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A. IZVJESTA]J SA JAVNE ODBRANE POLAZNIH ISTRAZIVANJA DOKTORSKE
DISERTACIJE

Javna odbrana ciljeva i ocekivanih tezultata, kao i istrazivatkog plana doktorske
disertacije, dr Enise Zarié, odr¥ana je 05.06.3023. godine sa pocetkom u 14 ¢asova u Sali za
sastanke (dekanat) na Medicinskom fakultetu u Podgorici, pred Komisijom u sastavu:

Prof. dr Mileta Golubovi¢, redovni profesor Medicinskog fakulteta Univerziteta Crne
Gore, predsjednik

Prof. dr Jelena Bila, vanredni profesor Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu,

mentor, clan
Prof. dr Vladimir Todorovié, redovni profesor Medicinskog fakulteta Univerziteta Crne

Gore, clan

U tridesetominutnom izlaganju kandidatkinja je obrazloZila predloZzenu temu doktorske
disertacije, dosadasnja istrazivanja u svijetu na tu temu, definisala ciljeve 1 hipoteze koje ée biti
provjetene tokom istrazivanja i izrade doktorske disertacije. Kandidatkinja je Komisiju upoznala
sa ispitanicima i metodologijom rada, statistickom analizom, kao i ocekivanim naucnim
doprinosom.

Nakon izlaganja kandidatkinje ¢lanovi Komisije su postavljali pitanja na koja je
kandidatkinja uspje$no odgovorila, dali komentare i sugestije za uspjeSan zavretak doktorske
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disertacije. Komisija je jednoglasno donijela odluku da je kandidatkinja dr Enisa Zari¢ odbranila
podobnost teme doktorske disertacije.

B. OCJENA PRIJAVE TEME DOKTORSKE DISERTACIJE

B1. ObrazloZenje teme

I pored svih napredaka u lijeCenju, multipli mijelom je i dalje neizlijeciva bolest uz
ograniceno prosjecno prezivljavanje oboljelih. Multipli mijelom se karakteride kaskadnim tokom
zamaha i remisija, uz sve kraée trajanje svake slijedeée remisije 1 neminovnom terminalnom
fazom tefraktarnosti na lijecenje. Napretci u lijedenju su omoguéili da multipli mijelom poprimi
karakteristike dobro kontrolisanog hroni¢nog stanja, uz postizanje prosjecne duzine Zivota
zdrave ljudske populacije kod 15% bolesnika. Pored jasno definisanih klinickih i laboratorijskih
parametara koji su sastavni dio prognostickih modela kao $to su istorijska Salmon&Durie
klasifikacija i Internacionalni ,,Staging™ Sistem (ISS skot), savremene studije su usmjerene na
ispitivanje molekulatno-genetickih entiteta od prognostickog znacaja na tok bolesti i ishod
lijecenja kod bolesnika sa multiplim mijelomom i kao takve predstavljaju jedan od kriterijuma
Revidiranog ISS skora (R-ISS) i druge revizije R-ISS skora (R2-ISS) [1,2,3].

Multipli mijelom je oboljenje za koje se vezuju visok stepen genomske nestabilnosti i
ceste numericke i strukturne hromozomske aberacije koje uklju¢uju translokaciju lokusa za teske
lance imunoglobulina (IgH) tzv. Ptimarne translokacije kao §to su t(4;14), t(14;16), t(6,14) i
t(11;14). Tokom bolesti, zbog genske nestabilnosti dolazi do pojave sekundarnih hromozomskih
abnormalnosti kao odraz postojanja brojnih subklonova u multiplom mijelomu [4,5,6,7].

Translokacija t(4;14) je prisutna kod 15% bolesnika sa multiplim mijelomom i povezuje
se sa losim ishodom 1 mogucom rezistencijom na alkilirajuée agense kod pacijenata koji primaju
visokodoznu hemioterapiju i koji se ukljuéuju u program autologe transplantacije maticne Celije
hematopoeze. Kod translokacije t(4;14) metoda prekida na hromozomu 4 je u regiji FGFR3
(fibroblast growth factor 3) gena i on se dovodi u jukstapoziciju sa genom koji kodira sinetezu
teskih lanaca imunoglobulina na hromozomu 14. Vise studija je pokazalo da se uvodenjem
bortezomiba u lijecenje pacijenata sa translokacijom t(4;14) postize prevazilaZzenje negativnog
prognostickog znacaja ove translokacije na terapijski odgovor, tok i ishod bolesti [2,6,8,9].

Rijede zastupljena translokacija t(14;16), u manje od 5% pacijenata sa multiplim
mijelomom, uzrokuje ushodnu regulaciju ekspresije onkogena c-MAF, §to se takode vezuje sa
losim klinickim tokom bolesti [2,10)].

Translokacija t(11;14) prisutna je u oko 17% bolesnika sa multiplim mijelomom,
uztokuje ushodnu regulaciju ciklin D gena koji imaju kljuénu ulogu u éelijskom ciklusu i ne
vezuje se los klinicki tok [6,11,12].

