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1. UVOD
1.1. Obiljezja akutnih mijeloi¢nih leukemija
1.1.1. Povijest

Njemacki patolog Rudolf Virchow je sredinom devetnaestog stoljeca opisao bolest s
abnormalno povec¢anim brojem bijelih krvih stanica i prvi je nazvao “’leukédmie” (grcki: bijela
krv). Virchow je zakljucio da je za razliku od leukocitoze, leukemija zasebni patoloski entitet
i svojim je istraZivanjima postavio temelje za danasnje razumijevanje bolesti.'” Do svojih
zakljuaka doSao je Cetiri godine prije britanskog patologa John Hughes Bennetta koji je
opisao 1 objavio slucajeve pacijenata koji su preminuli povecanih slezena, s promijenjenom
bojom i gustoéom krvi. Opisano stanje nazvao je “leucocythemia”.’ Prema Gunzu® francuski
lije¢nik Alfred Armand Louis Marie Velpeau je 1827. godine prvi objavio opis pacijenta s
klinickom slikom leukemije.

Razvoj tehnike bojenja krvnog razmaza omogucio je razlikovanje normalnih od
abnormalnih bijelih krvnih stanica.” Friedrich Mosler je 1876. godine prvi opisao tehniku
punkcije kostane srzi®, a 1900. godine Otto Naegeli opisuje mijeloblaste i limfoblaste.” Poslije
toga otkriéa dolazi do podjele leukemija na akutnu mijeloicnu i akutnu limfoblasti¢nu
leukemiju.>®

Razvojem medicinske znanosti u dvadesetom stolje¢u mijenjaju se saznanja o
dijagnostici, epidemiologiji i terapiji akutnih leukemija, $to dovodi do promjena klasifikacija
akutnih leukemija. Osamdesetih godina proslog stolje¢a podjela akutnih leukemija koju je
predlozila grupa od sedam francuskih, ameri¢kih 1 britanskih hematologa 1 citopatologa
temeljila se na konvencionalnim morfoloskim i citokemijskim metodama. Tako je nastala
francusko-americko-britanska (FAB) klasifikacija akutnih leukemija, koja je dijelila akutne

mijeloi¢ne leukemije (AML) na sedam podtipova (M0-M7) i akutne limfoblasti¢ne leukemije

(ALL) na tri podtipa (L1-L3).”"
1.1.2. Definicija i klasifikacije
Akutne mijeloi¢ne leukemije su zlocudne klonalne bolesti krvotvorne mati¢ne stanice.

Poremecaji koji nastaju u genomu mati¢ne stanice rezultiraju njezinom zlocudnom

pretvorbom, nekontroliranom proliferacijom, S§to rezultira stvaranjem klona leukemijskih



stanica. Leukemijske stanice nemaju sposobnost normalnog sazrijevanja, a zlo¢udni klon
potiskuje zdrave stanice u kostanoj srzi.'' Akutne mijeloi¢ne leukemije razlikuju se po
citomorfoloskim, imunofenotipskim, molekularnim karakteristikama 1 klinickom tijeku

bolesti.'?
1.1.2.1. Podjela akutnih mijeloi¢nih leukemija

Grupa francuskih, americkih i britanskih hematologa i citopatologa je 1976. godine
predlozila, a 1985. godine dopunila FAB podjelu akutnih leukemija.”'® FAB klasifikacija
obuhvac¢a morfolosku raznolikost AML koje se dijele na sedam podtipova (M0-M7). Postoje
poteskoce u postavljanju citomorfoloske dijagnoze izmedu pojedinih podtipova AML (AML-
M2 vs. AML-M4 ili AML-M4 vs. AML-M5). AML-M3 i AML-M4eo imaju karakteristi¢ne
morfoloske slike koje se povezuju s odredenim citogenetickim promjenama poput t(15;17)
i/ili inv (16) ili t(16;16)."* Ostali podtipovi ne pokazuju jaku poveznost morfologije i
citogenetickih promjena. Razvojem citogenetickih i molekularnih metoda te usavrSavanjem
imunofenotipizacije znatno se poboljSalo razumijevanje biologije AML. Stoga je Svjetska
zdravstvena organizacija (SZO) uvela multidisciplinaran pristup dijagnozi 1 podjeli akutnih

leukemija koji se razlikuje od FAB klasifikacije akutnih leukemija.'*
1.1.2.2. Podjela akutnih mijeloi¢nih leukemija prema SZO

Akutne mijeloi¢ne leukemije prema podjeli Svjetske zdravstvene organizacije iz 2008.
godine' svrstavaju se u nekoliko glavnih skupina:
. AML s karakteristi¢nim genetickim promjenama
. AML s promjenama povezanim s mijelodisplazijom
. AML povezane s terapijom
. AML koje nisu drugdje uvrstene
. mijeloidni sarkom

. mijeloidne proliferacije povezane s Downovim sindromom

~N N L B~ LN =

. blasti¢na plazmacitoidna neoplazma dendriti¢kih stanica

Prema toj podjeli, entitet refraktorne anemije s viskom blasta u transformaciji, engl.

refractory anemia with excess blasts in transformation (RAEB-t) iz FAB klasifikacije, svrstan



je u novu skupinu akutnih mijeloi¢nih leukemija s promjenama povezanim s

mijelodisplazijom kao novoprepoznati podtip.'*'*!®

1.1.2.3. Podjela akutnih mijeloicnih leukemija s promjenama povezanim s
mijelodisplazijom
Akutne mijeloi¢ne leukemije s promjenama povezanim s mijelodisplazijom prema
SZO obuhvacanju:
1. AML nastale iz prethodne mijelodisplazije ili mijelodisplazije/mijeloproliferacije
2. AML s citogenetickim promjenama karakteristicnim za mijelodisplazije
3. AML s viselinijskom displazijom (novootkrivene AML sa znacima mijelodisplazije)
Novootkrivene AML sa znacima mijelodisplazije koje imaju samo morfoloske

. . . . . . oy . . v 16
promjene na stanicama i normalan nalaz citogenetike nisu jo§ dovoljno istrazene.

1.1.3. Morfoloska dijagnoza akutnih mijeloi¢nih leukemija

Citomorfoloska analiza je ve¢ godinama prvi korak u postavljanju dijagnoze akutnih
leukemija. Prema FAB klasifikaciji koja je koriStena posljednja tri desetljeca, citomorfoloski
kriterij za postavljanje dijagnoze akutne leukemije bio je minimalno 30% blasta na ukupan
broj svih stanica s jezgrom u kosStanoj srzi dok se tip akutne leukemije odredivao, kao i danas,
pomocéu citomorfoloskih i citokemijskih zna&ajki leukemijskih stanica.'

SZO je 2001. godine promijenila osnovni kriterij za dijagnozu akutne leukemije, od
tada je za postavljanje citomorfoloske dijagnoze AML potrebno zadovoljiti kriterij od
minimalno 20% mijeloblasta i/ili monoblasta/promonocita i/ili megakarioblasta u kostanoj
srzi.'” Morfoloska dijagnoza akutne eritroidne leukemije neto je zahtjevnija jer postoje dva
podtipa: a) eritroidna/mijeloi¢na leukemija gdje eritroidni prekursori ¢ine 50% 1 viSe stanica
koStane srzi, a broj mijeloblasta iznosi 20% na ne-eritroidnu lozu i1 b) ¢ista eritroidna
leukemija gdje nezrele stanice eritroidne loze €ine 80% svih stanica s jezgrom u kosStanoj
srzi.'® U akutnim mijeloi¢nim leukemijama s karakteristi¢nim genetickim promjenama udio
blasta moze biti i manji od 20%.'*"

Dana$njim multidisciplinarnim pristupom postavljanju dijagnoze, AML je odredena
nalazima morfoloskih, imunoloskih, citogenetickih i molekularnih analiza te ima tipi¢nu sliku
1 prognozu. Citomorfoloska i citokemijska analiza koStane srzi i1 dalje ostaje osnovna metoda
za postavljanje dijagnoze akutne mijeloi¢ne leukemije, posebno skupine AML koje nisu

drugacije klasificirane.



1.1.3.1. Morfoloska dijagnoza akutnih mijeloi¢nih leukemija s promjenama povezanim s

mijelodisplazijom

Novootkrivene AML sa znacima mijelodisplazije su podgrupa AML s promjenama
povezanim s mijelodisplazijom, ¢ija se dijagnoza postavlja na osnovu citomorfoloskih
kriterija. To su akutne leukemije s minimalno 20% blasta u koStanoj srzi i/ili perifernoj krvi i
morfoloSkim znacima displazije na dvije ili viSe stani¢nih loza u kosStanoj srzi. Displasti¢ne
promjene moraju biti prisutne na minimalno 50% stanica pojedine loze.'®
Disgranulocitopoezu karakterizira hipogranuliranost, pseudo Pelger-Huét anomalija i bizarno
lobulirane jezgre; diseritrocitopoezu megaloblastoidni oblici, eritroblasti s dvije 1 viSe jezgara,
pupanje jezgara 1 fragmenti jezgara; distrombocitopoezu obiljezavaju mikromegakariociti,
megakariociti s jednom velikom jezgrom (hipolobulirani) te megakariociti brojnijih odvojenih

jezgara.'*?’

1.2. Citogeneti¢ke promjene kod akutnih mijeloi¢nih leukemija

Kariotip AML koji je utvrden kod postavljanja dijagnoze vazan je za pracenje i
prognozu bolesti. Citogeneticke promjene se nalaze u oko 50% odraslih bolesnika s AML,
dok ostali imaju uredan kariotip. Promjene mogu zahvatiti samo jedan ili viSe kromosoma , a
s obzirom na prognosticko znacenje klasificirane su kao povoljne, intermedijarne i
nepovoljne.*'#*%

AML s balansiranom translokacijom t(8;21)(q22;q22);RUNXI-RUNXITI*** koja
pokazuje sazrijevanje u neutrofilnoj lozi, akutna promijelocitna leukemija s
t(15;17)(q22;q12);PML-RARA*® u kojoj se nalaze abnormalni promijelociti i AML s
inv(16)(p13.1g22) ili t(16;16)(p13.1;q22);CBFB-MYH11 koja pokazuje znakove monocitne i
granulocitne diferencijacije te povecan broj eozinofila u koStanoj srzi imaju dobru
prognozu.’”*® AML s t(9;11)(p22;q23);MLLT3-MLL pokazuje zna¢ajke monocitne loze i
umjerenu prognozu, a AML s t(6;9)(p23;q34) s ili bez monocitnih karakteristika i bazofilijom
imaju losiju prognozu.”’

