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Popis oznaka i kratica

AL
ALL
AML
AML1
ANL
APL
ATRA
CBFb
CD

DIK
DNK
EGIL
ETO
FAB
FISH

GTG
HTLV
I-FISH
Inv (16)
ISCN
KS
LDA
LSI
MLL
MP
m-RNA
MYH11
NSE

PCR

Akutna leukemija

Akutna limfocitna leukemija

Akutna mijeloi¢na leukemija

Gen Acute Myeloid Leukemia 1

Akutna nediferencirana leukemija

Akutna promijelocitna leukemija

Transretinoi¢na kiselina

Subunit b of core binding factor

Razlikovni antigen na povrsini stanice (Cluster of Differentiation —
diferencijacijska skupina antigena)

Diseminirana intravaskularna koagulacija
Deoksiribonukleinska kiselina

European Group for the Immunological Characterization of Leukemias
Gen Eight Twenty One

Francusko-americko-britanska podjela akutnih leukemija
Fluorescence in situ Hybridization — fluorescentna
hibridizacija in situ

G-bands by trypsin using Giemsa

Human T- Leukemia Virus — virus humane T-leukemije
Interfazna fluorescentna hibridizacija in situ

Inverzija kromosoma 16 (strukturna promjena)
International System for Human Cytogenetics

Kostana srz

Leukocitni diferencijacijski antigen

Lokus specifi¢na proba

Mixed-lineage leukemia gene

Mijeloperoksidaza

Glasnicka ribonukleinska kiselina

Myosis Heavy Chain

Nespecificna esteraza

kratki krak kromosoma

Lancana reakcija polimeraze (eng.Polymerase Chain Reaction)



PK Periferna krv

PML Gen Promyelocytic Leukemia

q kratki krak kromosoma

RARA Retinoic Acid Receptor, alfa

RT-PCR Reverzna transkripcija i lanCana reakcija polimeraze

(eng.Reverse Transcription and Polymerase Chain Reaction)
SCIT Severe Combined Imunodeficiency — teski kombinirani deficit

Imunosnog sustava

SE Specificna esteraza
S7.0 Svjetska zdrastvena organizacija (World Health Organisation)
SZS Sredi$nji Ziv€ani sustav

t Translokacija (strukturna promjena)



1. UVOD

Akutne leukemije (AL) su klinicki, morfoloski i genetski heterogena skupina zlo¢udnih
bolesti nastale neoplasticnom transformacijom krvotvornih mati¢nih stanica (1). Ovisno o
podrijetlu stanica leukemije se dijele u dvije skupine: mijeloi¢ne (AML, nelimfocitne) 1
limfocitne (ALL, limfoblasti¢ne), a na temelju klini¢ke slike na akutne i kroni¢ne.

Prvi prikaz slu¢aja AML u medicinskoj literaturi dao je Friedrick (2), a akutne leukemije je
kao posebnu bolest prvi opisao Epstein davne 1889. godine (3,4,5,6,7). Ako se ne lijeci,
bolest zavrSava smrtno zbog nedostatne funkcije krvotvornog sustava unutar 3-6 mjeseci.
Nove definicije kao i razdiobe AML polaze od bioloskih, antigenskih i molekularnih

znacajki leukemijskih stanica (8,9)



1.1. ETIOLOGIJA I PATOGENEZA

Etiologija leukemija zasad nije sasvim jasna ali se zna da su za nastanak leukemije osim
genetskih ¢imbenika vazni i ¢imbenici okolisa (10).

Leukemija nastaje zbog promjena u genomu maticne hematopoetske stanice. Diobom te
stanice nastaje nova populacija stanica koja nosi istovjetne bioloske znacajke tj. nastaje
maligni klon stanica. Nastala populacija stanica ima prednost u rastu i na taj nacin
potiskuje zdravu populaciju stanica. Kada je tako nastala klonalna populacija stanica
dovoljno velika, uzrokuje klini¢ki prepoznatljivu bolest, akutnu leukemiju (11).

Povecana ucestalost akutne leukemije u nekih nasljednih bolesti i u jednojajc¢anih blizanaca
upucuje na postojanje nasljedne predispozicije za nastanak leukemije. Medutim nasljedna
osnova nastanka leukemije u pojedinih obitelji s poviSenom incidencijom nije do danas u
potpunosti objasnjena, jer ne postoji jasan nacin nasljedivanja preosjetljivosti za nastanak
leukemije. Prihvatljiva je teza kako postoji genetska sklonost za nastanak akutne
leukemije, te da ¢e se leukemija pojaviti u onih ljudi s genetskom sklonos¢u u kojih se
zbog djelovanja drugih mogucih Cinitelja prijede odgovarajuéi kriti¢ni prag (11,12). U
tablici 1. predoCene su nasljedne bolesti s poveCanim rizikom za nastanak akutne
leukemije. Akutna leukemija ucestalija je u bolesnika s kongenitalnim bolestima kao §to

su Downov, Bloomov, Klinefelterov, Fankonijev i Wiskott-Aldrichov sindrom (13,14,15).



Tablica 1. Nasljedne i stecene bolesti s povisSenom ucestalos¢u akutnih leukemija

NASLJEDNE BOLESTI | TIP LEUKEMIJE

Downov sindrom
Turnerov sindrom AML , ALL
Neurofibromatoza

Von-Recklinghausen

Bloomov sindrom

Klinefelterov sindrom
Fankoni anemija AML
Kostmanova

agranulocitoza

Ataxia teleangiectasia
Osteogenesis imperfekta ALL
SCID *

*SCID= kombinirani deficit imunoloskog sustava

Ionizacijsko zracenje uzrokuje leukemiju u eksperimentalnih Zivotinja (16). U ljudi postoji
izrazita korelacija izmedu izlaganja zracenju 1 nastanka leukemije (17). Izlaganje
kemijskim tvarima kao Sto su benzen i drugi aromatski ugljikovodici, kao i lijeCenje
alkiliraju¢éim agensima ili drugim citostaticima povecava ucestalost AML (18).
Kombinacija zraCenja i citostatika u lijecenju bolesnika s nekom malignom bolesti
(Hodgkinovom boles¢u) ima kumulativni leukemogeni ucinak (19). Neki virusi mogu
izravno dovesti do zloudne pretvorbe hematopoetskih stanica. Virusi iz porodice
retrovirida, primjerice humani T-leukemija-limfoma virus tip I (HTVL-I), mogu izravno
uzrokovati nastanak akutne leukemije (20). Epstein-Barr virus moze dovesti do nastanka
limfoma (21).