Translokacija t(6;14) ne utice na duzinu preZivljavanja ako je ptisutna kao izolovana
anomalija [6,13].

Delecija 17p13 je jedan od najznadajnijih prognostickih markera u multiplom mijelomu.
Javlja se kod oko 10% novodijagnostikovanih pacijenata, a njena ucestalost raste u kasnijim
fazama bolesti. Ova hromozomska anomalija limitira kljuénu ulogu p53 u kontroli éelijskog
ciklusa i apoptozi. Vezuje se za agresivnu formu bolesti i lo$ ishod lijecenja cak i u eri savremene

tetapije, koja podrazumijeva primjenu bortezomiba i imunomodulatornih lickova [6,14,15,16].
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S obzitom na prognosticki znacaj, u R-ISS skor su ukljuene t(4;14), t(14;16) i del17p, uz
povisenu koncentraciju LDH I klasi¢ni ISS skor. Postojanje jedne od navedenih hromozomskih
abnormalnosti i/ili povisene koncentracije LDH, 1 ISS skora 3, definise R-ISS skor 3 koji
ukazuje na agresivan tok bolesti i prosjecno prezivljavanje koje je znacajno kraée u odnosu na
bolesnike sa R-ISS skorom 1 [2].

Dodatne kopije hromozoma 1921 (+1921) su medu najéedéim genetickim
abnormalnostima kod pacijenata sa multiplim mijelomom. Kod 39% novodijagnostikovanih
bolesnika sa multiplim mijelomom i 70% onih koji imaju skrivene translokacije t(4;14) i t(14;16)
prisutne su dodatne kopije hromozoma 1q21 koje se vezuju za lo§ terapijski ishod, ¢ak i kod
intenzivno lijecenih bolesnika [7,17]. Kod pacijenata sa ovom citogentskom abormalno$éu
razlikujemo podgrupu sa jednom dodatnom kopijom 1q21 regiona (dodatak 1q21) i one sa
viSestrukim kopijama, odnosno amplifikacijom 1921 regiona (amp 1q21).

B2. Cilj i hipoteze

Cilj rada:

Utvediti prognosticki znacaj nalaza jedne dodatne kopije u odnosu na visestruke kopije
tegiona 21 dugog kraka hromozoma 1 na postizanje povoljnog terapijskog odgovora, duFinu
temisije i ukupno prezivljavanje bolesnika sa multiplim mijelomom.

Hipoteza:

Pacijenti sa nalazom visestrukih kopija regiona 21 dugog kraka hromozoma 1 se
karakteri$u agresivnim tokom bolesti, te slabijim terapijskim odgovorom, kraéim remisijama i
ukupnim preZivljavanjem u odnosu na bolesnike za nalazom jedne dodatne kopije.

B3. Metode i plan istraZivanja

U ovu retrospektivnu studiju je planitano ukljuéenje 100 bolesnika sa dijagnozom
multiplog mijeloma i nalazom jedne i/ili vise dodatnih koptja regiona 21 dugog kraka
hromozoma 1 (dodatak 1q21 i/ili amp1q21), koji su dijagnostikovani i lijedeni u Klinici za
hematologiju UKCS i Centru za hematologiju KCCG u petiodu od januara 2010. do januara
2022. godine.

Dijagnoza multiplog mijeloma kod ispitanika je postavljena u skladu sa kriterijumima
Svjetske zdravstvene organizacije [18].

Navedena ispitivanja bice sprovedena u Laboratotiji za citogenetiku 1 molekularnu
genetiku Klinike za hematologiju Univerzitetskog Klinickog centra Stbije.

iFISH (interfazna fluorescentna in situ hibridizacija)

U Laboratoriji za citogenetiku i molekularnu genetiku Klinickog centra Srbije metodom
iIFISH (interfazna fluorescentna in situ hibridizacija) uradice se ispitivanje prisustva
hromozomskih abnormalnosti: dodatnih kopija hromozoma 1921, dell7p, t(4;14), i t(14,16).
Analiza ée se raditi iz uzotka mononuklearnih Celija kostne st7i bolesnika (6-10 ml), na
selektovanoj populaciji CD138+ plazmocita. Separacija malignih plazmocita ce se visiti pomoéu
CD138 magnetnih partikula, prema preporukama proizvodada (Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, Germany). Suspenzija izolovanih plazmocita ée se nanositi na mikroskopska stakla,
na kojima e se potom primijeniti FISH protokol za analizu interfaznih jedara [19]. Prisustvo
aberacija Ce se utvtdivati analizom 100 ili vise intetfaznih jedara, za svaki ispitivani genski region.
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Analiza jedara ée se viiti pomocu mikroskopa OlympusBX51 opremljenog fluorescentnom
lampom i pojedinaénim band pass filterima. Slikanje fluorescentnih signala je omoguéeno
Olympus U-CMAD3 fluorescentnom kamerom (Olympus, Germany), povezanom sa
Cytovision programom za obradu slika. FISH proba za detekciju aberacija regiona 1921 je
koktel proba koja sadr?i 2 genska lokusa (CDKN2C/CKS1B) i omoguéava detektovanje
delecije regiona 1p32 (obilje¥eno zelenom bojom), kao i dodatka i amplifikacije 1q21 (obiljezeno
narandzastom bojom). U slucaju prisutne jedne dodatne kopije regiona 1921 detektuju se 3
narandzasta signala, a u sluéaju prisutne amplifikacije 121 regiona detektuju se 4 ili vise
narandzastih signala.