Osim balansiranih translokacija kod bolesnika s AML nalaze se 1 druge citogeneticke
promjene (trisomije, delecije 1 kompleksni kariotipovi). Bolesnici s urednim kariotipom ili

jednom kromosomskom promjenom kao §to je +8, +11 i =Y pripadaju grupi intermedijarnog

rizika, dok se bolesnici s kompleksnim kariotipom smatraju grupom visokog rizika.*’



1.2.1. Citogeneti¢ke promjene kod akutnih mijeloi¢nih leukemija s promjenama

povezanim s mijelodisplazijom

AML s promjenama povezanim s mijelodisplazijom mogu imati kromosomske
promjene jednake promjenama u mijelodisplaziji 1 to su naj¢es¢e nebalansirane promjene -
7/del(7q) 1 -5/del(5q) koje su povezane s loSijom prognozom. Mogu se naé¢i kompleksni
kariotipovi koji obuhvacaju viSe od tri promjene, kao i monosomije ili trisomije. Balansirane
translokacije nisu &este. Dio AML sa znacima mijelodisplazije ima normalan kariotip.'®"
Smatra se da su AML s promjenama povezanim s mijelodisplazijom grupa visoko rizi¢nih
leukemija, koje se pretezno javljaju u starijoj dobi i obi¢no su povezane citogenetickim
promjenama koje imaju loSu prognozu. Pojedine studije pokazuju drugacije rezultate. Grupa
njemackih autora pokazala je da se AML sa viselinijskom displazijom javljaju ces¢e u
bolesnika mladih od $ezdeset godina.’' Japanski autori su istraZivali citogenetike promjene u
AML s trilinijskom displazijom (TLD) i pokazali su citogeneticku raznolikost tih leukemija.
Prema njihovim rezultatima prognosticki dobri kariotipovi su izuzetno rijetki, a najces¢i su
normalni kariotipovi koji pripadaju grupi intermedijarnog rizika.*> Oni nisu nasli specifi¢ni
kariotip za AML/TLD 1 smatraju da trilinijska displazija predstavlja bioloski entitet AML

koji se jo§ ne moze dokazati rutinskom citogenetickom analizom.

1.3. Molekularne promjene kod akutnih mijeloi¢nih leukemija

Intezivnim razvojem molekularne biologije u posljednjih dvadesetak godina i
uvodenjem brojnih novih molekularnih metoda u rutinsku dijagnostiku znatno se poboljsalo
razumijevanje hematoloskih bolesti. Molekularna dijagnostika je danas neizostavna u
pracenju minimalne ostatne bolesti 1 procjeni uspjesnosti terapije. Molekularnim analizama
kostane srzi bolesnika s AML dokazane su razli¢ite mutacije i promjene u ekspresiji gena kod
bolesnika s urednim kariotipom, koje se smatraju vaznim prognosti¢kim pokazateljem.
Leukemogeneza je slozen proces. Istrazivanja su pokazala da nije dovoljna jedna mutacija za
razvoj leukemijskog fenotipa. Dvije grupe mutacija sudjeluju u razvoju leukemijskog klona.
Jedna grupa ukljucuje mutacije koje aktiviraju puteve prijenosa signala i dovode do pojacane
proliferacije i prezivljenja leukemijskih stanica. Druga grupa obuhvaca mutacije gena koji
ukljucuju transkripcijske faktore ili komponente transkripcijskih koaktivacijskih kompleksa,

$to dovodi do poremeéene mijeloidne diferencijacije.”**



1.3.1. Molekularne promjene kod akutnih mijeloi¢nih leukemija s promjenama

povezanim s mijelodisplazijom

Molekularne promjene koje se mogu javiti kod AML s promjenama povezanim s
mijelodisplazijom nisu jo§ dovoljno istrazene. Posebno su zanimljive promjene u bolesnika
koji imaju normalan kariotip i viSelinijsku displaziju. Ti bolesnici mogu imati promjene
vezane uz gen nukleofozmin (NPM1) kojeg povezuju sa stani¢nim rastom i diferencijacijom
ili mutacije gena engl. fms-like tyrosine kinase 3 (FLT3) koji ima znacajnu ulogu u
proliferaciji i prezivljenju krvotvornih mati¢nih stanica.’>*® Gen WTI je takoder povezan s
proliferacijom i sazrijevanjem krvotvornih mati¢nih stanica, njegova ekspresija povezuje se

FLT3-ITD mutacijom."*

1.4. Gen FLT3

Gen engl.fms-like tyrosine kinase 3 (FL73) poznat je jos§ pod nazivom engl. fetal liver
kinase 2 (FLK-2) i engl. stem cell tyrosine kinase 1 (STK-1).*® Nalazi se na kromosomu 13 i
kodira protein klase III receptora tirozin kinaze. Danas je FLT3 opce prihvacen naziv za
citokinski receptor koji je normalno izrazen na krvotvornim mati¢nim stanicama.
Sazrijevanjem stanica njegova eckspresija se gubi. Ligand za FLT3 (FL) je tip 1
transmembranski protein koji je izrazen na stanicama strome u koStanoj srzi. Vezanje
receptora i1 liganda rezultira dimerizacijom receptora, autofosforilacijom i naknadnom
fosforilacijom citoplazmatskih proteina koji su ukljuceni u nizvodne signalne puteve, na taj
nacin regulirajuéi proliferaciju i diferencijaciju nezrelih krvotvornih stanica.

Mutacije FLT3 gena javljaju se u 1/3 bolesnika s AML i mogu se podijeliti u dva
glavna tipa. Prvi 1 naj¢eS¢i tip su unutarnje tandemske duplikacije (engl. internal tandem
duplications, 1TD) koje nastaju u jukstamembranskom dijelu FLT3 i prvi put su ih opisali
Nakao i sur. 1996 godine.’” Duzina duplicirane DNA varira izmedu 3 i vise od 400 parova
baza i razlikuje se izmedu pojedinih slu¢ajeva AML (slika 1). Mutacija ITD dovodi do
gubitka autoinhibitorne funkcije u jukstamembranskom dijelu FLT3, zbog ¢ega dolazi do
konstitutivne aktivacije receptorske tirozin kinaze neovisne o ligandu. Drugi tip su tockaste
mutacije na polozaju 835 gdje se nalazi aminokiselina aspartat, unutar druge kinazne domene,
koje takoder uzrokuju aktivaciju receptora.’®*’ Aktivacija receptora uslijed mutacije dovodi

do fosforilacije brojnih citoplazmatskih proteina kao Sto su GAB1, GAB2, CBL, SHIP, AKT,



STAT5a i aktivaciju RAS/MAPK, PI3K/AKT i STATS signalnih puteva.*® Kod jedne treéine

bolesnika sa FLT3-ITD mutacijom, divlji tip alela nije moguce dokazati.
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mutacija. Shema preuzeta iz Litzow MR. More flitting about FLT3. Blood 2005;106:3331.

FLT3-ITD mutacija u AML je neovisan prognosticki faktor za procjenu kompletne
remisije, rizika od relapsa bolesti 1 ukupnog prezivljenja, posebno kod bolesnika s
citogeneticki normalnim kariotipom. FLT3-ITD pozitivni bolesnici imaju statisticki znacajno
kra¢e prezivljenje bez znakova bolesti. Istrazivanja duzine duplikacije pokazala su da
bolesnici s duplikacijom slijeda veli¢ine 40 1 viSe nukleotida imaju kra¢e ukupno prezivljenje
u odnosu na bolesnike s duplikacijom manjom od 40 nukleotida ili bez FLT3-ITD
duplikacije.***!' Osim §to je prognosticki &imbenik, FLT3-ITD je potencijalna meta za
terapiju. Potaknuti u¢inkom imatiniba na lijecenje kroni¢ne mijeloi¢ne leukemije, sve je vise
klinickih studija koje istrazuju ucinak inhibitora FLT3 tirozin-kinazne aktivnosti 1

moguénosti njihove primjene u bolesnika s AML i FLT3-ITD mutacijom.*®



1.5. Gen Wilmsovog tumora (WTI)

Gen Wilmsovog tumora (WT1) je jedan od prvih kloniranih tumor-supresorskih gena,
koji je povezan s nastankom djecjeg tumora bubrega (Wilmsovim tumorom) kao i sa
sindromima koji uklju¢uju Wilmsov tumor. Gen WT1 se nalazi na kromosomu 11p13 i kodira
protein koji je transkripcijski faktor (slika 2). Transkripcijski faktor moze aktivirati ili
suprimirati gensku transkripciju §to ovisi o tipu stanice, proteinskoj izoformi WT1 i ciljnom
genu. Prema danasnjim saznanjima gen WTI se moZze ponaSati dvojako, kao tumor-
supresorski gen 1 kao onkogen. Promjena funkcije proteina WT1 uzrokovana mutacijama

gena WT1 pospjesuje proliferaciju stanica ili koéi sazrijevanje stanica.*
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Slika 2. Smjestaj gena W71 na kratkom (p) kraku kromosoma 11 na poziciji trinaest (preuzeto

sa www.Genetic Home Reference)

Ekspresija gena WTI prisutna je u normalnim stanicama urogenitalnog i krvotvornog
sustava 1 ona je niza Sto je stupanj diferencijacije stanica viSi. Ekspresija je prisutna kod
nezrelih CD34+ stanica hematopoeze, dok kod zrelih leukocita nestaje. U zdravim stanicama
periferne krvi 1 koStane srzi ekspresija gena WT1 je niska.

PojaCana ekspresija gena WTI nadena je u veCini akutnih leukemija,
mijelodisplastitnom sindromu i blastiénoj krizi kroniéne mijeloi¢ne leukemije.”** Opisane su
Cetiri glavne izoforme proteina WT1 koje se medusobno razlikuju po svojoj ekspresiji 1
djelovanju na ciljne gene. Pretpostavlja se da odredene izoforme imaju ulogu u patogenezi

relapsa u AML.* Otkriée prekomjerne ekspresije gena WT1 u bolesnika s AML potencijalni



je molekularni biljeg minimalne ostatne bolesti i ranog otkrivanja povrata bolesti*’, dok se
prognosticki znacaj prekomjerne ekspresije jos istrazuje.

Pojacana ekspresija WT1 proteina u bolesnika s akutnim leukemijama sve je CesSce
predmet istrazivanja u podrucju imunoloskog lijeCenja. Kitawaki T. i sur.*® ispitivali su
primjenu autolognih dendritickih stanica pulsiranih s apoptoti¢nim leukemijskim stanicama na
klinicki ishod u starijih bolesnika s AML. Bolesnici ukljueni u studiju pokazali su
imunoloski odgovor i, izmedu ostalog, razvoj WTT1 specifi¢nih citotoksi¢nih T limfocita.

Za utvrdivanje razine ekspresije gena WTI koriSteni su brojni testovi koji su se
medusobno razlikovali, §to je oteZavalo interpretaciju rezultata.”’>° Stoga je grupa struénjaka,
clanova europske udruge za leukemije engl. European LeukemiaNet (ELN) standardizirala
postojeée testove.”' Za razliku od eksona 1 i 2, eksoni 7 i 9 u genu WTI su vise podlozni
mutacijama S§to potencijalno moze dovesti do lazno negativnih rezultata prilikom
molekularnih analiza ekspresije gena WT1. Stoga je ELN grupa predlozila standardizirani test
analize genske ekspresije gena WTI kojim se obuhvaca analiza eksona 1 i 2. Odabrani test

pokazao se optimalnim za dokazivanje prisustva minimalne ostatne bolesti.’