Osnovni patogenetski poremecaj u akutnim leukemijama u nacelu odgovara promjenama

koje karakteriziraju sve maligne bolesti; a to je neprimjeren, nekontroliran rast
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leukemijskih stanica. Stanice leukemije brzo proliferiraju i potiskuju normalne stanice
kosStane srzi. Smanjenje normalnih progenitorskih stanica u kosStanoj srzi (KS) uzrokuje
anemiju, infekcije 1 krvarenja, Sto je i karakteristika ove bolesti. Leukemijske stanice
proliferiraju primarno u kostanoj srzi te cirkuliraju u krvi, ali mogu infiltrirati i druga tkiva
kao Sto su npr. limfni ¢vorovi, slezena, jetra, koza, gingive i sredi$nji ziv€ani sustav (22).

Mehanizam nastanka leukemijske transformacije malo je poznat, ali je sigurno da je
osnova u bazicnim promjenama deoksiribonukleinske kiseline (DNK) koje prenose
maligne karakteristike u transformirane stanice i potomke (23). Promjene u genomu
uzrokuju patoloSku aktivaciju gena tzv. stani¢nih onkogena koji su smjesteni uz brojne
specificne kromosomske strukturne promjene. Radi strukturnih promjena kao $to su npr.
translokacije dogada se ili povecana ekspresija onkogena ili pak dolazi do fuzije dvaju
segmenata dvaju gena, pri ¢emu nastaje novi fuziski gen i1 time novi fuzijski protein.
Ponekad je za nastanak leukemije vazna interakcija najmanje dviju razli¢itih promjena ili

mutacija gena (24).



1.2. INCIDENCIJA

Incidencija akutnih leukemija jest 3 do 6 oboljelih godiSnje na 100 000 stanovnika, a za
AML incidencija je izmedu 0.2 1 9.2 na 100 000 stanovnika (25).

Incidencija akutnih leukemija Cesto je ovisna o dobi kao na primjer u AML koja je
ucestalija u starijoj zivotnoj dobi (45 > god.). Neke leukemije ucestalije su u musSkaraca

nego u zena npr. U AML-je odnos muskog spola prema Zenskom 4.6 / 3.0 (26).

1.3. KLASIFIKACIJA AML

Kriterij za postavljanje dijagnoze akutne leukemije jest nalaz leukemijskih stanica u
kostanoj srzi, u perifernoj krvi (PK) 1 u ekstramedularnim tkivima. Kostana srz obi¢no je
hipercelularna uz infiltraciju leukemijskih blasta i redukciju normalne hematopoeze.
Tradicionalno, podjela leukemija je polazila od morfoloskih znacajki leukemijskih stanica,
tj. koja je stani¢na loza zahvacena, mijeloi¢na ili limfocitna (27,28). Najnovija podjela
ukljucuje sve one klinicke, bioloske i laboratorijske pokazatelje koji uz dijagnozu odreduju
1 prognozu akutne leukemije. Prema smjernicama za klasifikaciju i dijagnozu Svjetske
zdrastvene organizacije iz 2001. i 2008. godine (SZO, eng. WHO, World Health
Organization) podjela akutnih mijeloi¢nih leukemija uz klinicka 1 fenotipska obiljezja
leukemijskih stanica (morfologija, citokemija, imunofenotipizacija, citogenetika 1
molekularna) ukljucuje i prognozu akutne leukemije (29). To je prva podjela leukemija
koja govori o vaznosti promjena u genomu stanice pri postavljanju dijagnoze AML.

Temelj modernog pristupa podjeli AML je upravo obavezno pretrazivanje genoma na
poznate nam specificne promjene koje imaju dijagnosticku, terapijsku ali i prognosticku
vrijednost.

Prema SZO iz 2008.godine AML su podijeljene na 7 skupine (tablica 2.), a odredene su
veli¢inom tumorske mase (od majmanje 20% blasta ili visSe u koStanoj srzi, perifernoj
krvi).

U prvoj skupini su AML-a s ponavljaju¢im (specifi¢nim) citogenetskim promjenama, kao
Sto su AML s translokacijom  t(8;21)(q22;922)/AMLI(CBF-alfa)/ETO,akutna
promijelocitna leukemija s t(15;17)(q22;q11-12)/PML/RAR-alfa i varijantama, AML s
eozinofilijom u kosStanoj srzi inv(16)(p13;q22) ili t(16;16)(p13;q11)/CBF-beta/MYH11.
Akutne mijeloi¢ne leukemije s tim promjenama ubrajaju se u skupinu AML povoljne
prognoze za razliku od AML-e s promjenama lokusa 11q23/MLL (eng. Myeloid Lymphoid

Leukemia or Mixed Lineage Leukemia), promjene lokusa 3q26, te kompleksne promjene
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koje se ubrajaju u prognosticki nepovoljnu skupinu AML-a . U drugoj podskupini su
AML-e sa promjenama pridruZzenim mijelodisplaziji 1 njihova prognoza je losa.
Sekundarne AML, tre¢a podskupina leukemija, obi¢no su posljedica kemoterapije. Taj tip
AML-a ima nepovoljnu prognozu. Cetvrta skupina su AML ne klasificirane drugadije,
zatim skupina mijeloidni sarkom te mijeloidne proliferacije vezane uz Downov sindrom i
sedma skupina AML- blasti¢ne plazmocitoidne neoplazme dendritickih stanica. Udio
blasta u koStanoj srzi ili perifernoj krvi potreban za postavljanje dijagnoze AML iznosi
20% 1ili viSe mijeloblasta i/ili monoblasta/promonocita i/ili megakarioblasta ovisno o AML
tipu . U pojedinih bolesnika kada je nadena specificna promjena u kariotipu udio blasta
moze biti i neSto manji od 20% ali ne manji od 15-18%.