Statisi¢ka analiza

Pored deskriptivnih analiza, aritmeticka sredina i standardna devijacija ¢e se koristiti za
parametrijske podatke, medijana za deskripciju neparamettijskih podataka. Kao parametarski
analiticki model primjenjivade se Studentov T-test, a neparametrijski: Pearson test, y2 test,
Fisherov test. Veza izmedu klinickih parametara i citogenetskih karakteristika procijenice se
Spearman-ovom kotelacijom. Pratice se odgovor na lijecenje i ukupno preZivljavanje pacijenata
(O8). Kaplan-Meier metoda ée se kotistiti za analizu ukupnog preZivljavanja. Long rank testom
evaluirace se znacaj analiziranih parametara na ukupno prezivljavanje. Koriséenjem Cox-ovog
propotcionalnog hazardnog modela odredivaée se nezavisni prognozni parametri na duZinu
prezivljavanja. Koristie se statisticki informacioni softverski sistem, SPSS verzija 22.0.
Definisan je nivo statisticke znalajnosti: visoko statisticki znacajna povezanost- p<0.01,
statistiCki znacajna povezanost p<(0.05.

B4. Naucni doprinos

Utvrdivanje prognostickog znadaja navedenih molekularno-geneti¢kih abnormalnost
na tok i ishod multiplog mijeloma, omoguéiée definisanje mogucih mehanizama rezistencije u
ovoj bolesti sa dircktnim klinickim uticajem na adekvatan terapijski pristup. Identifikacija
bolesnika sa nepovoljnim prognostickim profilom, ukljuujuéi klinitke i specificne molekularne
¢inioce kao sto je amplq21, omoguéila bi u buduénosti individualni terapijski pristup i ranu
primjenu inovativnih vidova lijeenja kao $to je imunologka terapija poput monoklonskih
antitijela, bispecificnih antitijela i CAR T éelija. Ovo istra¥ivanje bi ukazalo na znacaj uvodenja
molekularnih prognostickih faktora u nove prognosticke modele, u cilju rane detekcije visoko
tizicnih bolesnika, izbora optimalne terapije i poboljsanja krajnjeg ishoda lijecen;ja.

B5. Finansijska i otganizaciona izvodljivost istraZivanja

Istrazivanje predloZene doktorske disertacije ée biée sprovedeno u Laboratoriji za
citogenetiku 1 molekularnu genetiku Klinike za hematologiju Univetzitetskog Klinickog centra
Stbije. Materijal i metode koje ée biti upotrijebljene su veé dostupne u svakodnevnom radu.
Istrazivanje nije nalagalo dodatna finansijska sredstva u odnosu na planiranu standardnu
dijagnostiku. Zaklju¢eno je da je istraZivanje finansijski i organizaciono izvodljivo.
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Misljenje i prijedlog komisije

Nakon uvida u prilozenu dokumentaciju, javnog izlaganja kandidatkinje i diskusije,

Komisija je dala pozitivnu ocjenu podobnosti teme i kandidata. Komisija je zakljuéila:

-PredloZena tema doktorske disertacije je aktuelna i originalna i zadovoljava nivo
doktorske disettacije

-IzloZeni ciljevi i postavljene hipoteze su jasno definisani

-Metodologija istraZivanja je detaljno objasnjena

-Tema doktorske disettacije ima prepoznatljiv nauéni doprinos.

Uzevsi u obzit sve navedeno, Komisija je dala pozitivhu ocjenu podobnosti teme
doktotske disertacije. Takode je mislienja da kandidatkinja, dr Enisa Zarié, ima potencijal za
samostalni istraZivacki rad nakon $to je plan istra¥ivanja uspjesno odbranila.

Stoga Komisija predlaze Vijeéu Medicinskog fakulteta i Senatu Univerziteta Crne Goge
da prihvate ovaj izvjestaj i odobre nastavak istraZivackog rada na doktorskoj disertaciji.

