Streszczenie

Wprowadzenie: Ostre biataczki szpikowe stanowig zroéznicowang grupe chorob rozrostowych
uktadu krwiotworczego. Klon nowotworowy w AML wywodzi si¢ z wczesnych stadiow

rozwojowych hematopoezy.

Skutecznos¢ leczenia ostrych bialaczek szpikowych, pozostaje wcigz niesatysfakcjonujaca.
Jedynie u niewielkiej grupy pacjentdéw, uzyskuje sie dtugotrwatg catkowita remisj¢ choroby.
Pomimo intensywnych badan nad réznorodnymi zjawiskami lezacymi u podstaw
leukemogenezy, proces ten nie zostal nadal w pelni poznany. W licznych doniesieniach
potwierdzono istotng rol¢ neowaskularyzacji w patogenezie AML. Wytwarzanie naczyn
krwionos$nych jest kontrolowane przez liczne czynniki pro i antyangiogenne. Wsrod faktoréw
stymulujagcych wymienia si¢ miedzy innymi EGFL7, HIF-1a oraz leptyng. Rolg EGFL7
potwierdzono zaréwno w fizjologicznej jak i patologicznej angiogenezie. Nadekspresje tego
czynnika obserwowano w stanach niedostatecznej podazy tlenu, a w niektorych guzach litych
miedzy innymi w raku watrobowokomorkowym i glejaku wielopostaciowym wykazano jego
znaczenie prognostyczne. Z kolei HIF-1a jest czynnikiem transkrypcyjnym, ktory reguluje
ekspresje licznych gendéw, powodujac zaadoptowanie do warunkéw niedotlenienia.
W pis$miennictwie istnieja doniesienia na temat jego znaczenia w progresji nowotworéw
ztosliwych takich jak rak jelita grubego czy rak nerki. Natomiast leptyna, b¢daca plejotropowa
adipocytoking, bierze udzial nie tylko w angiogenezie, ale rowniez hematopoezie, czy stanach
zapalnych. Nadekspresj¢ receptora leptyny obserwowano w raku piersi. W tym typie
nowotworu potwierdzono zalezno$¢ migdzy poziomem ekspresji Ob-R, a czasem przezycia

chorych.

Dotychczas brak jednoznacznych danych dotyczacych ekspresji EGFL7, HIF-1a i Ob-R

w ostrych biataczkach szpikowych.

Cel pracy: Celem przeprowadzonych prac byta ocena ekspresji EGFL7, HIF-1a1 Ob-R mRNA
w szpiku kostnym chorych z rozpoznang de novo ostrg biataczkg szpikowg oraz w grupie
kontrolnej. A nastgpnie, zbadanie zalezno$ci migdzy ekspresja powyzszych czynnikdéw
proangiogennych, a podtypem biataczki, obecnoscig antygenu CD34, klasycznymi czynnikami

ryzyka, parametrami molekularnymi i cytogenetycznymi oraz wynikami leczenia.

Material i metody: Badaniem obj¢to grupe 103 chorych z ostrg bialaczka szpikowa
z wykluczeniem podtypu z PML RARa oraz 20 zdrowych osob, stanowigcych grup¢ kontrolna.
Do oceny ekspresji EGFL-7, HIF-1a i Ob-R mRNA w szpiku kostnym wykorzystano metode



RQ-PCR. Wyniki opracowano przy uzyciu pakietu programéw statystycznych EPIINFO Ver.
7.1.1.14.

Wyniki: W przeprowadzonych przeze mnie badaniach wykazalam znamiennie wyzszg
ekspresj¢ EGFL7 mRNA w szpiku wszystkich chorych z AML, a takze w grupie pacjentow
z AML CD34+, w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Istotnie nizszy poziom EGFL7 wykazano
w przypadku ostrych biataczek szpikowych o najwyzszym stopniu dojrzatosci komorek
blastycznych w poréwnaniu do AML CD34+. Nie obserwowalam znamiennej statystycznie
roéznicy poziomu ekspresji EGFL7 w zalezno$ci od ryzyka cytogenetycznego. Natomiast
w grupie chorych z obecno$cig postaci wild-type genu FLT3 oraz genu NPM1 stwierdzitam
istotnie wyzsza ekspresj¢ EGFL7. Nie wykazatam znamiennych réznic w poziomie mRNA
EGFL7 w zaleznosci od uzyskania remisji catkowitej. Obserwowatam dodatnig korelacje¢
miedzy poziomem ekspresji EGFL7, a HIF-1a oraz EGFL7, a Ob-R. Nie stwierdzitam jednak
aby ekspresja EGFL7 w szpiku kostnym chorych z AML miata istotny wptyw na czas wolny

od nawrotu biataczki czy czas przezycia pacjentow.