Podjela Svjetske zdrastvene organizacije na neki nacin je moderna nadopuna na klasi¢nu-
staru francusko-americko-britansku citomorfolo-citokemijsku podjelu (FAB eng. Franch-
American-British Classification) akutnih leukemija.

Za rutinsku klasifikaciju akutnih mijeloi¢nih leukemija jo$ uvijek se uz novu podjelu SZO
primjenjuje i FAB - citomorfoloska klasifikacija (tablica 3 1 3a). Zajednic¢ka francusko-
americko-britanska skupina autora podijelila je AML u podtipove ovisno o stupnju
diferencijacije i sazrijevanja leukemijskih stanica (30). Osnovni morfoloski pokazatelj
akutnih leukemija jest stanica tipa blasta koja predstavlja nediferenciranu ili slabo
diferenciranu stanicu krvotvornog tkiva.

Ono §to je vazno naglasiti, a to je da se u rutinskoj dijagnostici dokazuje i/ili iskljucuje
postojanje specificnih promjena genoma u odredenog tipa/podtipa AML. Temeljem
pridruzivanja specifiénih promjena genoma i imunofenotipa klasi¢noj citomorfolosko-
citokemijskoj FAB klasifikaciji napravljena je ,, privremena " poveznica izmedu stare FAB

podjele i nove podjele SZO.



Tablica 2. Podjela akutnih mijeloi¢nih leukemija — SZO

1. AML s ponaviljaju¢im citogenetskim promjenama

AML s t(8;21)(q22;922), (AML1/ETO;RUNX1-RUNX1T1)

Akutna promijelocitna leukemija AML s (15;17)(922;911-12) i varijantama, (PML/RAR-alfa)
AML s eozinofilijom u ko$tanoj srzi inv(16)(p13;922) ili t(16;16)(p13;911), (CBF-beta/MYH11 )
AML s 11923 (MLL) promjenom, (9;11)(p22;923);MLLT3-MLL

AML s t(6;9)(p23;q934);DEK-NUP214

AML s inv(3)(921;926) ili t(3;3)(921;926); RPN1-EVI1

AML s mutacijom NPM1, AML s mutacijom CEBPA

2. AML s znacima mijelodisplazije

AML iz prethodne mijelodisplazije

AML bez prethodne mijelodisplazije

3. AML - sekundarne nakon terapije

Nakon alkilirajucih tvari
Nakon epipodofilotoksina (neke ALL)

Ostale AML

4. AML koje nisu drugdje uvrsStene

AML minimalno diferencirana ( FAB — MO )

AML bez sazrijevanja ( FAB — M1)

AML sa sazrijevanjem ( FAB — M2 )

Akutna mijelomonocitna leukemija ( FAB — M4 )
Akutna monocitna leukemija ( FAB — M5a i M5b )
Akutna eritroidna leukemija ( FAB — M6a i M6b )
Akutna megakariocitna leukemija ( FAB — M7 )
Akutna bazofilna leukemija

Akutna panmijeloza s mijelofibrozom

5. Mijeloi¢éni sarkom
6. Mijeloidne proliferacije u Downovom sindromu

7. Blasti¢na plazmocitoidna neoplazma dendritickih stanica




Tablica 3. MorfoloSka razdioba akutne mijeloi¢ne leukemije-FAB

Reaktivnost na specificha bojanja i markere

Podtip % Morfologija Peroksidaza ili Nespecificna PAS Tipicni proteinski
Sudan black esteraza marker
MO, nediferencirana 3 Primitivne stanice, stanice se ne boje - - - CD34,CD33,CD13
M1, AML bez znakova 20 Vrlo malo azurofilnih granula +/- +/- - CD34,CD33,CD13
sazrijevanja
M2, AML sa znakovima 25 Blasti s promijelocitnim granulama, +++ +/- - CD34,CD33,CD15,
sazrijevanja prisutni Auerovi Stapici CD13
Hipergranularni promijelociti s multiplim
M3, promijelocitna 10 Auerovim Stapi¢ima +++ + +/- CD33,CD13(HLA-DR
Prisustvo monocitoidnih stanica u
M4, akutna mijelomonocitna 20 perifernoj krvi, jedan od podtipova je M4 +/- +++ - CD34,CD33,CD15,
leukemija s eozinofilima CD14,CD13
Identificirana su dva podtipa: (a) bez
M5, akutna monocitna 20 znakova diferencijacije; (b) sa znacima - +++ +/- CD33,CD15,CD14,
leukemija diferencijacije uz 80% promonocita i CD13
monocita
Dominacija eritroblasta i znacajni nalaz
M6, akutna eritroleukemija 5 displasti¢ne eritroidne loze +/- - +++ CD33, glikoforin
Nediferencirani blasti koji reagiraju na
M7, akutna megakariocitna 5 antitrombocitna protutijela te sadrze - +/- ++ CD33, CD41

leukemija

trombocitnu peroksidazu




Tablica 3a. Citomorfoloske, citokemijske, imunofenotipske, citogenetske 1

FAB

AML-MO

AML-M1

AML-M2

AML-M3

AML-M4

AML-M5

AML-M6

AML-M7

molekularne znac¢ajke AML

Citokemija

Negativna

MP(+/-); SE(+/-)

MP(++);SE(++)