Prijedlog izmjene naslova

Komisija je predlaZe da se predlog naslova teme doktorske disertacije izmijeni iz :

»Prognosticki znacaj nalaza jedne dodatne kopije u odnosu na videstruke kopije regiona 21
dugog kraka hromozoma 1 (1g21) na tok bolesti i ishod lijecenja kod bolesnika sa multiplom
mijelomom®, u :

~Prognosticki znacaj nalaza jedne dodatne kopije u odnosu na videstruke kopije regiona
21 dugog kraka hromozoma 1 na tok bolesti i ishod lijeCenja kod bolesnika sa multiplom
Imijelomom®

Prijedlog promjene mentora i/ili imenovanje drugog mentora

Nije postojao predlog promjene mentora i / ili imenovanje drugog mentora

Planirana odbrana doktorske disertacije
Do kraja studijske 2023 /2024 godine

 Izdvojeno misljenje

Nije bilo izdvojenih migljenja

Ime 1 prezime
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IS —————

T T —
(popuniti po potrebi) T -
ZAKLJUCAK

Predlozena tema po svom sadr¥aju odgovara nivou doktorskih studija. DA | NE

Tema je originalan nauéno-istrazivacki rad koji odgovara medunarodnim DA | NE

itetijumima kvaliteta disertacije.
Kandidat moZe na osnovu sopstvenog akademskog kvaliteta i stedenog znanja | DA | NE
da uz adekvatno mentorsko vodenje tealizuje postavljeni cilj i dokaZe hipoteze.
Komisija za ocjenu podobnosti teme i kandidaa

Prof. dr Mileta Golubovi¢, redovni profesor Medicinskog 1
fakulteta Univerziteta Crne Gore, Crna Gora, predsjednik

Prof. dr Jelena Bila, vanredni profesor ﬁé&icmskogﬁmiéfa s j
Univerziteta u Beogradu, Srbija, mentor , ¢lan |

Prof. dr Vladimir Todorovié, redovni profesor KJI_cha;sl;ggi
fakulteta Univerziteta Crne Gore, Crna Gora, ¢lan

U Podgorici,
12.06.2023.

VF DEKANA
Prof. dr Miodrag Radunovié

MP
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PRILOG
PITANJA KOMISIJE ZA OCJENU PRIJAVE DOKTORSKE TEZE I
KANDIDATA
Prof. dr Mileta Golubovi¢ L. Na koji nadin ée se sprovesti analiza CD 138

pozitivnosti celija analiziranog tumorskog tkiva?

1. Dali Ce se analizirati prezivljavanje bez progresije

Prof. dr Vladimir Todorovi¢ (PFS) kod ispitanika obuhvaéenih istraZivanjem?

(Titula, ime i prezime ¢lana komisije)

(Titula, ime i prezime ¢lana komisije)

(Titula, ime i prezime ¢lana komisije)

(Ime i prezime)

(Ime i prezime)

(Ime i prezime)
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PRIJAVA TEME DOKTORSKE DISERTACIJE

OPSTI PODACI O DOKTORANDU

Titula, ime i prezime

Dr Enisa Zaric

Fakultet Medicinki fakultet
Studijski program Medicina
Broj indeksa 2/09

Ime i prezime roditelja

Ilijas Zarié

Datum i mjesto rodenja

21.03.1975.

Adresa prebivalista Ul Miloga Obli¢a S2B, IV/55a, Podgorica__
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NASLOV PREDLOZENE TEME

lPrognostic":ki znaéﬁj. nalaza jedne dodatne kopijec u odnosu na
visestruke kopije regiona 21 dugog kraka hromozoma 1 na tok
| bolesti i ishod lije¢enja kod bolesnika sa multiplom mijelomom

Na sluzbenom jeziku

Na engleskom jeziku 'Prognostic significance of gain in comparison to amplification of
region 21 at chromosome 1 to the course of disease and treatment

| outcome in patients with multiple myeloma

ObrazloZenje teme

I pored svih napredaka u lije¢enju, multipli mijelom je i dalje neizlije¢iva bolest uz |
ograniCeno prosjecno prezivljavanje oboljelih. Multipli mijelom se karakterise kaskadnim tokom

zamaha 1 remisija, uz sve krace trajanje svake slijedece remisije i neminovnom terminalnom
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fazom refraktarnosti na lijeCenje. Napretci u lijedenju su omogucili da multipli mijelom poprimi
karakteristike dobro kontrolisanog hroniénog stanja, uz postizanje prosjecne duzine Zzivota
zdrave ljudske populacije kod 15% bolesnika. Pored jasno definisanih klini¢kih i laboratorijskih
patametara koji su sastavni dio prognostickih modela kao §to su istorijska Salmon&Durie
klasifikacija i Internacionalni ,,Staging® Sistem (ISS skor), savremene studije su usmjerene na
ispitivanje molckularno-genetitkih entiteta od prognostickog znacaja na tok bolesti i ishod
lijedenja kod bolesnika sa multiplim mijelomom i kao takve predstavljaju jedan od kriterijuma
Revidiranog ISS skora (R-ISS) i druge revizije R-ISS skora (R2-ISS) [1,2,3].