2. TEMELJNE PRETPOSTAVKE RADA I HIPOTEZA

2.1. Temeljne pretpostavke rada

AML sa znacima mijelodisplazije pripadaju grupi visoko rizi¢nih leukemija.
Morfoloske promjene na stanicama u AML sa znacima mijelodisplazije nisu neovisan
prognosticki faktor, ve¢ ih je potrebno promatrati uz citogeneticke i molekularne promjene.
Viselinijsku displaziju treba uzeti u obzir kao moguci pokazatelj citogenetickih promjena
visokog rizika. Prisustvo FLT3-ITD mutacije u bolesnika s AML povezano je s nepovoljnim
tijekom bolesti, stoga se moze pretpostaviti da ¢e i bolesnici koji imaju novootkrivenu AML
sa znacima mijelodisplazije imati mutaciju FLT3-ITD. Niska razina ekspresije WT1 prisutna
je u normalnoj kostanoj srzi, pojacana ekspresija prisutna je u ve¢ini AML 1 moze korelirati s
prisustvom FLT3-ITD mutacije. S obzirom na pojacanu ekspresiju W11 gena u AML zeljeli
smo istraziti ekspresiju W71 u novootkrivenim AML sa znacima mijelodisplazije i mogucu
povezanost FLT3-ITD mutacijom i citogenetickim abnormalnostima. Istrazivanja na uzorcima
bolesnika koja povezuju morfoloSke (displasticne promjene na stanicama), citogeneticke
(kariotipovi) 1 molekularne (FLT3-ITD 1 WTI) karakteristike bolesnika doprinijele bi boljem
razumjevanju novootkrivenih AML sa znacima mijelodisplazije i utjecale na odluku klini¢ara

o nacinu lijecenja bolesnika.

2.2. Hipoteza

U novootkrivenim akutnim mijeloicnim leukemijama sa znacima mijelodisplazije

citomorfoloske promjene su izrazenije u bolesnika koji imaju nepovoljne promjene kariotipa,

mutaciju FLT3-ITD 1 pojacanu ekspresiju WT1I.
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A

. CILJEVI ISTRAZIVANJA

U novootkrivenim AML sa znacima mijelodisplazije:

Postaviti  kriterij bodovanja morfoloskih promjena stanica granulocitopoeze,
eritrocitopoeze 1 trombocitopoeze.

Usporediti morfoloske promjene stanica sa citogenetickim promjenama.

Odrediti razinu ekspresije W11 gena.

Odrediti ucestalost FLT3-1TD mutacije.

Usporediti razinu ekspresije WT1 gena i1 ucestalost FLT3-ITD mutacije s morfoloskim
promjenama stanica.

Usporediti razinu ekspresije W71 gena i ucestalost FLT3-ITD mutacije s citogenetickim

promjenama.
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4. ISPITANICI, MATERIJALI Il METODE RADA

4.1. Ispitanici

U istrazivanje je ukljuceno 54 bolesnika s dijagnozom novootkivene AML sa
znacima mijelodisplazije u dobi od 18 do 85 godina. Osnovni odabir bolesnika napravljen je
prema morfoloskoj dijagnozi postavljenoj prema kriterijima SZO iz 2008. godine.'® Svi su
klinicki obradeni u Zavodu za hematologiju Klinike za unutarnje bolesti Klinickog bolni¢kog
centra Zagreb, u razdoblju od 2000. do 2010. godine. U istrazivanje su uklju¢eni samo
bolesnici s novootkrivenim AML sa znacima mijelodisplazije (iskljuceni su bolesnici s AML
nastalom iz prethodne mijelodisplazije/mijeloproliferacije te bolesnici s AML povezanom s
terapijom). Svi bolesnici su potpisali suglasnost za medicinske intervencije Klinickog
bolnickog centra Zagreb. Istrazivanje je odobrilo eticko povjerenstvo Klini¢kog bolni¢kog

centra Zagreb i eticko povjerenstvo Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu.

4.1.2. Klinicki i laboratorijski parametri

Klini¢ki 1 laboratorijski parametri obuhvacéeni istrazivanjem su: dob, spol, broj
leukocita i trombocita, vrijednost hematokrita, koncentracija hemoglobina, citoloska analiza
razmaza punktata koStane srzi i1 periferne krvi, mijelogram 1 udio mijeloperoksidaza

pozitivnih blasta u kostanoj srzi.

4.2. Materijali i metode rada

4.2.1. Morfoloska (citoloska) analiza uzoraka

Svim bolesnicima je kod postavljanja dijagnoze ucinjena punkcija prsne kosti ili
prednjeg gornjeg grebena zdjelicne kosti. KosStana srz dobivena aspiracijom stavljena je na
predmetna stakalca i razmazama metodom staklom preko stakla. Zatim je fiksirana suSenjem
na zraku te bojena standardnim bojenjem po May-Grinwald Giemsi (MGG). Pomocu
svjetlosnog mikroskopa na svim je uzorcima napravljen mijelogram koji pokazuje
kvalitativne 1 kvantitativne odnose stanica s jezgrom u razmazima koStane srZi.

Citomorfoloski je analizirana svaka stani¢na loza u koStanoj srzi i bodovale su se morfoloske
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promjene. Kategorizacija displasticnih promjena provedena je prema kriterijima SZO iz
2008. godine'® i one moraju biti vidljive na minimalno 50% stanica dvije ili tri stani¢ne loze.
Za ovo istrazivanje osmisljen je kriterij bodovanja displasti¢nih promjena na zrelim

stanica granulocitopoeze, eritrocitopoeze 1 trombocitopoeze. Displasticne promjene na
stanicnim lozama prikazane su semikvantitativno. Svakoj morfoloSkoj promjeni unutar
stani¢ne loze pridruzen je jedan bod.
Disgranulocitopoeza (slika 3,4,5): hipogranuliranost - 1 bod,

pseudo Pelger-Huét-ova anomalija - 1 bod ,

bizarno segmentirane jezgre - 1 bod
Diseritrocitopoeza (slika 6) : megaloblastoidni oblici - 1 bod

eritroblasti s dvije i1 vise jezgara - 1 bod

pupanje i fragmenti jezgara - 1 bod
Distrombocitopoeza (slika 7,8,9): mikromegakariociti - 1 bod

megakariociti s jednom velikom jezgrom - 1 bod

megakariociti brojnijih odvojenih jezgara - 1 bod
Morfoloske promjene na stanicama granulocitopoeze, eritrocitopoeze i trombocitopoeze mogu
dobiti najvise tri boda po lozi, stoga je zbroj bodova pojedinog bolesnika od 2 do 9. Prema
jacini morfoloskih promjena bolesnici su grupirani u dvije skupine: skupina sa slabije
izrazenim morfoloSkim promjenama (zbroj < 4) i jace izrazenim morfoloskim promjenama

(zbroj > 4).
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Slika 3. Citoloski razmaz aspirata koStane srzi-hipogranulirani mijelocit (A), metamijelocit

(B) i nesegmentirani granulocit (C) (MGG, 1000x)

13



Slika 4. Citoloski razmaz aspirata koStane srZi-pseudo Pelger-Huétova anomalija (A) u
granulocitima (MGG, 1000x)

Slika S. Citoloski razmaz aspirata koStane srZi-bizarno segmentirane jezgre granulocita (A)

(MGG, 1000x)
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Slika 6. Citoloski razmaz aspirata koStane srZi-megaloblastoidni eritroblast (A), eritroblast s

dvije jezgre (B), pupanje jezgara (C) (MGG, 1000x)

Slika 7. Citoloski razmaz aspirata koStane srzi-mikromegakariocit (A) (MGG, 1000x)
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Slika 8. Citoloski razmaz aspirata koStane srzi-megakariocit s odvojenim jezgrama (A)

(MGG, 1000x)

Slika 9. Citoloski razmaz aspirata kostane srzi-mononuklearni megakariocit (A)

(MGG, 1000x)
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4.2.2. Citokemijsko odredivanje mijeloperoksidaza pozitivnih blasta

Mijeloperoksidaza se nalazi u lizosomima stanica granulocitopoeze, gdje iz vodikovog
peroksida oslobada kisik, koji oksidira odredeni supstrat u obojeni kemijski spoj. Razmazi su
se nakon suSenja na zraku fiksirani u formol alkoholu (45 ml 96% alkohola + 5 ml
formalina) 5 minuta. Zatim su isprani teku¢om vodom i inkubirani 5 minuta u peroksidaza
reagensu (etilni alkohol 96% 30 ml, destilirana voda 20 ml, vodikov peroksid 3% 0,1 ml,
benzidin 50 mg). Nakon ispiranja tekuéom vodom 1 inkubacije 10 minuta u 10% otopini
Giemse, razmazi su isprani destiliranom vodom 1 osuSeni na zraku. Pod svjetlosnim
mikroskopom brojenjem se utvrdio broj mijeloperoksidaza (MPO) pozitivnih blasta na 100

blasta u razmazu (slika 10).

Slika 10. MPO pozitivni blasti u razmazu punktata kostane srzi (A) (1000x)
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4.2.3. Citogeneticka analiza uzoraka

Bolesnicima su uzorci koStane srzi i periferne krvi uzeti kod postavljanja dijagnoze
bolesti. U epruvetu s heparin-litijem stavljeno je 2-3 ml koStane srzi i1 istodobno u drugu
epruvetu 5-10 ml periferne krvi. Uzorci su odmah nakon punkcije dostavljeni u citogeneticki
laboratorij kako bi se sacuvale stanice. Analize su napravljene u Klinickoj jedinici za
citogenetiku i FISH dijagnostiku hemato-onkoloskih bolesti Klinickog bolnickog centra
Zagreb. U citogenetickom laboratoriju napravljene su stani¢ne kulture prema protokolima koji
se koriste u citogenetici hematoloskih bolesti.”*>**

Promjene kariotipa (genoma) analizirane su dvjema metodama: klasicnom metodom
GTG-pruganja (Giemsa-Tripsin-Giemsa)”> i metodom fluorescencijske in situ hibridizacije
(engl. Fluorescence In Situ Hybridization, FISH).® Metodom FISH ispitane su slijedeée
komosomske promjene: -7/del(7q), -5/del(5q), +8 1 MLL(11g23). Za interpretaciju promjena
kariotipa koriSten je Medunarodni sustav za klasifikaciju, ISCN 2009 (engl. International
System for Human Cytogenetics). Za vizualizaciju GTG-pruganja i FISH-a koristio se
svjetlosno-fluorescentni mikroskop sa pripadajuc¢im filterima (BX 50, Olympus i AXIOPLAN
2, Carl Zeiss Jena GmbH, Njemacka). U analizi su se koristila dva programa za analizu slike 1
signala, za GTG-pruganje program lkaros (Automatic Karyotyping System, MetaSystems,
Njemacka) te za FISH program Isis (FISH Imaging, MetaSystems, Njemacka).