MP(+++); SE(+++)

MP(++);SE(+);NSE(++)

MP(-/+),SE(-
),NSE(+++)

MP(-),SE(-),NSE(-)

MP(-),SE(-),NSE(-)

Imunofenotipizacija

CD13,CD33,

CD13, CD33, HLA-DR

CD13,CD33,HLA-
DR,CD34;

CD13,CD33,

CD14, CD13,CD33,
CD11b,HLA-DR

MO1,My4,HLA-DR

Glikoforin A, CD33

CD41a,CD33,CD34,
HLA-DR

Citogenetika

t(10;11)

t(10;11)
trisomija 11
del(5)
del(7)

+8

t(8;21)
t(7;11)
t(6;9)
t(15;17)
t(11;17)
t(5;17)
inv(16)*
t(8;16)**
t(6;9)
t(9;9)
t(7;11)
11923
translokacija

t(3;5)

Molekularne
promjene

CALM-AF10

CALM-AF10
duplikacija
MLL

AML1-ETO
NUP98-HOXA9
DEC-CAN

PML-RARa
PLZF-RARa
NPM-RARa

CBFB-MYH11*
MOZ-CBP**
DEC-CAN
SET-CAN
NUP98-HOXA9
Fuzija MLL s
jednim od
partner gena

NPM-MLF1

MP - mijeloperoksidaza; SE - specifi¢na klor-acetat esteraza; NSE — nespecifi¢na esteraza;
* - javlja se samo u AML-M4eo (akutna mijelomonocitna leukemija s eozinofilijom)
** - javlja se samo u AML-M4 s eritrofagocitozom



1.4. CITOGENETSKE PROMJENE U AML

U humanoj patologiji zabiljezene su razli¢ite kromosomske promjene, koje
mozemo svrstati u nekoliko osnovnih kategorije (31).

Numericke promjene (aberacije) predstavljaju promjenu broja kromosoma tj.
svako odstupanje od normalnog diploidnog (2n) broja kromosoma koji je
karakteristi¢an za odredenu vrstu.

Strukturne kromosomske promjene podrazumjevaju promjenu rasporeda genskog
materijala (lokusa) uzduz krakova kromosoma. Strukturne su promjene
posljedica kromosomskih lomova i greSaka u spajanju odlomljenih segmenata, te
je promjena popracena morfoloSkom promjenom kromosoma. Najcesce
strukturne promjene ukljucuju translokacije kromosoma, pri ¢emu dolazi do
stvaranja fuzijskih gena koji se povezuju s patogenezom leukemijskog bujanja. U
bolesnika sa akutnom leukemijom cCesto se nalaze slozene, kompleksne
kromosomske promjene gdje se opisuje maligni klon sa numerickim i
strukturnim promjenama zajedno (klon s tri i viSe promjena).

Prema usvojenoj standardizaciji, internationalni sistem za klasifikaciju, ISCN
2005, (eng. International System for Human Cytogenetics, ISCN 2005) klon se
definira kada dvije ili viSe stanica imaju viSak istog kromosoma ili isti strukturni
kromosomski poremecaj, odnosno tri ili viSe stanica s manjkom odredenog
kromosoma. Stanice jednog klona, medutim, ne moraju biti citogenetski
homogene, ve¢ se u tijeku bolesti mogu pojaviti dodatne promjene 1 razvoj
supklonova (32,33).

Cinjenica da maligne stanice obiljezava nestabilnost genoma i postupna
akumulacija kromosomskih promjena ukazuje na razli¢itu ulogu kromosomskih
promjena u tijeku razvoja bolesti. Razlikuju se stoga primarne 1 sekundarne
promjene/klonovi. Primarne promjene Cesto se pojavljuju same, prisutne su u
pocetnim stadijima bolesti, te se smatra da imaju vaznu ulogu u procesu maligne
transformacije. Primarni kromosomski poremecaji su ujedno poremecaji
specificni za pojedine tipove 1 podtipove bolesti tj. podtipove akutne leukemije
(tablica 4.).

Sekundarne promjene nikada ne nastaju same, pojavljuju se tijekom evolucije

klona, dominantan su kromosomski poremecaj u kasnijim stadijima bolesti 1
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smatraju se odgovornim za intenzivnu proliferaciju stanica, metastaziranje

rezistenciju na lijeCenje (34).

Tablica 4. Primarne citogenetske promjene u AML

Promjena Tip promjene Morfologija

1p36 t(1;13)(p36;921) Dismegakariopoeza

1p11 t(1;7)(p11;p11) Sekundarna AML, najéesc¢e AML-M4

2p21 t(2;11)(p21;923) Isto kao i kromosom 1

3921 t(1;3)(p21;923) Isto kao i kromosom 1

3921-25 t(3;5)(q21-25;931-35)

3921 3926 ins(3;3)(q26;921926) Abnormalni megakariocit i trombociti
inv(3)(921926)

4 +4 AML-M2 i AML-M4

5 -5 Sekundarna AML

5q del(5q) Sekundarna AML

5q931-35 1(3;5)(921-25;931-35) Abnromalni megakariociti i trombociti

6p23 t(6;9)(p23;934) AML-M2 i AML-M4 sa bazofilijom

6q27 t(6;11)(927;923) AML-M5, ve¢inom AML-M5a

7 -7 Sekundarna AML

7p11 t(1;7)(p11;p11) Isto kao kromosom 1

7q del(7q) Sekundarna AML

8 +8

8p11 t(8;16)(p11;p13) AML-M5 sa fagocitozom

8922 1(8;21)(q22;922) AML-M2 sa Auerovim Stapi¢ima i

eozinofilijom

9p21-22 t(9;11)(p21-22;923) AML-MS5, ve¢inom AML-M5a

9q del(99)