Multipli mijelom je oboljenje za koje se vezuju visok stepen genomske nestabilnosti 1

Ceste numericke i strukturmne hromozomske aberacije koje ukljucuju translokaciju lokusa za
tetke lance imunoglobulina (IgH) tzv. primarne translokacije kao $to su t(4;14), t(14;16), t(6,14)
i t(11;14). Tokom bolesti, zbog genske nestabilnosti dolazi do pojave sekundarnih
hromozomskih abnormalnosti kao odraz postojanja brojnih subklonova u multiplom mijelomu
[4,5,6,7].

Translokacija t(4;14) je prisutna kod 15% bolesnika sa multiplim mijelomom i povezuje
se sa lo§im ishodom i moguéom rezistencijom na alkilirajuce agense kod pacijenata koji primaju
visokodoznu hemioterapiju i koji se uklju¢uju u program autologe transplantacije maticne Celije
hematopoeze. Kod translokacije t(4;14) tacka prekida na hromozomu 4 je u regiji FGFR3
(fibroblast growth factor 3) gena i on se dovodi u jukstapoziciju sa genom koji kodira sinetezu
teskih lanaca imunoglobulina na hromozomu 14. Vise studija je pokazalo da se uvodenjem
bortezomiba u lijedenje pacijenata sa translokacijom t(4;14) postize prevazilazenje negativnog
prognostickog znacaja ove translokacije na terapijski odgovor, tok i ishod bolesti [2,6,8,9].

Rijede zastupliena translokacija t(14;16), u manje od 5% pacijenata sa multiplim
mijelomom, uzrokuje ushodnu regulaciju ekspresije onkogena c-MAF, §to se takode vezuje sa
losim klinickim tokom bolesti [2,10].

Translokacija t(11;14) prisutna je u oko 17% bolesnika sa multiplim mijelomom,
uztokuje ushodnu regulaciju ciklin D gena koji imaju klju¢nu ulogu u Celijskom ciklusu 1 ne
vezuje se los klinicki tok [6,11,12].

Translokacija t(6;14) ne utiée na duZinu preivljavanja ako je prisutna kao izolovana
anomalija [6,13].

Delecija 17p13 je jedan od najznacajnijih prognostickih markera u multiplom mijelomu.
Javlja se kod oko 10% novodijagnostikovanih pacijenata, a njena ucestalost raste u kasnijim
fazama bolesti. Ova hromozomska anomalija limitira kljuénu ulogu p53 u kontroli Celijskog
ciklusa i apoptozi. Vezuje se za agresivnu formu bolesti i lo§ ishod lijeCenja Cak i u en
savtemene terapije, koja podtazumijeva primjenu bortezomiba i imunomodulatornih ljekova
[6,14,15,16].

S obzitom na prognosticki znaéaj, u R-ISS skor su ukljucene t(4;14), t(14;16) i del17p,
uz povisenu koncentraciju LDH I klasicni ISS skor. Postojanje jedne od navedenih
hromozomskih abnormalnosti i/ili povisene koncentracije LDH, I ISS skora 3, definise R-ISS
skor 3 koji ukazuje na agresivan tok bolesti i prosje¢no prezivljavanje koje je znacajno krace
uodnosu na bolesnike sa R-ISS skorom 1 [2].

Dodatne kopije hromozoma 1921 (+1g21) su medu najeséim genetickim

abnormalnostima kod pacijenata sa multiplim mijelomom. Kod 39% novodijagnostikovanih
bolesnika sa multiplim mijelomom i 70% onih koji imaju skrivene translokacije t(4;14) i t(14;16)
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prisutne su dodatne kopije hromozoma 1g21 koje se vezuju za lo§ terapijski ishod, ¢ak 1 kod
intenzivno lije¢enih bolesnika [7,17].

Pregled istraZivanja

Sprovedene studije su pokazale da je +1g21 nezavisan i znacajan faktor lose ptognoze—
multiplog mijeloma, poscbno kod pacijenata koji se lijee primjenom rezima koji sadrze
bortezomib [7,18,19]. Kod pacijenata sa ovom citogentskom abormalno$éu  razlikujemo
podgrupu sa jednom dodatnom kopijom 121 regiona (dodatak 1q21) 1 one sa visestrukim
kopijama, odnosno amplifikacijom 1q21 regiona (amp 1q21).

Zbog svog prognostickog znacaja, hromozomska abnormalnost +1g21 je ukljuéena u
visokotiziéne abnormalnosti u okviru M-SMART klasifikacije a zatim i u R2-ISS skor [3,20].

Dodatak i/ili amp 1q21 se mogu se naci u svim fazama bolesti, od monoklonalne
gamopatije neodredenog znacaja (MGUS) (15-20%), do tinjajuéeg multiplog mijeloma (SSM)
(30%). Kod visoko proliferativne bolesti kao §to su multipli mijelom (MM) i ekstramedularna
bolest (EMD) dolazi do akumulacije dodatnih kopija 1q21, tako da ¢ak 70% pacijenata ima vise
od tri kopije 121 [21,22,23].