4.2.3.1. Klasi¢na citogenetika

Tehnike klasi¢ne citogenetike koriste iskljuc¢ivo metafaze za opis promjena kariotipa,
Sto zahtjeva metafaze zadovoljavajuce kvalitete 1 zadovoljavajuceg mitotskog indeksa, tj.
broja. Za identifikaciju promjena u kariotipu (maligni klon) analizirano je 20-25 metafaza
po svakom uzorku kosStane srzi i/ili periferne krvi. Metodom GTG-pruganja dobio se uvid u

morfologiju i kompleksnost promjena kariotipa.>

4.2.3.2. Fluorescencijska in situ hibridizacija

Fluorescencijska in situ hibridizacija molekularna je metoda kojom se identificiraju 1
vizualiziraju specifi¢ni slijedovi DNA i mRNA molekule. Metodom je moguée dokazati
promjene dijelova gena ili pojedinih gena te specificne kromosomske regije pojedinih

kromosoma. Metoda FISH na interfaznim jezgrama (I-FISH) koristila se za pretrazivanje
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poznatih, specificnih promjena genoma u odredenim tipovima AML.
pretrazivanje specificnih promjena, tehnika I-FISH koristila se i u identifikaciji mnogih
drugih promjena genoma. Zbog svoje visoke specificnosti i osjetljivosti (za centromerne,
lokus specifi¢ne, translokacijske probe osjetljivost je 10”) FISH metoda je rutinska metoda u
dijagnosticiranju promjena kariotipa u AML. Za svaki nalaz potrebno je analizirati 300

interfaznih jezgara, ukljucujuci pozitivne i negativne kontrole za svaku pojedinu probu.

4.2.4. Molekularne analize uzoraka

Molekularne analize ucinjene su pomoc¢u lancane reakcije polimerazom (engl.
Polymerase chain reaction, PCR) na uzorcima aspirata stanica koStane srzi rutinski uzetih
bolesnicima prilikom postavljanja dijagnoze. Analize su izvedene u Klinickoj jedinici za
specijalnu 1 molekularnu hematologiju Klinickog zavoda za laboratorijsku dijagnostiku,

Klinickog bolnickog centra Zagreb.

4.2.4.1. Metoda izolacije RNA i postupaka reverzne transkripcije

Ukupnu stani¢nu RNA izolirali smo iz aspirata stanica koStane srzi koriste¢i ruc¢nu
metodu izolacije RNA usvojenu iz rada Chomczynski i Sacchi.”® Ova metoda se zasniva na
lizi stanica, denaturaciji proteina i inhibiciji ribonukleaza (RNA-za) uz ekstrakciju RNA. U tu
svrhu koriste se reagensi guanidin izotiocijanat koji snazno denaturira proteine i inhibira
RNA-ze te vodena otopina fenola i kloroforma za denaturaciju proteina i ekstrakciju RNA.
MijeSanjem fenola i kloroforma RNA prelazi u vodenu fazu koja se nakon centrifugiranja
izdvaja u novu mikroepruvetu. Iz vodene faze RNA se talozi pomocu alkohola. IstaloZena i
osuSena RNA otapa se u vodi bez RNA-za (voda tretirana dietilpirokarbonatom) te zamrzava
na -70°C do daljnje upotrebe.

Prijepis RNA u komplementarnu DNA (cDNA) napravljen je pomocu komercijalno
dostupnog seta za prepisivanje High capacity cDNA reverse transcription kit, Applied
Biosystems, SAD. Prepisivanje (reverzna transkripcija) ukljucuje upotrebu 10 pL vodene
otopine RNA (ukupno 2 pg RNA) i smjese za reverznu transkripciju sacinjene od 2 pL
pufera za transkripciju, 0,8 pL smjese nukleotida, 2 pL specificnih pocetnica, 1 pL enzima
Multiscribe reverzne transkriptaze te 1 pL enzima inhibitora RNA-za. Reakcija reverzne

transkripcije zapoc€inje temperaturom 25° C na 10 minuta, potom se temperatura podize na 37°
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C tijekom 120 minuta nakon Cega slijedi 5 minuta na 85° C. Reakcija zavrSava spustanjem

temperature na 4° C te se nastala cDNA moze pohraniti na toj temperaturi kroz krace vrijeme.

4.2.4.2. Analiza ekspresije WTI gena

Analiza ekspresije WT1 1 ABL gena izvedena je pomocu komercijalnog seta WTI
ProfileQuant® Kit, Ipsogen, Francuska (kataloski broj PQPP-02-CE) koji sadrzi specificne
pocetnice 1 specificne fluorescentno obiljezene sonde te standarde za oba gena zajedno sa
setom FastStart DNA MasterPLUS HybProbe, Roche, Njemacka (kataloski broj
03515575001) koji sadrzi enzim, nukleotide, pufer i odgovaraju¢u koncentraciju magnezija.

(tablica 1).

Tablica 1. Prikaz pripreme smjese za PCR za WT1 1 ABL gen.

Smjesa za PCR za WTI gen Smjesa za PCR za ABL gen

FastStart DNA Master PLUS HybProbe 4 puL | FastStart DNA Master PLUS HybProbe 4 uL
Primer&probe WT1 0.8 uL | Primer&probe ABL 0.8 uL
Dest. H,O 10.2 uL | Dest. H,O 10.2 puL
UKUPNO 15 uL. | UKUPNO 15 pL

Analiza je izvedena prema uputama proizvodaca lan¢anom reakcijom polimerazom u
stvarnom vremenu (engl. Real-time polymerase chain reaction) tehnologijom TagMan332 na
analizatoru LightCycler v2.0 (LightCycler, Roche, Njemacka).

Za umnazanje ¢cDNA pomocu lanCane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu
koriStene su hidroliziraju¢e fluorescentne sonde specifi¢ne za W71 odnosno ABL gen te je sa
svakim ciklusom umnaZanja izmjerena fluorescencija proporcionalna koli¢ini nastalog
produkta. Program za umnazanje W71 i1 ABL gena na instrumentu LightCycler zapocet je sa
zagrijavanjem PCR reakcijske smjese te Sul. uzorka ¢cDNA na 95° C tijekom 10 minuta.
Nakon toga uslijedilo je 45 ciklusa umnazanja pri temperaturi od 95° C tijekom 10 sekundi, a
potom hladenje na 60° C tijekom 1 minute. PCR reakcija zavrSena je spusStanjem temperature
na 45° C tijekom 1 minute.

Kako bi se dobio tocan broj prijepisa kucepaziteljskog gena ABL u uzorku,
napravljena je standardna krivulja za koju su koriStena 3 razli¢ita standarda s to¢no odredenim

brojem prijepisa gena (1000, 10000 i 100 000 prijepisa gena ABL). Za tocan broj prijepisa
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WTI gena u uzorku napravljena je standardna krivulja s 5 razli¢itih standarda s tocno
odredenim brojem prijepisa gena (10, 100, 1000, 100 000 i 1 000 000 prijepisa WTI gena).
Svi uzorci analizirani su u triplikatu za broj prijepisa W71 i ABL gena i izraCunat je omjer
broja prijepisa na nagin WT1/10*4BL. Cilloni i sur. u svojem su istraZivanju odredili gornju

granicu ekspresije WTI, koja u stanicama kosStane srzi zdravih davatelja iznosi 250 kopija
WT1/10*4BL.”" (slika 11, 12, 13).

Standard Curve

324
E
B a0-
Error; 0.0450 S
Efficiency: 1,925 7§
=
LR
T T 1
3 4 3
Log Concentration

Slika 11. Standardna krivulja napravljena pomocu 3 standarda za ABL gen. Vrijednosti

standarda izraZene su kao logaritam izmjerenog broja kopija gena.
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Slika 12. Standardna krivulja napravljena pomocu 5 standarda za WTI gen. Vrijednosti

standarda izrazene su kao logaritam izmjerenog broja kopija gena.
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Amplification Curves
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Slika 13. Reakcijske krivulje umnaZzanja uzoraka i standarda metodom lan¢ane polimeraze u

stvarnom vremenu.

4.2.4.3. Dokazivanje mutacije FLT3-1TD

U svim uzorcima analizirano je postojanje ITD duplikacije u genu za FLT3 pomocu
PCR reakcije prema Nakao i sur.”” UmnaZanje je izvedeno u instrumentu GeneAmp 2700
(Applied Biosytems, SAD). Za umnazanje su koristene pocetnice sekvenci FLT3 F 5'- CAA
TTT AGG TAT GAA AGC C-3'i FLT3 R 5'- CAA ACT CTA AAT TTT CTC T -3". (tablica
2). U PCR smyjesu izradenu prema protokolu na kraju je kao uzorak dodano 5 pL prethodno
pripravljene cDNA. Program umnazanja sastojao se od 10 minuta na 95° C (aktivacija
AmpliTaq Gold DNA polimeraze), 35 PCR ciklusa (30 sekundi na 94° C, 30 sekundi na 55 °

C, 1 minutu na 72° C), 10 minuta na 72° C i pohrana na 4° C.

Tablica 2. Prikaz pripreme smjese za PCR analizu FLT3-ITD mutacije.

PCR smjesa za FLT3-1TD

10 x PCR pufer I 5uL
25 mM MgCl, 10 uL
Nukleotidi 4x1 L
Primer FLT3F (1:10) 1,5 uL
Primer FLT3R (1:10) 1,5 uL
AmpliTaq GOLD DNA 0,25 uL
polimeraza

Dest.H,O 22,75 uL
UKUPNO 45 pL
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UmnoZzeni ulomci razdvojeni su elektroforezom (1 sat na 80 V u IxTBE puferu) na
2%-tnom agaroznom gelu uz upotrebu etidij bromida kako bi se razdvojeni ulomci vidjeli pod
ultraljubicastim svijetlom. Uz uzorke, na gel se nanio i molekularni biljeg sa ljestvicom po
100 parova baza. Nakon elektroforetskog razdvajanja, umnozeni produkti su vizualizirani
fotografiranjem gela pod ultraljubicastim svijetlom. Ukoliko je uzorak imao samo kontrolnu
vrpcu (136 pb), smatralo se da predstavlja divlji tip gena bez prisustva mutacije (engl.wild
type; wt). Ukoliko u uzorku nije postojala kontrolna vrpca, a postojao je ulomak veéi od 136
pb smatralo se da ona ukazuje na prisustvo ITD duplikacije, ali ne i wt (-/ITD). U slucaju da
je bila prisutna kontrolna vrpca od 136 pb i1 ulomak ili ulomci veci od 136 pb smatralo se da ju

u takvom uzorku bila prisutna ITD duplikacija (wt/ITD). (slika 14).

