%)
bolesnika je imalo IDH1, dok je sedamnaest (16%) bolesnika imalo IDH2 mutaciju. IDH*
bolesnici su imali znacajno veCi broj trombocita (p=0.024), kao i veCi procenat blasta u
perifernoj krvi na pocCetku bolesti (p=0.031), dok nije bilo zna€ajne povezanosti sa staros¢u,
brojem leukocita, procentom blasta u kostanoj srzi, vrednostima hemoglobina i LDH u
serumu. IDH mutacije nisu pokazale znacajnu povezanost sa ispitivanim imunofenotipskim i
molekularnim markerima (FLT3-ITD, FLT3-D835 i NPM1 mutacijom) blasta. U naSoj studiji,
stopa postizanja KR je bila 60% kod IDH" bolesnika, dok je IDH" bila nesto niza (44%), ali
bez statistiCki znaCajne razlike (p=0.152). Multivarijatna analiza je izdvojila povecan broj
leukocita = 30x10%I (p=0.015) kao najznadajni faktor za manju stopu postizanja KR kod
AML-NK bolesnika. Takode, prisustvo IDH mutacija nije statisticki znacajno uticalo na ranu
smrt (RS) (p=0.310), niti na nastanak recidiva (p=0.250) i pojavu refraktarnosti bolesti
(p=0.474). Multivarijatna analiza je pokazala da je najznaCajni faktor rizika za refraktarnost
bolesti bio poveéan broj leukocita = 30x10%I. Bolesnici koji su rano umrli imali su loiji
inicijalni ECOG status, proseéno veéi procenat blasta u perifernoj krvi, IDH2" ili obe
(IDHLVIDH2) mutacije zajedno. Univarijantnom analizom su izdvojeni sledeCi znacCajni
prediktori za kraCe ukupno prezivljavanje (eng. overall survival - OS) AML-NK bolesnika:
starost = 55 godina, broj leukocita = 30x10%1 i IDH", pri €&emu je broj leukocita> 30x10%I
izdvojen kao najznacajni faktor za OS. Medijana prezivljavanja AML-NK bolesnikabilaje 7.
5 meseci (1 - 48 meseci), petogodisnji OS je bio 16.4%, dok je medijana prezivljavanja bez
znakova bolesti bila 12 meseci. Na ukupno prezivljavanje kod AML-NK bolesnika znacajno
je uticao povisen broj leukocita = 30x 10%L (3m vs 10m; p=0.001). Bolesnici koji su imali
FLT3-ITD mutaciju znacajno krace su Ziveli u odnosu na bolesnike bez FLT3-ITD (3mvs 7m;
p=0.045). Prisustvo IDH1 i 2 mutacija zajedno je znaCajno uticalo na ukupno prezivljavanje
(OS) ( p=0.039), asamo IDH1" je uticala na DFS (p=0.049).



Od ukupnog broja bolesnika sa KR transplantirano je njih 15 (24.19%); kod 12 (80%)
bolesnika je sprovedena aogena a kod 3 (20%) autologa transplantacija MCH.Nije bilo
statisti¢ki znacajne razlike u prezivljavanju IDH i IDH" bolesnika koji su transplantirani, dok
je statisticki znaCajna razlika potvrdena izmedu transplantiranih i netransplantiranih bolesnika
u grupi IDH", AML-NK bolesnika (15 vs 2 meseci; p=0.006). Naime, transplantirani
IDH"AML-NK bolesnici su ziveli znatajno duze.Prisustvo IDHmutacija je pokazalo
negativan utical na OS u intermedijarnoj podgrupi rizika (FLT3-ITD-/NPM1-) AML-NK
bolesnika (5 vs 12 meseci; p=0.050).

IDH mutacije su ispitivane sekvencionalno kod 19 IDH™ bolesnika koji su bili Zivi
posle indukcije.Jedanaest (58%) je postigloKR i 9/11 bolesnika je izgubilo IDH mutacijul.
Ipak, dva bolesnika su zadrzali IDH", iako su postigli KR. Kod dva bolesnika koji su izgubili
IDH mutaciju,mutacija se ponovo javila u toku recidiva bolesti. Ovi rezultati ukazuju na
znaCajnu stabilnost IDH mutacijatokom leCenja AML (tokom KR, u recidivu, refraktarnoj
bolesti).