Heterogena genetska pozadina pacijenata sa amp 1921 ima znacajan uticaj na
prezivljavanje u poredenju sa onima koji imaju samo jednu dodatnu kopiju 1q21. Sami region
1921 sadrzi vise od 500 gena. Medu medu analiziranim 1zdvojili su se geni IL6R, MCL-1, ILF2,
BCLY 1 CKS1B kao potencijani onkogeni. Rezultati studija dovode ih u vezu sa loSom
prognozom pacijenata i rezisencijom na lijekove [24-29)].

Imunomodulatorni lijekovi (IMMD) i inhibitori proteazoma (PI) postali su sastavni dio
protokola lijecenja multiplog mijeloma zbog svoje dobro utvrdene klinicke efikasnosti. Obje
grupe lijekova efikasne su u lijecenju pacijenata sa MM visokog rizika, posebno pacijenata sa
t(4:14) 1 del(17p). U randomizovanoj studiji, Cavo i sar. zakljuéeno je da su pacijenti sa t(4:14)
i/ili del(17p), lijeceni u indukciji kombinacijom bortezomib (PI) + thalidomid (IMMD) +
deksametazon (VDT), a potom u nastavku autologom transplantacijom mati¢nih celija
hematopoeze (ATMCH), imali dufe prezivaljavanje bez progresije (PFS) i ukupno
prezivljavanje (OS), u odnosu na pacijente lije¢ene kombinacijom IMMD + deksametazon (TD)
[30]. Studija Shaughnessi i sar. ukazuje da pacijenti sa amp 1q21 pri Lije¢enju bortezomibom
pokazuju pojacanu regulaciju gena proteazoma, ukljuéujuci PSMD4 gen koji se dovodi u vezu
sa nezeljenim ishodom bolesti [31]. Rezultati ove studije sugeri§u da dodatne kopije 121 mogu
bifi u osnovi rezistencije na bortezomib, a kliniéki tok ove podgrupe pacijenata karakterisala je
rana progtesija bolesti i krace OS [31]. Novija retrospektivna studija je pokazala da pacijenti sa
dodatkom 1g21 imaju bolji odgovor na VDT indukcionu terapiju u poredenju sa pacijentima
bez dodatne kopije 1921 [7].

Rezultati TT2 studije ukazuju da  pacijenti s novodijagnostikovanim multiplim
mijelomom (NDMM), koji su imali dokazanu amp 121, pokazuju inicijalno agresivniji klinicki
tok bolesti od onih s dodatkom 1921, ali su preZivljavanje bez dogadaja (EFS) kao i OS bili
sli¢ni medu analiziranim grupama [18]. S druge strane, u studiji Nebena i sar., iz ispitivanja
HOVON-65/GMMG-HD4, pacijenati sa NDMM i amp 1q21 imali su inferiorno OS u
poredenju u odnosu na pacijente sa jednom ili bez detcktovanih dodatnih kopija na regionu
1921 [32].

U studiji Walkera i sar. koja je obuhvatila 863 bolesnika s NDMM mladih od 75 godina,
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pacijenti sa visestrukim kupijama regiona 1921 su pokazali inferiorno PFS i OS u poredenju s
pacijentima sa jednom dodatnom kopijom (procijenjene stope u 18 mjeseci, PFS/OS: 71/88%
kod jedne dodatne kopije 1921 u odnosu na 60/73% kod amp 1q21). Kaplan-Maierove krivulje

za OS bile su sli¢ne izmedu ove dvije podgrupe pacijenata do otprilike 12-og mjeseca nakon

pocetka terapije, nakon Cega je uoceno jasno odvajanje krivulja [33].

Studija Hanamure i sar. pokazala je da pacijenti kod kojih je amp 1921 dokazana na
prezentaciji bolesti imaju tendenciju agtesivnijeg klinickog toka od onih sa dodatkom 1921 [21].
Paci}entt sa relapsno refraktornim multiplim mijelomom (RRMM) i dokazanom amp 1921 imali
su kraci PFS i OS u odnosu na pacijente sa jednom dodatnom kopijom 1921 [21].

IstraZivanje You i sar. obuhvatilo je 135 pacijenata koji su u indukciji tretirani
imunomodulatornim lijekom lenalidomidom (R), u sklopu VRD terapijskog protokola sa ili bez
ATMCH. Rezultati su ukazali da je PFS kod pacijenata sa utvrdenom amp 1921 bio kraci u
odnosu na one sa jednom dodatnom kopijom 1921 (medijana PFS je bila 24 mjeseca u odnosu
na nedostignutu, P=0,0403) [34]. Razlika u OS izmedu dvije analizirane grupe nije bila
statisticki znacajna [34]. Rezultati ukazuju da sprovodenje ATMCH moze znacajno pomoéi u
prevazilazenju loSeg prognostickog znacaja dodatnih kopija 1q21 [34].