Slika 14. Primjer PCR analize FLT3-ITD (reprezentativna elektroforeza na agaroza gelu);

stupci 1, 2 1 3 — wt; stupac 4 wt/ITD; stupac M-biljeg molekularne mase za odredivanje
veli¢ine ulomaka - ljestvica po 100 parova baza; stupci 51 6 -/ITD; stupci 7 1 8 wt; stupac 9

wt/ITD (pozitivna kontrola) i stupac 10 slijepa proba).

23



4.3. Statisticka obrada podataka

U istrazivanju su koriStene deskriptivne statisticke metode za prikaz sredine
distribucije brojcanih podataka (aritmeticka sredina i medijan) te standardna devijacija i
raspon za prikaz varijabilnosti podataka. S obzirom na navedenu veli¢inu uzorka (N=54)
razlike u distribuciji kategorijskih varijabli testirane su Fisherovim egzaktnim testom, a
kvantitativnih Mann-Whitneyevim U testom. Rezultati su tumaceni uz najvisu prihvatljivu
razinu znacajnosti p < 0,05.

Podaci su obradeni statistickim programom SPSS (version 14.0, SPSS, Chicago, SAD).
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5. REZULTATI

5.1. Znacajke ispitanika

U ovo istrazivanje ukljuceno je 54 bolesnika s novootkrivenom akutnom leukemijom

sa znacima mijelodisplazije, 24 Zene 1 30 muSkaraca. Medijan dobi bolesnika je 55 godina.

Klini¢ke znacajke navedene su u tablici 3.

Tablica 3. Klinicke znacajke bolesnika s novootkrivenom AML sa znacima mijelodisplazije

Znacajke Min Max Aritme:tiéka Stanfi.arfi.na Medijan
sredina devijacija
dio blast
udio blasta 0,20 0,81 035 +0,15 030
(0-1)
MPO+ blasti
O blasti 0,02 0,90 0,33 +0,31 0,20
(0-1)
Leukociti x 10% L 0.7 127.8 213 263 4.8
Trombociti x 10%/ L 8 1307 115 +189 64
Hemoglobin g/L 54 108 86,60 +12,11 87
Hematokrit L/L 0,169 0,351 0,257 +0,04 0,265
Dob 18 85 54 +17,00 55
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5.2. Morfoloski kriterij bodovanja displasticnih promjena stanica u bolesnika s

novootkrivenim AML sa znacima mijelodisplazije

Za ovo istrazivanje osmisljeno je i uvedeno bodovanje morfoloskih (displasti¢nih)
promjena na zrelim stanicama granulocitopoeze, eritrocitopoeze 1 trombocitopoeze. Svakoj
displasti¢noj promjeni stanica pridruzen je jedan bod. Kriterij bodovanja koriSten u ovom radu

prikazan je u tablicama 4a, 4b. i 4c.

Tablica 4a. Displasticne promjene stanica granulocitopoeze

Displasti¢na promjena Bodovi
hipogranuliranost 1
pseudo Pelger-Huét 1
bizarno segmentirane jezgre granulocita 1
Ukupno 3

Tablica 4b. Displasticne promjene stanica eritrocitopoeze

Displasti¢na promjena Bodovi
megaloblastoidni oblici eritroblasta 1
eritroblasti s > 2 jezgara 1
pupanje i fragmenti jezgara 1
Ukupno 3

Tablica 4c¢. Displasticne promjene stanica trombocitopoeze

Displasti¢na promjena Bodovi
mikromegakariociti 1
mononuklearni megakariociti 1
megakariociti odvojenih jezgara 1
Ukupno 3
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U ovom istraZivanju bolesnici su grupirani s obzirom na broj bodovanih morfoloskih
promjena u dvije grupe: s < 4 boda i > 4 boda. Bolesnici sa slabije izrazenim morfoloskim
promjenama ¢ine 81% svih bolesnika i imaju < 4 boda. Svega 19% bolesnika ima > 4 boda i
pripada skupini s jace izrazenim morfoloSkim promjenama.

Displasti¢ne promjene na dvije stani¢ne loze ima 70% bolesnika, dok displasti¢ne
promjene na tri stani¢ne loze ima 30% bolesnika. Bolesnici s promjenama na dvije stani¢ne
loze imaju raspon bodova od 2 do 4, dok bolesnici s promjenama na tri stani¢ne loze imaju
raspon bodova od 3-7. Maksimalan broj bodova (9 bodova), tj. sve tri morfoloske promjene
na sve tri loze, nema niti jedan bolesnik. Prikazi koStane srzi bolesnika s AML sa znacima

mijelodiplazije (slike 15a,15b,16a,16b,17a,17b).

e é ¢
Slika 15a. Kostana srz bolesnika l-dlserltromtopoeza (megaloblastodni polikromatofilni

eritroblast (A)) 1 disgranulocitopoeza (granulocit s bizarnom jezgrom (B))

Slika 15b. Kostana srz bolesnika 1-diseritrocitopoeza (eritroblasti s dvije (A) 1 viSe jezgara

(B)
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Slika 16b. Kostana srz bolesnika 2-distrombocitopoeza (mononuklearni megakariociti (A))
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Slika 17a. KoStana srz bolesnika 3-disgranulocitopoeza (hipogranulirani prijelazni oblici

granulocitopoeze (A))

A

Slika 17b. Kostana srz bolesnika 3-disgranulocitopoeza (hipogranulirani prijelazni oblici

granulocitopoeze (A)) i distrombocitopoeza (megakariocit odvojenih jezgara (B))
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5.3. Promjene kariotipa u bolesnika s novootkrivenim AML sa znacima mijelodisplazije

Klasi¢na citogeneticka analiza ucinjena je u 52/54 bolesnika. Analiza nije uspjela u

uzorcima dva bolesnika. Uredan kariotip ima 27 bolesnika (52%), a 25 (48%) bolesnika ima

citogeneticke promjene.

S obzirom na prognosticki znacaj analiziranih kariotipova, 38 bolesnika (73%) ima

tzv. intermedijarne promjene, dok 14 bolesnika (27%) ima nepovoljne promjene kariotipa

(tablica 5).

Analiza promjena metodom FISH ucinjena je takoder u 52/54 bolesnika, kod dva

bolesnika analiza nije uspjela. Svim bolesnicima analizirane su komosomske promjene

del(7q)/-7, del(5q)/-5, +8 i MLL(11q23).

Tablica 5. Usporedba izrazaja morfoloskih promjena stanica s promjenama kariotipa

Morfoloske promjene

Klasi¢na citogenetika FISH
disg* | dise* | dist*
bolesnik 1 2 2 2 46,xy
bolesnik 2 2 2 46,xx,add(9p)
bolesnik 3 2 3 2 46,xx
bolesnik 4 1 1 1 47 ,xy,inv(16),+12/46,xy
bolesnik 5 1 1 46,xx
bolesnik 6 1 1 46,xx
bolesnik 7 1 1 46,xy
bolesnik 8 1 1 46,xy,add(11p15)/46, xy
bolesnik 9 3 2 2 46,xx
bolesnik 10 2 1 46,xx
bolesnik 11 1 3 1 74-83, xy
bolesnik 12 3 1 46,xy
bolesnik 13 2 3 1 46,xx
bolesnik 14 1 1 46,xy
bolesnik 15 1 1 46,xx
bolesnik 16 2 1 47 xx,+8 +8
bolesnik 17 1 3 1 46,xx
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Morfoloske promjene

Klasi¢na citogenetika FISH
disg® | dise** | dist***

bolesnik 18 1 1 46,xy
bolesnik 19 1 2 2 46,xy
bolesnik 20 1 1 1 47 xy,del(5q),-18,+marl +mar2 del(5q)
bolesnik 21 2 2 47 xx,+8 +8
bolesnik 22 1 1 46,xy,der(6q)/46x
bolesnik 23 1 2 46,xx
bolesnik 24 1 1 1 45,xy, der(11q41-ter),-16
bolesnik 25 1 1 47,xx,+17
bolesnik 26 1 1 48,xy,+10,+22
bolesnik 27 1 1 46,xy
bolesnik 28 3 1 46,xy
bolesnik 29 1 1 46,xy
bolesnik 30 1 1 46,xx ,del(5q) del(5q)
bolesnik 31 1 1 46,xx ,del(5q) del(5q)
bolesnik 32 2 1 46,xx ,del(5q),del(7p) del(5q)
bolesnik 33 1 2 46,xy
bolesnik 34 1 1 46,xy,der(12q)/46,xy
bolesnik 35 1 1 47 xx,+8 +8
bolesnik 36 1 2 46,xx
bolesnik 37 1 3 46,xy
bolesnik 38 1 1 2 45 xx,-16
bolesnik 39 1 1 1 46,xy
bolesnik 40 1 1 62-64,xy /46,xy
bolesnik 41 1 2 2 47,xx,+14
bolesnik 42 1 1 2 46,xx
bolesnik 43 1 1 1 46,xx ,del(5q) del(5q)
bolesnik 44 1 2 46,xy,del(5q),del(7q),del(20q) del(5q), del(7q)
bolesnik 45 1 1 46,xy,add(6p),der(10g3.5)
bolesnik 46 2 2 46,xy,del(5q),del(7q),-18,+10 del(5q), del(7q)
bolesnik 47 1 1 45,xy,-7 -7
bolesnik 48 1 2 1 46,xy
bolesnik 49 2 1 46,xx
bolesnik 50 1 2 2 46,xy
bolesnik 51 2 2 45,xy,inv(3q21-q26), -7 -7
bolesnik 52 2 2 2 46,xx

*disg-disgranulocitopoeza; **dise-diseritrocitopoeza; ***dist-distrombocitopoeza
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5.3.1. Povezanost izrazaja morfoloSskih promjena na stanicama sa citogenetickim
promjenama

Analiza povezanosti ulinjena je izmedu grupa bolesnika sa slabije izrazenim
morfoloSkim promjenama (broj bodova < 4) i jaCe izrazenim morfoloskim promjenama (broj
bodova >4) u odnosu na prognosticko znacCenje citogeneticke promjene. Takoder je
analizirana povezanost izmedu grupa bolesnika s displasticnim promjenama na stanicama
dvije stani¢ne loze i tri stani¢ne loze u odnosu na citogeneticke promjene.

Nije nadena povezanost izmedu istrazivanih promjena (tablica 6 1 7).