C) Uporedna analiza doktorske disertacije sarezultatimaiz literature

U naSoj studiji,IDH mutacije su detektovane kod 25/110 (23%) bolesnika. U literaturi
je takode objavljena sli¢na uCestalost od 25-30% kod AML-NK bolesnika(Boissel i sar. 2010;
Marcucci i sar. 2010; Zhou i sar. 2012; Im i sar. 2014; Yamaguchi i sar. 2014). Osam (7%)
bolesnika je imalo IDH1 mutaciju, dok je 17 (16%) bolesnika je imalo IDH2 mutaciju, Sto
takode odgovara drugim objavljenim rezultatima (Abbas i sar. 2010; Paschka i sar. 2010;
Marcucci i sar. 2010), te podacima da se IDH2 ¢eSce javlja od IDH1 mutacije (Rakhejai sar.
2012). Nasi bolesnici sa IDHmutacijamaimali su veci broj trombocita i veci procenat blasta u
perifernoj krvi u odnosu na bolesnike bez mutacija, Sto je u skladu sa prethodnim
istrazivanjima (Abbas i sar. 2010; Paschka i sar. 2010; Marcucci i sar. 2010). Ispitivanjem
povezanosti izmedu IDH mutacija i drugih genetskih markera kod AML-NK, kao §to su
NPM1 i FLT3, nismo uodili statisticki znacajnu zastupljenost NPM1" mutacije kod IDH"
bolesnika, Sto nije u saglasnosti sa literaturnim izvesStajima, koji su opisali udruzenost
IDHmutacija sa NPM1 mutacijom (Patel i sar. 2012; Abbasi sar. 2010; Paschkai sar. 2010;).
Sa druge strane, FLT3 mutacije su podjednako bile zastupljene izmedu IDH® i IDH
bolesnika, sto je u skladu sa drugim studijama (Abbasi sar. 2010; Paschkai sar. 2010; Boissel
i sar. 2010). U objavljenim studijama je pokazano da nema statisticki znaCajne povezanosti



izmedu IDH mutacija i FLT3-ITD mutacije (Abbas i sar., 2010;, Schnittger i sar., 2010,
Mardisi sar., 2009).

U naSoj studiji, IDH mutacijenisu uticale na stopu postizanja KR kod AML-NK
bolesnika. Slicni rezultati su obajavljeni od strane Nomdedeu i sar.2012. Niska stopa
postizanja KR kod AML-NK bolesnika sa IDH mutacijomsaopstena je u vise radova (Boissel
i sar. 2010; Marucci i sar. 2010; Yamaguchi i sar. 2014). U naSoj studiji je pokazano da
prisustvo IDH mutacija nije bilo statisticki znaCajno povezano za ucCestaloS¢u recidiva,
refraktarnosti AML i pojavom rane smrti, medu ispitivanim grupama sai bez IDH mutacije.
Medutim, povezanost IDH i stope pojave recidivau AML-NK pokazana je u nekim studijama
(Boissdl i sar. 2010; Marucci i sar. 2010). Na ukupno prezivljavanje kod AML-NK bolesnika
znaajno je uticao povisen broj leukocita = 30x 10%L, o emu govore i literaturni podaci
(Rollig G.2015). Nasi bolesnici sa FLT3-ITD mutacijom znacajno krace su Ziveli u odnosu na
bolesnike bez FLT3-1TD, Sto je opisano i u literaturi (Bienz i sar. 2005; Santosi sar. 2009).

Prisustvo IDH mutacija je znacajno uticalo na OS, dok nije imalo uticg na duzinu
trgjanja remisije bez znakova bolesti (DFS) (IDH'- 12 meseci vs IDH- 17 meseci;
p=0.090).Sa druge strane, prisustvo IDH1" je uticalao na DFS tj bolesnici IDH" su imali duze
trajanje remisije bez bolesti u odnosu na IDH" bolesnike (IDH*- 8m vs IDH - 17m; p=0.049).
Ovo su potvrdilai ranija istrazivanja (Pashka i sar. 2010, Boissel i sar. 2010; Marucci i sar.
2010;Nomdedéu i sar. 2012; Ravandi i sar. 2012).