Predmet aktuelnih istazivanja je efikanost PI druge generacije, karfilzomiba, u
kontekstu prevazilaZenja rezistencije na bortezomib kod visokorizi¢nih pacijenata sa MM [35].
Rane faze klinickih studija ukazuju da primjena indukcionog lije¢enja protokolima koji sadtze
karfilzomib, kod pacijenta sa dijagnozom NDMM visokog rizika, dovodi do visoke stope
odgovora uz odsustvo minimalne rezidualne bolesti (MRD) kod znadajnog procenta pacijenata.
Takode se ovakvim terapijskim pristupom postize duzi PFS [35]. S druge strane, ohrabruju
tezultati studije FORTE vezano za pacijente sa NDMM i dokazanom jednom dodatnom
kopijom 1q21 [35]. Pacijenti sa jednom dodatnom kopijom 1q21 koji su lije¢eni karfilzomib-om
u kombinaciji sa ciklofosfamidom i deksametazonom (KRd), prije i nakon ATMCH, imali su
duzi PFS. § druge strane, nosioci viSestrukih kopija 1q21 pokazali veoma slab odgovor na
lijecenje istim terapijskim modalitetom [35].

Kada govotimo o pacijentima s relapsno refraktarnom formom multiplog mijeloma i
potvtdenom amp 1921 pri relapsu, dokazan je trend kraceg preZivljenja nakon relapsa u
poredenju s onima kod kojih je dokazana jedna dodatna kopija 121 (5-godisnja stopa
prezivljenja nakon relapsa, amp 1921 u odnosu na dodatak 1q21: 0% u odnosu na 32%, p =
0,06). U studiji Ziccheddua i sar. sa 42 bolesnika refraktorna i na PI i na IMiD, 83% pacijenata
je preminulo unutar 1000 dana, amp 1q21 je nadena u 45% analiziranih pacijenata. Rezultati
studije su ukazali na znacajno los PFS pacijenta sa amp 1921, sto nije bio sluéaj kod pacijenata
¢a jednom dodatnom kopijom [36].

Koegzistencija 1g21 amp sa drugim nepovoljnim citogenetskim abnormalnostima kao
sto su t(4;14), t(14;16), del(1p) i del(17p), ima negativan uticaj na ishod multiplog mijeloma
[37,38]. Hiperdiploidni pacijenti s +1q21 pokazuju inferiorni PFS u u poredenju s onima bez
+1921 [39]. Nedavno su Abdallah i sar. procijenili uticaj amp 1q21 na klini¢ke karakteristike i
OS u vise od 1300 pacijenata s NDMM. Rezultati multivarijantne analize pokazuju da je amp
1921 bila povezana sa smanjenim OS-om kada su druge citogenetske abnormalnosti, kao §to su
del 17 ili t(4;14), t(14;16), i t(16;20) bile prisutne [40]. Druga studija, Walker-a i sar.
okaraktetisala je "duble hit" visokotiziénu podgrupu pacijenata sa NDMM. Opisano je da ova

grupa pacijenata ima ili bialelnu inaktivaciju 'TP53 ili ISS stadijum 3 uz istovremeno dokazano

Obtazac PD: Prijava teme doktorske disertacije 5/2



Obrazac PD: Prjava teme doktorske disertacije

., UNIVERZITET CRNE GORE

UCG

prisustvo vise od Cetiti kopije 1g21. Ova podgrupa je Cinila samo 6,1% pacijenata u studiji [33].
Osim toga, studija Jin-a i sar. ukazuje da pacijenti s koegzistencijom amp 1q21 i MYC

reatanZmanom imaju veéu ucestalost ckstramedularne bolesti i hiperkalcijemije u odnosu na
pacijente koji su imali samo amp 1q21 ili MYC rearaniman [41]. Stopa kompletnih remisija
(CR) i vtlo dobtih parcijalnih remisija (VGPR) bila je telativno niza kod pacijenata s
kombinacijom amp 1q21 i MYC rearanimana u poredenju s pacijentima koji su nosili samo
jednu aberaciju [41]. Pacijente sa amp 1q21 i/ili one sa istovremenom pojavom +1q21 i drugih
visokotizi¢nih citogenetskih abnormalnosti treba smatrati ultra riziénim i razmotriti agresivnije
modalitete ljecenje u ranoj fazi bolesti.
Cilj i hipoteze

Cilj rada:

Utvrditi prognosticki znacaj nalaza jedne dodatne kopije u odnosu na visestruke kopije regiona
21 dugog kraka hromozoma 1 na postizanje povoljnog terapijskog odgovora, duZinu remisije i
ukupno prezivljavanje bolesnika sa multiplim mijelomom.

Hipoteza:

Pacijenti sa nalazom viSestrukih kopija regiona 21 dugog kraka hromozoma 1 se karakteridu
agrestvnim tokom bolesti, te slabijim terapijskim odgovorom, kraéim remisijama i ukupnim
prezivljavanjem u odnosu na bolesnike za nalazom jedne dodatne kopije.