Tablica 6. Analiza povezanosti izrazaja morfoloSkih promjena stanica sa citogenetiCkim
promjenama

Morfoloske Citogeneticke promjene
promjene Ukupno
(broj bodova) Intermedijarne Nepovoljne
<4 29 13 42
>4 9 1 10
Ukupno 38 14 52

p = 0,254 (Fisherov egzaktni test)

Tablica 7. Analiza povezanosti displazije na

citogenetickim promjenama

dvije stani¢ne loze 1 tri stanicne loze s

Displazijom CitogenetiCke promjene
zahvacene loze Ukupno
Intermedijarne Nepovoljne
Dvije loze 26 10 36
Tri loze 12 4 16
Ukupno 38 14 52

p = 1,00 (Fisherov egzaktni test)
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5.4. Razine ekspresije WTI gena

Molekularne analize ekspresije WT1 gena izvedene su na uzorcima stanica koStane
srzi 48/54 bolesnika. U 6 bolesnika koli¢ina izolirane RNA nije bila dovoljna za analizu
genske ekspresije. Svi uzorci analizirani su u triplikatu za broj prijepisa W11 i ABL gena i
izratunat je omjer broja prijepisa na na¢in WT1/10*4BL.

Ustanovljeno je da je WTI pojacano eksprimiran u 40 (84%) bolesnika. Pojac¢ana
ekspresija WT'I znaéi da takvi bolesnici imaju vise od 250 kopija WT1/10*ABL. Samo 8 (16%)
bolesnika ima manje od 250 kopija WT1/10*4BL (tablica 8). Raspon broja kopija je od 12,9
WT1/10*ABL do 12493,5 WT1/10*ABL sa srednjom vrijedno$éu 3212,2 WT1/10*ABL.

5.4.1. Analiza povezanosti izrazaja morfoloskih promjena na stanicama s ekspresijom
WTI gena

U grupi bolesnika s ja¢im morfoloskim promjenama (broj bodova >4) svi bolesnici
imaju pojacanu ekspresiju WT'1 gena. Ovim istrazivanjem nije dokazana povezanost jacine
morfoloSkih promjena s razinom ekspresije W71 gena. Nadena je povezanost displasticnih
promjena na tri staniéne loze s razinom ekspresije >250 kopija WT1/10*4BL (tablica 8,9).
Nije bilo razlike u broju kopija WT1 gena izmedu skupine bolesnika sa slabijim i ja¢im
mofoloSkim promjenama (medijan 2404,75, raspon 12,87-12493,5 naprema medijan 3860,02,
raspon 377,841-8816,79; p=0,636; izracunato Mann-Whitneyevim U testom).

Tablica 8. Analiza povezanosti izrazenosti morfoloskih promjena na stanicama s ekspresijom

WTI gena

Morfoloske Ekspresija WT1
promjene Ukupno
(broj bodova) =230 kopija >250kopija
WTI/10°ABL WTI/10°ABL
<4 8 30 38
>4 0 10 10
Ukupno 8 40 48

p = 0,177 (Fisherov egzaktni test)
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Tablica 9. Analiza povezanosti displazije na dvije stani¢ne loze i

ekspresijom WT1 gena

tri stani¢ne loze s

. . Ekspresija WT1
Displazijom
. Ukupno
zahvacene loze <250 kopija >250kopija
WTI/10°ABL WTI/10°ABL

Dvije loze 8 24 32
Tri loze 0 16 16
Ukupno 8 40 48

p = 0,039 (Fisherov egzaktni test)

5.5. Ucestalost mutacije FLT3-ITD

Ucestalost FLT3-ITD mutacije analizirali smo na uzorcima 52/54 bolesnika. Kod 2

bolesnika nije bilo dovoljno uzorka za analizu mutacije. FL73-ITD mutacija dokazana jeu 7

bolesnika. (slika 18).

Slika 18. Rezultati PCR analize uzoraka bolesnika s mutacijom FLT3-ITD i bez mutacije (wt)
(reprezentativna elektroforeza na agaroznom gelu); stupci 1, 2 1 3-wt; stupac 4 wt/ITD;

stupac M-biljeg molekularne mase za odredivanje veli¢ine ulomaka- ljestvica po 100 parova
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baza; stupac 5 wt/ITD; stupac 6 wt; stupac 7 wt/ITD, stupac 8 wt; stupac 9 wt/ITD (pozitivna
kontrola) i stupac 10 slijepa proba.
5.5.1. Analiza povezanosti izraZaja morfoloSkih promjena na stanicama s mutacijom

FLT3-ITD

U grupi bolesnika sa slabije izrazenim morfoloskim promjenama (broj bodova < 4)
pet bolesnika ima FLT3-ITD mutaciju, a u grupi s jace izraZenim morfoloSkim promjenama
(broj bodova > 4) samo dva bolesnika.

Mutacija je dokazana u 7/52 (13%) bolesnika. Ovim istrazivanjem nije dokazana
povezanost jaCine morfoloskih promjena s FLT3-ITD mutacijom, kao ni povezanost
displasticnih promjena na dvije stani¢ne loze i displasti¢nih promjena na tri stani¢ne loze s

FLT3-ITD mutacijom ( tablice 10,11).

Tablica 10. Analiza povezanosti jaCine izrazaja morfoloskih promjena na stanicama s

mutacijom FLT3-1TD

Morfoloske Mutacija FLT3-ITD
promjene Ukupno
(broj bodova) ITD* _—
<4 5 37 42
>4 2 8 10
Ukupno 7 45 52

* ITD (engl. internal tandem duplication)
** wt (engl. wild type)

p = 0,608 (Fisherov egzaktni test)
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Tablica 11. Analiza povezanosti displazije na dvije stani¢ne loze i tri stani¢ne loze s FLT3-

ITD mutacijom

Mutacija FLT3-1TD

Dlspl'azqom WA
zahvacene loze
ITD* wWt**
Dvije loze 5 31 36
Tri loze 2 14 16
Ukupno 7 45 52

* ITD (engl. internal tandem duplication)

** wt (engl. wild type)

p = 1,000 (Fisherov egzaktni test)

5.6. Analiza povezanosti ekspresije WTI gena s citogenetickim promjenama

Od ukupno 54 bolesnika, 47 bolesnika ima analiziranu i ekspresiju W71 gena i kariotip

(tablica 12). Ovim istrazivanjem nije utvrdena povezanost ekspresije W7 gena 1

citogenetickih promjena.

Tablica 12. Analiza povezanosti ekspresije WT'1 gena s citogenetiCkim promjenama

Citogeneticke Ekspresija WT1
. Ukupno
promjene <250 kopija >250kopija
WTI1/10°4BL WTI1/10°4BL
Intermedijarne 6 30 36
Nepovoljne 2 9 11
Ukupno 8 39 47

p = 1,000 (Fisherov egzaktni test)
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5.7. Analiza povezanosti mutacije FLT3-ITD s citogenetickim promjenama

Mutaciju FLT3-ITD gena i kariotip ima analizirano 50 bolesnika od ukupno 54.
(tablica 13). Ovim istrazivanjem nije utvrdena povezanost citogenetickih promjena s

mutacijom FLT3-ITD.

Tablica 13. Analiza povezanosti mutacije FLT3-ITD s citogenetickim promjenama

Citogenetitke Mutacija FLT3-ITD
. Ukupno
promjene
ITD* Wt
Intermedijarne 7 31 38
Nepovoljne 0 12 12
Ukupno 7 43 50

* ITD (engl. internal tandem duplication)
** wt (engl. wild type)

p = 0,174 (Fisherov egzaktni test)
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5.8. Analiza povezanosti mutacije FLT3-1TD s ekspresijom WTI

Mutacija FLT3-ITD gena analizirana je u 52/54, a ekspresija WT1 u 48/54 bolesnika.
Analiziranu FLT3-ITD mutaciju i ekspresiju WT'1 ima 48 bolesnika. Svi bolesnici koji imaju
dokazanu FLT3-ITD imaju i pojacanu ekspresiju WT1, ali bez statisticke znacajnosti (tablica
14). Nije bilo razlike u broju kopija WTI izmedu bolesnika s i bez FLT3-ITD mutacija
(medijan 3963,13, raspon 1803,29-5811,142 naprema medijan 237,6, raspon 12,87-12493,5;

p=0,178; izraCunato Mann-Whitneyevim U testom).

Tablica 14. Analiza povezanosti mutacije FLT3-ITD s ekspresijom WT1

FLT3-ITD Ekspresija WT1
. Ukupno
mutacija <250 kopija >250kopija
WTI1/10*ABL WT1/10*ABL
ITD* 0 7 7
Wt 8 33 41
Ukupno 8 40 48

* ITD (engl. internal tandem duplication)

** wt (engl. wild type)

p=0,583 (Fisherov egzaktni test)
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6. RASPRAVA

6.1. Osvrt na Kriterije odabira bolesnika i njihove bioloSke znacajke

SZO je u grupu akutnih mijeloi¢nih leukemija s promjenama povezanim s
mijelodisplazijom  uvrstila AML  nastale iz  prethodne mijelodisplazije ili
mijelodisplazije/mijeloproliferacije, zatim AML sa citogenetiCkim  promjenama
karakteristicnim za mijelodisplazije i grupu novootkrivenih AML sa morfoloSkim znacima
viselinijske displazije.'®®*®" AML s promjenama povezanim s mijelodisplazijom (sve tri
podgrupe) prema podacima iz literature &ine 24-35% svih akutnih mijeloi¢nih leukemija.'®"’
U literaturi se ne nalaze podaci koliki je udio novootkriventh AML sa znacima
mijelodisplazije (viSelinijskom displazijom) unutar cijele grupe akutnih mijeloi¢nih leukemija
s promjenama povezanim s mijelodisplazijom.

U ovo istrazivanje ukljuc¢eno je 54 bolesnika koji su kod postavljanja dijagnoze imali
citomorfoloske kriterije za akutnu mijeloi¢nu leukemiju sa znacima mijelodisplazije. Niti
jedan bolesnik nije imao anamnesticke podatke o prethodno prisutnoj mijelodisplasti¢noj ili
mijeloproliferativnoj neoplazmi, niti je lijeen citotoksi¢cnom kemoterapijom ili radijacijom
zbog druge zlo¢udne ili nezlo¢udne bolesti. Ovo istrazivanje obuhvatilo je desetogodiSnji
period u kojem je relativno mali broj bolesnika zadovoljio prethodno postavljene kriterije za
dijagnozu novootkivene AML sa znacima mijelodisplazije. Prema SZO, AML s promjenama
povezanim s mijelodisplazijom pretezno se javljaju u starijih bolesnika.'® U ovom istraZivanju
prosje¢na dob bolesnika je 54 godine, 59% bolesnika je mlade od Sezdeset godina. Wandt i
sur.’’ su na uzorku od 1766 bolesnika pokazali da AML s viselinijskom displazijom nisu
¢eS¢e u starijoj dobi. SZO ne navodi podatke o zastupljenosti spolova u grupi AML sa
znacima mijelodisplazije. Omjer oboljelih muskaraca u odnosu na zene u ovoj istrazivanoj
skupini je 1,5:1.