9q34 t(6;9)(p23;934) Isto kao i kromosom 6
t(9;22)(q34;911) AML-M1 i AML-M2

10p14 t(10;11)(p14;913-14) AML-M4 i AML-M5

11913-14 del/t(11)(q13-14) AML-M4 i AML-M5
t(10;11)(p14;913-14) Isto kao kromosom 10

11923 del/t(11)(923) AML-M4 i AML-M5, ve¢inom AML-Mba
1(2;11)(q27;923) Isto kao kromosom 2
1(6;11)(q27;923) Isto kao kromosom 6
t(9;11)(p21-22;q23) Isto kao kromosom 9
t/11;17)(923;925)
t(11;19)(923;p13)

12p11-13 del/t(12p) Sekundarna AML,

AML-M4 ili AML-M2 s bazofilijom

15922 t(15;17)(022;911-12) AML-M3 i AML-M3v

16p13 t(8;16)(p11;p13) Isto kao kromosom 8

16p13i 16922 inv(16)(p13922) AML-M4 sa eozinofilijom
t(16;16)(q22)
del(16)(q22)

17p11-q11 i(17q)

17911-12 t(15;17)(922;911-12) Isto kao kromosom 15

17925 t(11;17)(923;925) isto kao kromosom 11

19p13 t(11;19(923;p13) Isto kao kromosom 11

20q del(20q) AML-M6

21 +21

21922 t(8;21)(q22;922) Isto kao kromosom 8

22q1 1(9;22)(q34;q911) Isto kao kromosom 9

te
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Kao S§to postoji specificnost nekih primarnih kromosomskih promjena, tako se
pretpostavlja 1 postojanje specificnosti, sekundarnih promjena u nekih tipova 1
podtipova akutnih leukemija kao Sto je trisomija 21 u AML-4 ili trisomija,

tetrasomija 8 u M2.
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1.4.1.  Prognosti¢ka podjela akutnih mijeloi¢nih leukemija

Prema nalazu promjena u kariotipu (genomu) bolesnika sa AML-om moguce je
napraviti odredene prognosticke podjele koje daju smjernice u lijeenju i
prognozi bolesnika s AML (35). Brojne klinicke ali i bioloske osobine u
medusobnoj interakciji odreduju prognozu AML. Upravo je to temelj nove
podjele SZO. Medu prognosticke Cimbenike ubrajaju se dob i opce stanje
bolesnika, prethodna hematoloska bolest i/ili prethodna kemo-terapija ili radio-
terapija, broj leukocita pri dijagnozi, FAB podtip, te citogenetske i molekularne
promjene u leukemijskim stanicama.

Poznavanje specificnik promjena i/ili ucestalijih promjena koje se javljaju u
odredenog tipa/podtipa AML-je omogucuje plansko pretrazivanje na poznate
nam promjene u bolesnika s urednim nalazom kariotipa (36,37).

Ta saznanja odreduje smjernice da se svaka AML morfoloski M2 pretrazuje na
postojanje specifi€ne promjene tj. na translokaciju t(8;21)(q22;q22)/AML1/ETO,
M3 na t(15;17)(q22;q11-12)/PML/RARa, M4 na inv(16)(p13;q922)/CBFp, a sve
AML pretrazuju se na promjene lokusa 11q23/MLL (38).

Promjene kariotipa opisuju se u oko 65-80% bolesnika s AML (39). Kompletna
remisija postize se u oko 50% bolesnika s normalnim (urednim N/N) kariotipom.
Oko 55% bolesnika s AML pri dijagnozi ima samo jednu promjenu u kariotipu 1
u 15-20% slucajeva to su monosomije i/ili trisomije pojedinih kromosoma.
Kariotipske promjene mogu zahvacati i viSe kromosoma istovremeno u oko 45%
bolesnika (40). U AML-M3, 80% bolesnika ima samo jednu promjenu u
kariotipu (sli¢no je i u M2, M4) za razliku od AML-M6 gdje se jedna kariotipska
promjena nalazi u 25% bolesnika (41,42).

Promjene broja kao primarne promjene kariotipa u AML nalaze se pri dijagnozi
viSe od 40%. Oko 14% numerickih promjena pripada trisomijama i
monosomijama pojedih parova kromosoma (4,5, 7, 8, 9, 11, 13, 21, 22). Od
numeric¢kih promjena u AML nalazimo ¢eS¢e zahvacenost kromosoma 8 i to kao
trisomiju u AML-M2, M4 i M5 (5%), monosomiju 7 (3%) te trisomiju 13 (2%)
kao izoliranu kromosomsku promjenu u AML-M1, M2, M4 i M5 (43).
Specificne/ucestalije kromosomske promjene koje nalazimo u bolesnika sa AML

prikazuje tablice 5 1 to su istodobno promjene koje imaju prognosticku
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vrijednost ukoliko se nadu. U vecini bolesnika radi se o recipro¢nim,

balansiranim translokacijama (44,45).

Tablica 5. Specificne kromosomske promjene u AML

Promjena

t (8;21)(922;922)
t (15;17)(q22;921)
inv (16)(p13922)
t (9;11)(p22;923)
t (6;9)(p23;932)
inv (3)(q21926)

t (3;3)

numericke
promjene +8,-5,-7
delecije krom.
5g-,-5,-7

kompleksne

Ucestalost

5-12%
97%

10 - 20%

50%

3-5%

40%

40%

7-10%

<10%

Leukemija

M2

M3, M3v

M4 s eozinofilijom
M5

M2,M4

M5 s fagocitozom
M1,M4,M6
AML-svi podtipovi
M4,M1 do M7

AML-svi podtipovi

Komentar

Dobra prognoza
Dobra prognoza
Dobra prognoza
LoSa prognoza
LoSa prognoza
LoSa prognoza
LoSa prognoza
LoSa prognoza
LoSa prognoza
Nepoznata
LoSa prognoza

LoSa prognoza
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Translokacija t(8;21)(q22;q22)/AML1/ETO ima dobru prognozu u mladih
bolesnika s AML-M2 ukoliko se nalazi kao jedina promjena genoma, a
kompletna remisija (KR) postize se u oko 85%. Ucestalost te translokacije u svih
AML je oko 10%, a u AML-M2 1 do 35%. Ta reciproc¢na translokacija moze se
na¢i 1 u M4 te u M1 ali izuzetno rijetko. NajCeS¢e se nalazi kao samostalna
promjena (20%), a u 10% slu€ajeva ima pridruZenu trisomiju ili monosomiju i to
najces¢e kromosoma 8, te strukturnu promjenu kao Sto je del(9q). Varijante
t(8;21) ukljucuju tri i vise kromosomskih lokusa i €esto su u sastavu kompleksnih
nalaza (46,47).