W mojej pracy obserwowatam znamiennie nizszy poziom HIF-lo mRNA w AML niz
w grupie kontrolnej. Ponadto ekspresja ta byta istotnie wyzsza w przypadku AML CD34+ niz
w AML CD34- i wyraznie korelowala ze stopniem dojrzato$ci blastow. Stwierdzitam
najwyzsza ekspresje HIF-1a w grupie chorych o wysokim ryzyku cytogenetycznym (HR),
w poréownaniu do grup o standardowym i posrednim ryzyku a roznica ta byla znamienna
statystycznie. Istotnie wyzszy poziom ekspresji HIF-la mRNA wykazatam w biataczkach
z obecnoscig postaci wild-type genow FLT3 1 NPM1 niz w przypadku obecnosci zmutowanych
form genow. Zaobserwowatam takze nizsza ekspresje HIF-1o u chorych, ktorzy uzyskali CR
po leczeniu indukcyjnym, w pordwnaniu do pacjentdéw nieodpowiadajacych na terapie.
W grupie powyzej 60 roku zycia poziom HIF-1a mMRNA byt wyzszy niz u chorych mtodszych.
Stwierdzitam réwniez dodatnig korelacje miedzy ekspresja HIF-1a, a poziomem ekspresji Ob-
R. Nie wykazalam zalezno$ci miedzy poziomem ekspresji HIF-la, a RFS. Jednak
w przeprowadzonej analizie wieloczynnikowej obserwowatam, ze poziom HIF-la, wiek,
uzyskanie CR 1 obecno$¢ FLT3mut sg czynnikami istotnie wpltywajacymi na przezycie,

a jedynym niezaleznym czynnikiem prognostycznym jest CR.

W przypadku Ob-R nie stwierdzitam istotnych réznic migdzy poziomem ekspresji
u chorych z AML, a grupg kontrolng. Natomiast znamiennie wyzszy poziom Ob-R wykazatam
w przypadku AML CD34+ w poréwnaniu do AML CD34-. Nie obserwowatam istotnej

korelacji migdzy ekspresjg Ob-R, a cytogenetycznymi i molekularnymi parametrami ryzyka.



Jednak znamiennie nizszy poziom stwierdzitam w grupie pacjentow, ktorzy uzyskali catkowitg
remisj¢ po terapii indukcyjnej. Wykazatam negatywna korelacj¢ miedzy poziomem Ob-R
mRNA, a leukocytoza i odsetkiem blastow. Nie obserwowatam zalezno$ci migdzy ekspresja

Ob-R, a czasem wolnym od nawrotu biataczki i catkowitym przezyciem.

Whnioski: Ekspresja EGFL7 jest wyzsza u chorych z ostrg biataczka szpikowg w poréwnaniu
do grupy kontrolnej. Ponadto poziom EGFL7 mRNA koreluje ze stopniem dojrzewania
komorek blastycznych. Natomiast nie obserwowano zalezno$ci miedzy ekspresja EGFL7,

a wynikami leczenia AML.

Ekspresja HIF-1a jest nizsza u pacjentdow z ostrg biataczka szpikowa w poroéwnaniu do
grupy kontrolnej, a poziom HIF-lo. mRNA koreluje ze stopniem dojrzewania komorek
biataczkowych. Ponadto ekspresja HIF-1a jest najwyzsza u chorych z grupy HR wedlug ELN.
Dodatkowo poziom HIF-1a jest wyzszy u pacjentow starszych. Ekspresja HIF-1a nie koreluje
z RFS, ani OS, jakkolwiek poziom HIF-1a, uzyskanie CR, wiek, obecno$¢ mutacji FLT3 maja
wplyw na przezycie, a jedynym niezaleznym czynnikiem prognostycznym jest uzyskanie

catkowitej remisji po leczeniu indukcyjnym.

Ekspresja Ob-R nie wykazuje istotnej réznicy pomiedzy grupa z AML, a kontrola.
Poziom Ob-R mRNA jest najwyzszy w biataczkach CD34+. Ekspresja Ob-R negatywnie
koreluje z leukocytoza 1 odsetkiem komorek biataczkowych. Istnieje zaleznos¢ miedzy
poziomem Ob-R, a prawdopodobienstwem uzyskania CR, jednak nie ma korelacji pomigdzy

ekspresja receptora, a RFS 1 OS.

Ekspresja EGFL7, a HIF-1a; EGFL7, a Ob-R; HIF-1a, a Ob-R wykazuje dodatnia
korelacje.

Stowa kluczowe: ostra bialaczka szpikowa- EGFL7-HIF-1a- Ob-R-angiogeneza



Summary

Introduction: Acute myeloid leukemias belong to heterogenous group of hematological

malignancies. Neoplastic clone in AML derived from the early stages of myeloid cells.

The efficiency of treatment in acute myloid leukemia, is still unsatisfactory. Only small group

of patients obtain long-term comlete remission of disease.