Pomicanjem granice broja blasta entitet refraktorne anemije s viskom blasta u
transformaciji se gubi, odnosno postaje dio skupine akutnih mijeloi¢nih leukemija s
promjenama povezanim s mijelodisplazijom.®*** S obzirom na udio blasta u kostanoj srzi,
omjer bolesnika s 20-30% blasta 1 viSe od 30% blasta u ovom istraZzivanju je 1:1. Polovica
bolesnika u ovom istrazivanju zadovoljava kriterije nekadasnje RAEB-t, stoga je vrlo
interesantno pitanje koje su postavili eminentni stru¢njaci Gale i Bennet: "Jesu li
mijelodisplasti¢ni sindrom i akutna leukemija jedna bolest?"® Arber i sur. su pokazali da

nema razlike u prezivljenju izmedu grupe bolesnika koji imaju AML s manjim brojem blasta
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(20-30%) 1 onih s ve¢im brojem blasta (>30%). Smatraju da se AML s viSelinijskom
displazijom ponasaju na sli¢an nacin bez obzira jesu se razvile iz prethodne mijelodisplazije

ili su nastale de novo.*°

6.2. Osvrt na kriterij bodovanja morfoloskih promjena stanica u novootkrivenim

akutnim leukemijama sa znacima mijelodisplazije

Citomorfologija potpomognuta citokemijskim reakcijama i1 danas je temelj svake
dijagnoze akutne leukemije. Dijagnoza jedne velike grupe akutnih leukemija unutar
klasifikacije SZO, a to su akutne leukemije koje nisu drugdje uvrstene, postavlja se na osnovu
morfologije.'* Danas vaZeéa klasifikacija SZO je mjesavina biologkih i morfologkih obiljeZja
akutnih leukemija. Kontrolirana klinicka i morfoloska istrazivanja su potrebna, jer se pomocu
njih utvrduje klinicka znacajnost razliCitih kategorija akutnih leukemija unutar SZO
klasifikacije. PrijaSnjih godina u svijetu je napravljeno vise studija koje su pokusale ocijeniti
vaznost displasti¢nih promjena na stani¢nim lozama u AML®**" Goasguen i sur.®® su
pokazali da je prisustvo disgranulocitopoeze povezano sa smanjenom moguénoS¢u postizanja
kompletne remisije u bolesnika s AML. Tamura i sur.”’ povezuju viselinijsku displaziju s
kra¢im periodom bez znakova bolesti. Svi ovi autori su analizirali displastiéne promjene na
zrelim hematopoetskim stanica u akutnima mijeloi¢nim leukemijama dok je jo$ bila vazeca
FAB klasifikacija unutar koje nije postojala grupa AML sa znacima mijelodisplazije.

Uvodenje kategorije AML s promjenama povezanim s mijelodisplazijom u SZO
klasifikaciju akutnih leukemija izazvalo je poteskoce u postavljanju citomorfoloske dijagnoze
unutar te grupe leukemija. Stoga je ekspertna grupa SZO predlozila da citomorfoloski
potvrdena viSelinijska displazija bude glavna karakteristika na osnovu koje se daje dijagnoza
AML sa znacima mijelodisplazije u bolesnika koji je prezentiraju kao novootkivena akutna
leukemija.'>

Za ovo istrazivanje osmiSljen je 1 uspostavljen kriterij bodovanja morfoloskih
(displasti¢nih) promjena na stanicama granulocitopoeze, eritrocitopoeze 1 trombocitopoeze.
Bodovanjem se pokuSalo kvalitativne displasti¢éne promjene na stanicama broj¢ano prikaziti 1
zbrojem bodova preciznije utvrditi jainu morfoloskih promjena na stanicama s ciljem

unapredivanja citomorfoloske dijagnostike novootkrivenih AML sa znacima mijelodisplazije.
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6.3. Povezanost morfoloskih promjena na stanicama sa citogenetickim promjenama

Morfoloske karakteristike mogu u visokom postotku predvidjeti citogeneticke
abnormalnosti kao $to je to pokazano u slucajevima akutne promijelocitne leukemije i akutne
mijelomonocitne leukemije sa abnormalnim eozinofilima.”””' U mnogim slutajevima akutnih
leukemija nije vidljiva povezanost izmedu morfoloskih karakteristika i citogenetickih
promjena. Prema dosadaS$njim saznanjima citogenetiCke promjene smatraju se najjacim
prognosticnim faktorom za predvidanje kompletne remisije 1 prezivljenja u bolesnika s
akutnom leukemijom.”” Prema SZO viselinijsku displaziju treba uzeti u obzir kao moguéi
pokazatelj citogenetickih promjena visokog rizika. AML s promjenama povezanim s
mijelodisplazijom u viSe razli¢itih studija povezuju s nepovoljnim citogenetickim
promjenama (abnormalnostima kromosoma 7 i kompleksnim kariotipovima).'*!

U ovom istraZivanju svega 27% bolesnika ima nepovoljne citogeneticke promjene, Sto
se ne uklapa u podatke SZO. Nepovezanost displasticnih promjena na zrelim stanicama
hematopoeze s citogenetickim nepovoljnim promjenama nije iznenadujuca. Vecina autora
koja je analizirala i dokazala povezanost viselinijske displazije s citogeneticki nepovoljnim
promjenama u svoje je istrazivanje ukljucila bolesnike s AML koje su se razvile iz prethodne
mijelodisplazije i/ili mijeloproliferacije kao i bolesnike s novootkrivenom AML sa znacima
mijelodisplazije (videlinijskom displazijom).>’ Miesner i sur.?’ su pokazali da je viselinijska
displazija povezana s citogenetickim abnormalnostima vezanim uz mijelodisplaziju, kao i s
prethodno dijagnosticiranom mijelodisplazijom/mijeloproliferacijom. Oni su takoder
usporedili bolesnike s AML sa znacima mijelodisplazije kod kojih je dijagnoza postavljena
isklju¢ivo na osnovu morfoloskih kriterija s AML koje nisu drugacije klasificirane. Pokazali
su da nema znacajne razlike u bioloSkom profilu 1 klinickom ishodu izmedu tih grupa. Na
temelju svojih rezultata predlozili su da u grupu AML s promjenama povezanim s
mijelodisplazijom udu samo AML koji su se razvile iz prethodne mijelodisplazije
/mijeloproliferacije 1 AML koje 1imaju citogeneticke promjene povezane s
mijelodisplazijom.*’

U naSem istrazivanju nije nadena povezanost izmedu bolesnika s jaCe izrazenim
displasticnim promjenama (broj bodova >4) 1 nepovoljnim kariotipovima. Bodovanje
displasticnih promjena koje je osmisljeno za ovo istrazivanje nije se pokazalo dobrim
prediktorom citogenetickih abnormalnosti. Rezultati bi mozda bili drugaciji da su u studiju
ukljuCeni 1 bolesnici koji su imali prethodno dijagnosticiranu mijelodisplaziju 1/ili

mijeloproliferaciju.
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Miyazaki i sur.*® su u svom istraZivanju analizirali citogeneti¢ke promjene u bolesnika
s AML s viselinijskom displazijom. Iz svoje studije iskljucili su one bolesnike koji su prije
dijagnoze akutne leukemije imali mijelodisplaziju ili podatke o kemoterapiji, terapiji
zracenjem ili izlaganje toksicnim reagensima. Pokazali su da su prognosticki povoljni
kariotipovi izuzetno rijetki, u njihovom istraZivanju najces¢i kariotip (45,6%) je bio uredan
kariotip. Nasi rezultati su slicni, 52% bolesnika ima uredan kariotip. Bolesnici s urednim
kariotipom se prema SZO svrstavaju u grupu intermedijarnog rizika. U svom istrazivanju
Miyazaki i sur.*® nisu nasli specifi¢ne citogeneticke promjene koje se mogu povezati s AML s
viselinijskom displazijom Sto je u skladu s rezultatima naSeg istrazivanja. Citogeneticke
promjene koje se povezuju s mijelodisplazijom u nasem istrazivanju dokazane su kod 12
(23%) bolesnika. >

Dobiveni rezultati govore u prilog razmisljanja Miyazaki i sur.’* da se novootkrivene
AML s viselinijskom displazijom bioloski razlikuju od leukemija koje nastaju iz prethodne
mijelodisplazije i sekundarnih leukemija kod kojih se Cesto citomorfoloski vide displasti¢ne
promjene. Moze se pretpostaviti da bolesnici s novootkrivenom AML sa znacima
mijelodisplazije imaju kripticne kromosomske promjene koje nisu vidljive klasicnim
citogenetickim analizama. Bioloski znacaj viSelinijske displazije u AML sa znacima

mijelodisplazije zahtijeva daljnja istraZzivanja na molekularnoj razini.

6.4. Povezanost ekspresije WT1 gena s morfoloSkim i citogenetickim promjenama

U normalnoj kostanoj srzi vrlo niska ekspresija W71 gena prisutna je kod nezrelih
CD34+ stanica hematopoeze, dok se kod zrelih leukocita ona gubi.* IstraZivanja su pokazala
da je WTI gen prekomjerno eksprimiran u mijelodisplaziji te vec¢ini akutnih mijeloi¢nih i
limfoblasti¢nih leukemija, kao i u blasti¢noj krizi kroni¢ne mijeloi¢ne leukemije.*"”
Cinjenica da je eksprimiran u veéini hematoloskih bolesti &ini ga je potencijalnim
molekularnim biljegom maligne hematopoeze. Za predvidanje tijeka bolesti u bolesnika s
akutnom leukemijom vazno je prije samog pocetka lijecenja utvrditi klinicke, citogeneticke i
molekularne karakteristike. Kod bolesnika koji imaju normalan kariotip pojacana ekspresije
WTI gena moZe se iskoristiti kao molekularni biljeg minimalne ostatne bolesti.”'

Vecdina ispitivanih bolesnika ima pojacanu ekspresiju W71 gena (83%) $to je u skladu

s literaturnim podacima.’®”’

Iako dio bolesnika sa slabije izrazenim morfoloskim promjenama
(17%) nema pojacanu ekspresiju WTI gena, a svi bolesnici s jace izrazenim morfoloskim

promjenama imaju, povezanost ja¢ine morfoloskih promjena s jac¢inom ekspresije W71 gena
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nismo dokazali. Medutim dokazali smo povezanost jacine ekspresije W71 gena s brojem loza
zahvacenih displazijom, bolesnici s trilinijskom displazijom imaju jacu ekspresiju W71 gena.
Cilloni i sur.” su pokazali da je poveéana ekspresija WTI u mijelodisplazijama koje
nemaju povecan broj blasta, a to su objasnili moguénos¢u da na ekspresiju W71 gena moze
utjecati tip 1 broj citogenetickih promjena kao i broj citopenija. Opazanje Cilloni i sur. o
moguéem utjecaju broja citopenija na ekspresiju WTI gena mozemo povezati s nasim
zapazanjem o povezanosti broja loza zahvacenih displazijom s ekspresijom WTI gena.
Schmidt i sur.”® su utvrdili povezanost ekspresije WTI gena s citogeneti¢ki nepovoljnim
promjenama, §to mi nismo potvrdili u nasem istrazivanju. Ovi donekle proturje¢ni podaci
sugeriraju da je pojacana ekspresija WTI gena rezultat utjecaja vise razlicitih faktora i da se

ne moze predvidjeti ja¢inom morfoloskih promjena.