U vise od 90% bolesnika s AML-M3 nalazi se translokacija t(15;17)(q22;q11-
21)/PML/RARa (31). Bolesnici u kojih se nade t(15;17) bez drugih promjena u
kariotipu imaju dobru prognozu, a kompletna remisija postize se u > 80%
slucajeva. Dodatne kromosomske promjene mogu se na¢i u oko 35% slucajeva, a
jedna od ce$¢ih je 1 trisomija 8 ili del(9q). Dodatne promjene kao i1 varijantne
translokacije t(11;17)(q23;q21), t( 11;17)(q13;921) 1 t(5;17)(q35;921) mjenjaju
prognozu bolesti (48,49).

Inverzija  inv(16)(p13q22), t(16;16)(p13;q22)/CBFB  odnosno  delecija
kromosoma 16, del(16)(q22) nalaze se u 20% bolesnika s AML-M4 1 5-10% u
ukupnom broju AML. Bolesnici imaju dobru prognozu. Promjena se moze naci u
M2 ili M5, te u M4 bez eozinofilije ali rijeko. U 2/3 slu¢ajeva dodatne promjene
su +8, +22, te del(7q) koje mjenjaju prognozu bolesti (50,51).

Bolesnici kod kojih se nadu strukturne promjene na kromosomu 5 i to najcesce
kao del(5q) u oko 7% ili strukturna promjena kromosoma 7, imaju loSiju
prognozu nego ostali bolesnici.

Promjene lokusa 11q23/MLL u AML, ceS¢e se nalaze u M5 nego i u M4 (20%),
M1 ili M5b (10%) te u M2 (oko 5% bolesnika). Lokus 11923 sudjeluje u
velikom broju strukturnih promjena, njih preko pedesetak od kojih
t(9;11)(p21;923), t(10;11)(p12;923) ili t(11;19)(q23;p13) cesce nalazimo u AML.
Translokacija

t (9;11)(p21;923) nalazi se ¢esce u M5a (70%), te M4 (10%) slucajeva. Promjene

lokusa 11g23/MLL vezu se uz loSu prognozu bolesti te pojavom dodatnih
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kromosomskih promjena od kojih su vecina promjene broja i to, +X, +8, +19,
+21. Osim translokacija i1 delecija lokus 11923 moze biti dupliciran ili
amplificiran $to takoder govori u prilog loSe prognoze bolesti (52,53,54).
Translokacija t(6;9)(p23;q34) nade se ¢eS¢e u bolesnika s M4 te u AML-M2 i
bazofilijom (55).

Inverzija inv(3) 1ili translokacija t(3;3) kao 1 druge strukturne promjene
kromosoma 3, udruzene su s povecanjem broja trombocita i nalazimo ih ¢eS¢e u
M1, M4 1 M6 (56). Strukturne promjene u koje je ukljuen kromosom 3 vezu se
uz losu prognozu bolesti i ¢esto se nalaze uz druge promjene kariotipa kao sto su
trisomije pojedinih kromosoma npr. +8 ili +21.

U AML opisane su i kompleksne promjene kariotipa ali iznimno rjetko (<10%).
Kompleksne promjene kariotipa ¢eS¢e nalazimo u AML-MO (20%), AML-M7
(<10%) nego u ostalih tipova AML. Radi se pretezno o nebalansiranim
strukturnim promjenama kromosoma 5 i 7 (15-20%) uz koje nalazimo druge
strukturne te numericke promjene kariotipa. Prognoza tih bolesnika je losa.
Promjene kariotipa vazan su prognosticki Cinitelji za postizanje KR u bolesnika s
AML (57).

Drugi prognosticki €initelji (osim promjena u kariotipu) koji mijenjaju uspjeh
uvodne terapije su: dob, citomorfoloski podtip leukemije, veli¢ina tumorske
mase, molekularni markeri te prisustvo komplikacija (58).

Dob bolesnika predstavlja jedan od najznacajnijih prognostickih €initelja (59). U
mladih bolesnika terapijski uspjeh uvodne terapije znacajno je bolji. Podtipovi
AML umjeren su prognosticki ¢initelj. U bolesnika s akutnom promijelocitnom
leukemijom (AML-M3), jedna od klinickih znacajki je prisustvo DIK-a, koji
moZe izazvati smrtonosna krvarenja u sredi$nji Zivéani sustav (SZS). Primjenom
trans-retinoi¢ne kiseline moze se izazvati diferencijacija promijeloblasta te
bolesnik uvesti u kompletnu remisiju bolesti. Ova terapija je terapija izbora u
lijecenju bolesnika.

Ve¢ 1973. godine objavljeni su prvi radovi koji su ukazivali da bolesnici koji
imaju uredan kariotip (N/N), imaju bolje prezivljenje od bolesnika koji imaju
uredan 1 patoloski klon (N/A), a posebno od bolesnika koji su imali samo

patoloski klon (AA) (60).
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Prema "Fourth International Workshop on Chromosomes in leukaemia"
citogenetske promjene mogu se podijeliti u podgrupe obzirom na prognosticko
znacenje, odnosno na postizanje i trajanje kompletne remisije bolesti (61). Uz
poznate nam specificne promjene kariotipa potrebno je definirati 1 druge
promjene genoma, konvencionalnim i molekularnim tehnikama kao S$to su
tehnike fluorescentne in situ hibridizacije t¢ PCR metode. Spomenute metode
omogucavaju identifikaciju kripticnih ali 1 vrlo kompleksnih promjena koje

odreduju terapiju i prognozu bolesnika s AML (62,63,64).