Despite intensive work on different mechanisms go to leukemogenesis, this proces is still
unknown. Numerous reports confirm the role of neovascularisation in pathogenesis of AML.
The production of blood vessels is controled by many pro and antyangiogenic factors. Among
stimuli factors specifed inter alia EGFL7, HIF-1a and leptin. The role of EGFL7 was confirmed
in physiological and pathological angiogenesis. Overexpression of this factor was observed in
hypoxia condition and in some tumors inter alia in hepatocelularcell carcinoma and
glioblastoma multiforme it was a prognostic factor. Next, HIF-1a is a transcription factor,
which can regulate the expression of numerous genes and result in adoption to hypoxia. In the
literature there are many reports about the significance of HIF-1a in the progression of cancer
for example colon cancer and renal cancer.Then, leptin, which is plejotropic adipocytokin, takes
role not only in angogenesis, but also in hematopoesis or inflammation
proccess.Overexpression of leptin receptor was seen in breast cancer. In this type of tumor,

relations beetwen the level of expression and overall survival was confirmed.

So far, unambigous evidence about expression of EGFL7, HIF-1a and Ob-R in acute myloid

leukemia is lacking.

Aim of the study: The aim of this study was to evaluate the expression of of EGFL7, HIF-1a
and Ob-R mRNA in patients with de novo acute myloid leukemia and in group of healthy
individuals. Then results were compered to subtype of leukemia, the CD34 expression, classical
prognostic factors, molecular and cytogenetic mediators and treatment results. In final stage

evaluation beetwen expression of these proangiogenic factors were analyzed.

Materials and methods: 103 non PML RARa AML patients and 20 healthy individuals were
included in this study. The expression of EGFL7, HIF-1o and Ob-R in bone morrow was
analyzed by RQ-PCR. The results were evaluated using the package statistical programms
EPIINFO Ver. 7.1.1.14.

Results: My study shows statistically significant higher expression of EGFL7 mRNA in bone
morrow of all AML patients, also in group of AML CD34+, compered to healthy controls.



Signifcantly lower level of EGFL7was seen in acute myloid leukemia with the highest level of
maturation compered to AML CD34+. There was no significant difference of level EGFL7
according to cytogenetic risk. However, in group with wild-type FLT3 and NPM1 higher
expression of EGFL7 was observed. There was no significant difference between the level of
EGFL7 according to complete remission rate. The positive correlation between expression of
EGFL7 and HIF-1a , EGFL7 a Ob-R was observed. There was no significant association

between the expression EGFL7 and relapsed free survival and overall survival.

| observed significantly lower level of HIF-lo mRNA in AML than in healthy
individuals. Morover, the expression was higher in cases of AML CD34+ than in AML CD34-
and there was distinct correlation with maturation of blasts. I claimed the highest expression of
HIF-1a in high risk cytogenetic group, compared to standard and intermediate risk group, the
difference was statistically significant. The higher level of HIF-1a expression mRNA was
observed in AML with wild-type FLT3 and NPM1 than in subtype with mutations of these
genes. | revealed also lower expression of HIF-1a in patients which obtain complete remission
than those with no response to chemotherapy. In group older than 60 years old level of HIF-1a
mRNA was higher than younger patients. | revealed also positive correlation beetwen
expression of HIF-1a and Ob-R. There was no dependency beetwen level of HIF-1a and
relapsed free survival. Although, multifactorial analysis showed that level of HIF-1a, age,
complete remission obtain, FLT3 mutation are mediators associated with survival, but only

complete remission obtain is independent risk factor.

There was no statistical significant difference between level expression of Ob.-R in
AML and control group. However, significantly higher expression was observed in AML
CD34+ than in AML CD34-. There was no correlation between expression of Ob.-R and
cytogenetic and molecular risk mediators. Although, significantly lower level was observed in
patients achiving complete remission after induction therapy. Negative dependency between
Ob-R mRNA and leukocytosis and percentage of blasts was seen. There was no correlation

between Ob-R expression and relapsed free survival or overall survival.

Conclusions: Expression of EGFL7 is higher in patients with acute myloid leukemia compared
to control group. Morover, level of EGFL7 mRNA correlates with degree of maturation of blast
cells. However no dependency between expression of EGFLI7 and effects of treatment was

observed.



Expression of HIF-1a is lower in AML patients compared to control group and level of HIF-1a
MRNA correlates with degree of maturation of leukemic cells. Morover, expression of HIF-1a
is the highest in patients with HR according to ELN. Additonally, level of HIF-1a is higher in
older patients. Expression of HIF-1a not correlate with RFS ans OS, however level of HIF-1a,
CR obtain, age, FLT3 mutation have influence on survival, but only CR achiving is independent

prognostic factor.

Expression of Ob-R reveals no difference between AML group and controls. The level of Ob-
R mRNA is the highest in AML CD34+. Expression of Ob-R correlates negatively with
leukocytosis and percentage of leukemic cells. There is dependency between level of Ob-R and
probabillity of achiving CR, but there is no correlation with RFS and OS.

Expression of EGFL7 and HIF-1a, EGFL7 and Ob-R, HIF-1a and Ob-R reveal positive

correlation.
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