Matetijali, metode i plan istraZivanja _
U ovu retrospektivnu studiju je planirano ukljudenje 100 bolesnika sa dijagnozom
multiplog mijeloma i nalazom jedne i/ili viSe dodatnih kopija regiona 21 dugog kraka
hromozoma 1 (dodatak 1q21 i/ili amp1q21), koji su dijagnostikovani i lije¢eni u Klinici za
hematologiju KCS u periodu od januara 2010. do januara 2022. godine.
Dijagnoza multiplog mijeloma kod ispitanika je postavljena u skladu sa kriterijumima

Svjetske zdravstvene organizacije [42].
Navedena ispitivanja bice sprovedena u Laboratoriji za citogenetiku 1 molekularnu

genetiku Klinike za hematologiju Univerzitetskog Klinickog centra Stbije.

1FISH (interfazna fluorescentna 7z situ hibridizacija)

U Laboratoriji za citogenetiku i molekularnu genetiku Klinickog centra Srbije metodom
iFISH  (interfazna fluotescentna s sitw hibridizacija) uradiée se ispitivanje prisustva
hromozomskih abnormalnosti: dodatnih kopija hromozoma 1q21, del17p, t(4;14), i t(14,16).
Analiza ée se raditi iz uzorka mononuklearnih Celija kostne st7i bolesnika (6-10 ml), na
selektovanoj populaciji CD138+ plazmocita. Separacija malignih plazmocita ée se vrsiti pomocéu
CD138 magnetnih partikula, prema preporukama proizvodaéa (Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, Germany). Suspenzija izolovanih plazmocita ée se nanositi na mikroskopska stakla,
na kojima ¢e se potom primijeniti FISH protokol za analizu interfaznih jedara [43]. Prisustvo
aberacja e se utvrdivati analizom 100 ili vie interfaznih jedara, za svaki ispitivani genski
region. Analiza jedara e se vrditi pomoc¢u mikroskopa OlympusBX51 opremlienog
fluotescentnom lampom i pojedinaénim band pass filterima. Slikanje fluotescentnih signala je

omoguéeno Olympus U-CMAD3 fluorescentnom kamerom (Olympus, Germany), povezanom
sa Cytovision programom za obradu slika. FISH proba za detekciju aberacija regiona 1q21 je
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koktel proba koja sadrzi 2 genska lokusa (CDKN2C/CKS1B) i omogucava detektovanje
delecije regiona 1p32 (obiljezeno zclenom bojom), kao i dodatka i amplifikacije 1q21
(obiljezeno narandZastom bojom). U slucaju prisutne jedne dodatne kopije regiona 1q21
detektuju se 3 narandZasta signala, a u slucaju prisutne amplifikacije 121 regiona detektuju se 4

ili viSe narandZastih signala.

Statisicka analiza

Pored deskriptivnih analiza, aritmeticka sredina 1 standardna devijacija Ce se koristiti za
parametrijske podatke, medijana za deskripciju neparametrijskih podataka. Kao parametarski
analiticki model primjenjivace se Studentov T-test, a neparametrijski: Pearson test, xg test,
Fisherov test. Veza izmedu klinickih parametara i citogenetskih karakteristika procijenice se
Spearman-ovom kotelacijom. Pratice se odgovor na lijecenje 1 ukupno prezivljavanje pacijenata
(OS). Kaplan-Meier metod Ce se koristiti za analizu ukupnog prezivljavanja. Long rank testom
eveluirace se znacdaj anahziranih parametara na ukupno prezivljavanje. Koriscenjem Cox-ovog
proporcionalnog hazardnog modela odredivace se nezavisni prognozni parametri na duZzinu
prezivljavanja. KortistiCe se statisticki informacioni softverski sistem, SPSS verzja 22.0.
Definisan je nivo statisticke znacajnosti: visoko statisticki znacajna povezanost- p<0.01,

statisticki znacajna povezanost p<(0.05.
jna p P

Ocekivani naucni doprinos
Utvrdivanje prognostitkog znadaja navedenih nglekﬁlamo_—genetiégig_ab-n(-)tmahlosti na tok i
ishod multiplog mijeloma, omoguéi¢e definisanje moguéih mehanizama rezistencije u ovoj
bolesti sa ditektnim klinickim uticajem na adekvatan terapijski pristup. Identifikacija bolesnika
sa nepovoljnim prognostickim profilom, ukljucujuci klinicke i specificne molekularne cinioce
kao $to je amp1q21, omogudila bi u buduénosti individualni terapijski pristup i ranu primjenu
inovativnih vidova lijeCenja kao sto je imunoloska terapija poput monoklonskih antitijela,
bispecificnih antitijela i CAR T Ccelija. Ovo istrazivanje bi ukazalo na znacaj uvodenja
molekularnih prognostickih faktora u nove prognosticke modele, u cilju rane detekcije visoko
rizicnih bolesnika, izbora optimalne terapije i poboljsanja krajnjeg ishoda lijecenja.
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