6.5. Povezanost FLT3-ITD mutacije s morfoloskim i citogenetickim promjenama

U bolesnika s AML, citogeneticke promjene su jo§ uvijek najvazniji prognosticki
faktor. Kako se u oko 50% bolesnika s AML nalazi uredan kariotip, traZzeni su novi
prognosticki pokazatelji na razini gena. Jedna od najvise istrazivanih molekularnih promjena
u AML u posljednjih petnaestak godina je mutacija FLT3-1TD. Prisustvo FLT3-ITD mutacije
u bolesnika s AML prema veéini studija povezano je s nepovoljnim tijekom bolesti.””*® S
obzirom da se AML s promjenama povezanim s mijelodisplazijom svrstavaju u grupu
akutnih leukemija loSe prognoze, logi¢no je pretpostaviti da ¢e u bolesnika koji imaju
novootkrivenu AML sa znacima mijelodisplazije biti povecana ucestalost FLT3-ITD
mutacije.

U ovom istrazivanju je u samo 13% bolesnika dokazana FLT3-ITD mutacija. Premda
se taj rezultat moze smatrati neoCekivanim, pregledom literature nailazi se na podatke koji
odgovaraju rezultatima nase studije.’’ U naSem istraZivanju nije nadena povezanost izrazaja
morfoloskih promjena na stanicama s mutacijom FL73-ITD. Takoder nije nadena povezanost
displazijom zahvacenih loza s mutacijom FLT3-ITD. Ovaj rezultat ne mozemo usporediti s
rezultatima drugih autora, jer prema dostupnim literaturnim podacima nitko nije bodovao
jacinu morfoloskih promjena u novootkrivenim AML sa znacima mijelodisplazije i analizirao
njihovu povezanost s FLT3-ITD mutacijom.

McCormik i sur.®" su pokazali da u njihovoj grupi AML s promjenama povezanim s
mijelodisplazijom prevladava “divlji” tip FLT3, povezan s razli¢itim, ¢esto nepovoljnim

kariotipovima.!' U naSem istraZivanju niti jedan bolesnik s citogeneti¢ki nepovoljnim
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promjenama nema dokazanu FLT3-ITD mutaciju tj. svi bolesnici kod kojih je mutacija
dokazana imaju intermedijarne citogeneticke promjene. U literaturi se ne nalazi dovoljno
podataka o povezanosti FLT3-ITD mutacije s citogenetickim promjenama u bolesnika s
novootkrivenim AML sa znacima mijelodisplazije. Autori koji su pokazali povezanost
mutacije s citogeneticki nepovoljnim promjenama u svoje su istrazivanje ukljucili sve
podgrupe AML s promjenama povezanim s mijelodisplazijom, stoga njihovi rezultati nisu
usporedivi s rezultatima naSeg istraZivanja.’' Bao i sur.”’ su u svom istraZivanju pokazali da
su bolesnici s FLT3 mutacijom i oni bez mutacije podjednako zastupljeni u grupama s
razliitim citogenetiCckim rizikom, §to moze znaciti da su FLT3 mutacije 1 citogenetiCke

promjene bioloska obiljezja neovisna jedna o drugima.

6.6. Povezanost mutacije FLT3-1TD s ekspresijom WTI gena

Pojedina istrazivanja povezuju pojacanu ekspresiju W7l s FLT3-ITD mutacijom u
bolesnika s AML.* U literaturi se ne nalaze podaci o povezanosti FLT3-ITD mutacije s
ekspresijom WTI u bolesnika s novootkrivenim AML sa znacima mijelodisplazije. Premda
svi bolesnici koji u naSoj studiji imaju dokazanu FLT3-ITD mutaciju imaju i pojacanu
ekspresiju WT1 gena njihova povezanost nema statisticku znacajnost. Ovakav rezultat se
moze objasniti malim brojem bolesnika kod kojih smo dokazali prisutstvo FLT3-ITD

mutacije.

Bioloski znacaj viSelinijske displazije na =zrelim stanicama hematopoeze u
novootkrivenim AML nije razjaSnjen. NasSe istrazivanje je pokazalo da novootkrivne AML sa
znacima mijelodisplazije nemaju karakteristicne strukturne citogeneticke promjene, stoga
mozemo pretpostaviti da su displasticne promjene povezane s kripticnim kromosomskim
abnormalnostima. Mutacijski status 1 prisustvo viSelinijske displazije zahtijevaju daljnja
istrazivanja, posebno u bolesnika koji imaju uredan kariotip. Na osnovu nase studije mozemo
pretpostaviti kao i Miesner i sur.”’ da se novootkrivene AML sa znacima mijelodisplazije
razlikuyju od AML s promjenama povezanim s mijelodisplazijom nastalim iz prethodne

mijelodisplazije i/ ili mijeloproliferacije.
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ZAKLJUCCI:

. U ispitivanoj skupini dokazana je pojacana ekspresija WT1 gena u 83%, odnosno
ucestalost FLT3-1TD mutacije u 13% bolesnika.

. Povezanost morfoloskih promjena stanica s razinom ekspresije W71 gena i prisutnoS¢u
FLT3-ITD mutacije nije dokazana.

. Povezanost nepovoljnih citogenetickih promjena s razinom ekspresije W71 gena i
prisutnos¢u FLT3-ITD mutacije nije dokazana.

. Dokazana je povezanost displasticnih promjena na tri stani¢ne loze s pojacanom
razinom ekspresije WT1I gena.

. Upotrebljeni sustav bodovanja displasticnih morfoloskih promjena nije dobar

prediktor citogenetickih promjena u bolesnika s AML sa znacima mijelodisplazije.
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8. SAZETAK

AML sa znacima mijelodisplazije je akutna leukemija s minimalno 20% blasta u
kostanoj srzi i/ili perifernoj krvi i morfoloskim znacima displazije na dvije ili viSe stani¢nih
loza u kostanoj srzi. Smatra se da su AML sa znacima mijelodisplazije grupa visoko rizi¢nih
leukemija, koje se obi¢no javljaju u starijoj dobi i povezane su sa citogenetickim promjenama
koje imaju loSu prognozu. Molekularne promjene u AML sa znacima mijelodisplazije nisu jo$
dovoljno istrazene. Mutacije FLT3 gena javljaju se u 1/3 bolesnika s AML i otvoreno je
pitanje mogu li one biti povezane s morfoloskim promjenama u AML sa znacima
mijelodisplazije. Prema danaSnjim saznanjima gen WTI se moze ponaSati dvojako, kao
tumor-supresorski gen i kao onkogen. U zdravim stanicama krvi i koStane srzi ekspresija WT'1
je niska. Pojacana ekspresija WTI nadena je u vecini akutnih leukemija, mijelodisplasticnom
sindromu 1 blasticnoj krizi kroni¢ne mijeloi¢ne leukemije. Znacenje ekspresije WTI u
bolesnika s AML jos je uvijek predmet istrazivanja.

Cilj ovog rada bio je postaviti kriterij bodovanja morfoloskih promjena zrelih stanica u
AML sa znacima mijelodisplazije, ispitati povezanost morfoloskih promjena sa
citogenetickim promjenama, utvrditi ucestalost FL73-1TD mutacije 1 ispitati razinu ekspresije
WTI gena u ovoj skupini bolesnika te utvrditi mogucu povezanost razine ekspresije W11 gena
i ucestalosti FLT3-ITD s morfoloskim i citogenetickim promjenama.

U ovom istrazivanju nije nadena povezanost izmedu bolesnika s jace izrazenim
displasticnim promjenama (broj bodova >4) i nepovoljnim kariotipovima. Bodovanje
displasticnih promjena koje je osmiSljeno za ovo istrazivanje nije se pokazalo dobrim
prediktorom citogenetickih abnormalnosti.

Pojacana ekspresija WT' gena nalazi se u 83% bolesnika, nije dokazana povezanost
jacine morfoloskih 1 citogenetickih promjena s razinom ekspresije W71 gena. U bolesnika s
displasticnim promjenama na sve tri loze dokazana je s pojacana ekspresija WT'I gena. FLT3-
ITD mutacija je nadena u svega 13% bolesnika. Nije dokazana povezanost ja¢ine morfoloskih
promjena s FLT3-ITD mutacijom, kao ni povezanost FLT3-ITD mutacije s nepovoljnim
citogenetickim promjenama.

Ovim istrazivanjem nije potvrdena hipoteza da su u novootkrivenim AML sa znacima
mijelodisplazije citomorfoloSke promjene jace u bolesnika koji imaju nepovoljne promjene

kariotipa, FLT3-ITD mutaciju i poja¢anu ekspresiju W71 gena.

Kljuéne rijefi: AML sa znacima mijelodisplazije, citogeneticke promjene, ekspresija

WTI gena, mutacija FLT3-ITD
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9. SUMMARY

Morphologic and cytogenetic alterations, level of WT1 expression, and duplication of
FLT3 gene in de novo acute myeloid leukaemia with myelodysplasia-related changes

Sundica Ries, 2013

AML with myelodysplasia related-changes (AML-MRC) is considered as high-risk
leukaemia. AML-MRC is associated with higher age and unfavorable cytogenetics. FLT3
gene mutations occur in one third of patients with AML. It is unknown weather they are
linked to AML-MRC. The WTI gene can act both as a tumor-suppressor gene and an
oncogene.

The aim of this study was to set scoring criteria for dysgranulocytopoiesis,
dyseryhrocytopoiesis and dysmegakaryocytopoiesis, to compare morphologic alterations
with cytogenetic abnormalities, to asses the expression of W71 and frequency of FLT3-ITD
and relate them to morphologic alterations and cytogenetic abnormalities in patients with
AML-MRC.

No association between severe dysplastic changes and unfavorable karyotypes was
found. Scoring dysplastic changes has not been demonstrated to be a good predictor of
cytogenetic abnormalities. Positive correlation between trilineage dysplasia and
overexpression of WTI gene was found. No relationship was found between severe
morphological alterations and FLT73-ITD mutation or between FLT3-ITD and unfavorable
cytogenetics.

The hypothesis that morphologic alterations in de novo diagnosed AML with
myelodysplasia related-changes are stronger in patients with unfavorable cytogenetics, FLT3-

ITD mutation and overexpression of the W71 gene was not confirmed.

Key words: AML with myelodysplasia-related changes, cytogenetic alterations, WT1 gene
expression, FLT3-ITD mutation
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