Medu, IDH" bolesnicima, stopa OS kod onih kod kojih je sprovedena alogena TMCH
je bila znaCajno visa u odnosu na one koji nisu leceni transplantacijom. Ovo su takode uoCili i
Yamaguchi i sar. 2014, koji su utvrdili da alogena TMCH moze poboljsati OS kod mladih
pacijenata sa IDH mutacijom.Kada smo primenili molekularnu klasifikaciju kojaje bazirana
na prisustvu/odsustvu NPM1 i FLT3 mutacije u naSoj grupi bolesnika, uoCili smo da je
prisustvo IDH mutacija imalo lo$ uticaj naOS bolesnika sa intermedijarnom subgrupom
rizika (NPM1/FLT3-ITD"). Istovetni zakljucak su imali i drugi autori(Y amaguchi i sar. 2012;
Schnittger i sar. 2010) i govori o koristi od testiranja IDH mutacija u grupi AML-NK
bolesnika. Nasi rezultati ukazuju na znaCajnu stabilnost IDH mutacija za vreme leCenja AML.
U literaturi je takode pokazano je dasu IDH1 i IDH2 mutacije relativno stabilne i da pokazuju
direktnu korelaciju sa statusom bolesti (Gross i sar. 2010; Jeziskova i sar. 2010; Chou i sar.
2010).



Nasa studija predstavlja prvo ispitivanje prognostickog zna€aja IDH1 i IDH2 mutacija koje je

sprovedeno u bolesnikasa AML-NK u Srbiji.

D) Objavljeni radovi koji Cine deo doktorske disertacije

Virijevic M, Karan-DjurasevicT, Marjanovicl, TosicN, MitrovicM, Djunicl, ColovicN,
VidovicA, Suvadzic-VukovicN, TominD, Pavlovic S. Somatic mutations ofisocitrate
dehydrogenases 1 and 2 are prognostic and follow-up markers in patients with acute
myeloid leukemia with normal karyotype, Radiology and Oncology, (2016); 50(4):385-
393.

E) Zakljucak (obrazloZzenje nau¢nog doprinosa)

Doktorska disertacija ,,Prognosticki znaCaj mutacija u genima za izocitrat dehidrogenazu
1 (IDH1) i izocitrat dehidrogenazu 2 (IDH2) u akutnoj mijeloidnoj leukemiji sa
normalnim kariotipom* dr Marijane Virijevic, predstavlja originalni naucni doprinos koji se
ogleda u identifikaciji novih prognoznih faktora kod bolesnika sa AML-NK. Sprovedeno
istraZzivanje je pokazalo da bi odredivanje molekularnih markera poput IDH1 i IDH2
doprinelo preciznijoj stratifikaciji rizika AML-NK, Cime bi se veC pri dijagnozi izdvojila
grupa sa visokim rizikom za nastanak recidiva i refraktarnos¢u na leenje. Zbog dokazane
stabilnosti u toku bolesti,IDH mutacije se mogu koristiti kao molekularni marker detekcije
MRB, $to bi moglo biti posebno vazno ukoliko bi se u svakodnu praksuuvelo leCenje sa
ihibitorima IDH.

Ova doktorska disertacija je uradena prema svim principima naucnog istraZivanja.
Ciljevi su precizno definisani, naucni pristup je originalan i pazljivo izabran, a metodologija
rada je savremena. Rezultati su pregledno i sistemati¢no prikazani i diskutovani, aiz njih su

izvedeni odgovarajuci zakljucci.

Na osnovu svega navedenog, i imajuc¢i u vidu dosadaSnji naucni rad kandidata,
komisija predlaze Nau¢nom vecu Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu da prihvati
doktorsku disertaciju dr Marijane Virijevi¢ i odobri njenu javnu odbranu radi sticanja
akademske titule doktora medicinskih nauka.



U Beogradu, 25.05.2017.

Clanovi Komisije:

Prof. dr Biljana Mlhaljevi¢

Prof. dr Nada Suvajdzi¢-Vukovic

Prof. drPredragburdevié

Mentor:

Prof. dr Dragica Tomin