Tablica 6. Prognosti¢ke skupine za AML

Povoljna Nepovoljna Intermedijarna
t(8;21) promjena kromosoma 5
t(15,17) promjena kromosoma 7
inv (16) promjena lokusa 11q23 | uredan nalaz ili druge
t(16;16) promjene lokusa neklasificirane
3q21-26 promjene Kariotipa
+8
Dob < 50 kompleksni kariotip
L < 30,000/ul Dob > 60
L > 30,000/ul
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2. CILJIHIPOTEZA

Kromosomske promjene (promjene u genomu stanice) imaju veliki znacaj u
dijagnostici, klasifikaciji, terapiji te u procjeni prognoze bolesnika s odredenim
tipom/podtipom akutne leukemije. Tip citogenetske promjene odreduje terapijski
pristup tj. izbor intenziteta lijeCenja. Ako citogenetske promjene prema podjeli
Svjetske zdrastvene organizacije ( SZ0,eng. WHO, World Health Organization )
ukazuju na dobru prognozu dobar se terapijski ucinak postize standardnom
kemoterapijom. Kada se radi o citogenetskim promjenama loSe prognoze
neophodno je provesti agresivno lije¢enje koje ukljucuje intenzivnu kemoterapiju

1 transplantaciju krvotvornih mati¢nih stanica. Specificni ciljevi ispitivanja su:

e Odprediti ucestalost i tip citogenetskih promjena u akutnih mijeloicnih
leukemija

o Utvrditi ulestalost citogenetskih promjena u pojedinih citomorfoloskih
podtipova akutnih mijeloi¢nih leukemija

o Utvrditi prognosticku vaznost citogenetskih promjena u procjeni odgovora na

uvodnu terapiju akutnih mijeloicnih leukemija

Hipoteza ispitivanja je definirati i procjeniti znacaj (vrijednost) kromosomskih

promjena za prognozu u nasih bolesnika s akutnom mijeloicnom leukemijom.
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. ISPITANICI

U retrospektivno ispitivanje bilo je uklju¢eno 536 novo-dijagnosticiranih
bolesnika s akutnom mijeloi¢nom leukemijom u dobi od 16 do 60 godina koji su
lijeCeni u Zavodu za hematologiju Klinike za unutrasnje bolesti Klinickog
bolnickog centra i Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. Tablica 7.
prikazuje znacajke ispitanika ukljucenih u istraZivanje. Svi su ispitanici potpisali

informativni pristanak za dijagnostiku i lijecenje.

Tablica 7. Znacajke ispitanika s AML

Karakteristike ispitanika AML
Ukupno 536
Dob , median, raspon 36 (16-60 )
Spol 7/ M 266/270
Blasti % u KS *
median 46
raspon 21-99
Leukociti x10°/L *
median 19
raspon 0.8-323
L>30x10 202 (38%)
L<30x10 334 (62%)
N/N, uredan nalaz 173 (32%)
N/A, A/A, patoloski nalaz 363 (68% )

Medijan pracenja ( raspon) mj. 61,6 (6—384)

* pri dijagnozi bolesti
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3.2. DIJAGNOSTIKA I LIJECENJE AML

Dijagnoza AML temeljila se na integraciji dobivenih podataka o stani¢noj
morfologiji, izrazaju povrSinskih biljega na stanicama tj. citogenetskim 1
molekularnim promjenama genoma.

Kriterij za postavljanje dijagnoze akutne leukemije bio je nalaz leukemijskih

stanica u koStanoj srzi (viSe od 20%blasta), u perifernoj krvi i u

ekstramedularnim tkivima. Rutinska dijagnostiCka obrada sastojala se od

anamneze, pregleda te slijedece obrade:

1. Kompletna krvna slika, Advia 2120, Bayer, Hematoloski laboratorij KZZLD
KBC Zagreb.

2. Mijelogram, citoloske i citokemijske analize stanica koStane srzi i periferne
krvi. Zavod za citologiju, KBC Zagreb.

3. Imunofenotipizacija stanica koStane srzi, protocni citometar - FACSCcan i
FACScalibur (BD Biosciences Europe). Svi stani¢ni parametri analizirani su s
pomocu racunalnoga programa CellQuest (BD Biosciences Europe). Coulter,
Zavod za imunologiju KZLD, KBC Zagreb.

4. Citogenetska 1 molekularna (FISH) analiza stanica koStane srzi i periferne

krvi, Kabinetu za imunocitogenetiku, Klinika za pedijatriju, KBC Zagreb.

Lije¢enje AML ukljucuje kemoterapiju i transplantaciju krvotvornih mati¢nih
stanica (65). Uvodnom kemoterapijom nastoji se posti¢i kompletna remisija
bolesti (manje od 5% blasta u KS uz nalaz neutrofilnih granulocita >1,0x10° /L i
trombocita >100x10°/L u krvi). U postremisijskom razdoblju primjenjuje se
nekoliko vidova lije¢enja. Ako se AML ne lijeci nakon KR vrlo brzo dolazi do
njene ponovne pojave. Otprilike 50-75% odraslih postize KR sa standardnom
kemoterapijom, a dugotrajno prezivljenje 20-30% bolesnika. U stratifikaciji
bolesnika prvenstveno se kao najvazniji prognosticki cimbenik koristi
citogenetski nalaz i promjene u kariotipu. Bolesnici ukljuceni u ovo istraZivanje
lijeCeni su standardnim programima za lijeCenje bolesnika s akutnom

mijeloi¢nom leukemijom :
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3.2.1. Protokol AML 10 EORTC-a:

Uvodna terapija: Idarubicin 10 mg ili Daunorubicin 50 mg ili Mitoksantron 12
mg (dan 1, 3 i 5) + Etopozid 100 mg/m? (1-5. dan) + Citozar 25 mg/m” u bolusu,
zatim 100 mg/m?” (1-10. dan)

Konsolidacija: Idarubicin 10 mg ili Daunorubicin 50 mg ili Mitoksantron 12 mg
(4-6. dan) + Citozar 2x500 mg/m” (1-6. dan)

Prikupljanje krvotvornih mati¢nih stanica uz primjenu granulocitnog faktora
rasta (G-CSF) nakon konsolidacije ili prikupljanja koStane srzi bez prethodne
kemoterapije za bolesnike koji nisu kandidati za alogeni¢nu TKMS.

3.2.2. Protokol AML 12 EORTC-a:

Uvodna terapija: Daunorubicin 50 mg/m” (dan 1, 3, 5) + Etopozid 50 mg/m* (1-
5. dan) + Citozar 100 mg/m? (1-10. dan) ili Citozar 2x3000 mg/m? (dan 1, 3,5, 7)
Konsolidacija : Daunorubicin 50 mg/m* (4-6. dan) + Citozar 2x500 mg/m” (1-6.
dan)

Prikupljanje krvotvornih mati¢nih stanica uz primjenu granulocitnog faktora
rasta (G-CSF) nakon konsolidacije za bolesnike koji nisu kandidati za alogeni¢nu
TKMS.

3.2.3. Transplantacija krvotvornih mati¢nih stanica:

Za TKMS primjenjen je standardni program pripreme busulfana u kombinaciji s
ciklofosfamidom. Busulfan u dane -8, -7, -6, -5 te Ciklofosfamid u dane -3 1 -2
doze

Prevencija reakcije transplantata protiv primatelja (GvHD, eng. graft-versus-host
disease) za bolesnike koji su lijeCeni alogenicnom TKMS provedena je
kombinacijom ciklosporina i metitreksata.

3.2.4. Protokol za akutnu promijelocitnu leukemiju

Bolesnici s APL lijeeni su prema posebnom programu koji ukljucuje
transretinoicnu kiselinu (ATRA):

Uvodna terapija: ATRA 45 mg/m” (1-30.dana) + Idarubicin 12 mg/m? (2, 4,6, 8)
Konsolidacija 1: Citozar 1 g/ m? (1-4.dan) + Idarubicin 5 mg/m2 (1-4.dana)
Konsolidacija 2: Mitoksantron 10 mg/m?® (1-5.dan) + Etopozid 100 mg/* (1-
5.dan)
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Konsolidacija 3: Citozar 3x150 mg/m? s.c. (1-5.dan) + Idarubicin 12 mg/m* (1
.dan) + 6-tioguanin 2x70 mg/m? (1-5.dan)

Odrzavanje: 6-merkaptopurin 90 mg/m” /d + Metotreksat 15 mg/m? 1x tjedno ili
ATRA 45 mg/m” 1-15. dan svaka tri mjeseca.

3.3. MATERIJAL

Kod svih ispitanika pri dijagnozi bolesti uzet je uzorak koStane srzi dobiven
punkcijom sternuma (Cesc¢e) ili biopsijom spine superior posterior kriste ilijake.
Kostana srz prikupljala se u epruvetu s heparin-litijem, a potrebna koli¢ina
kosStane srzi ovisno o celularnosti bila je 2-3 mL. Istovremeno uzimao se i uzorak
periferne krvi i to 5-10 mL u epruvetu s heparinom kako bi se iskljucilo
postojane konstitucijskih promjena. Uzorci su se morali odmah ili §to ranije
(unutar 24 sata) dostaviti u laboratorij (prema preporukama) kako bi se sacuvala
vijabilnost stanica KS 1 PK. Istovremeno KS uzimala se za citomorfologiju,
imunofenotipizaciju, citogenetiku, molekularnu (PCR, RT-PCR) analizu te za
banku stanica KS.

3.4. METODE

3.4.1. Metode citogenetske analize

Uzorci KS 1 PK koji su uzeti pri dijagnozi bolesti i nakon provedene terapije
koristili su se za izradu kratkotrajnih stani¢nih kultura (direktna, 24, 48, te 72 -
sata), bez stani¢ne stimulacije. Protokoli kultiviranja stanica KS i PK standardni
su protokoli koji se koriste u citogenetici hemoblastoza (66,67,68). Uspjeh
citogenetske analize ovisio je o kvaliteti uzorka kao i o primjenjenim tehnikama.
Promjene kariotipa (genoma) objektivizirane su konvencionalnom metodom
GTG-pruganja  (Gimza-Tripsin-Gimza)(69) 1  molekularnom  metodom
fluorescentne in situ hibridizacije, FISH (eng. Fluorescence In Situ
Hybridization) (70,71,72). Za interpretaciju promjena kariotipa koriSten je
Internationalni sistem za klasifikaciju, ISCN 2005 (33).
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3.4.2. Konvencionalna citogenetika

Tehnike konvencionalne—klasi¢ne citogenetike koriste isklju¢ivo metafaze za
opis promjena kariotipa, Sto zahtjeva metafaze zadovoljavaju¢e kvalitete i
zadovoljavaju¢eg mitotskog indeksa, tj. broja. Kako bi se identificirale promjene
u kariotipu (maligni klon) bilo je potrebno pogledati i analizirati 20-25 metafaza
po svakom uzorku KS i/ili PK. Metodom GTG-pruganja dobiva se uvid u
morfologiju i kompleksnost promjena kariotipa i u vecini sluajeva ta metoda
predstavljala je bazu daljne obrade (67). Drugim rije¢ima konvencionalno GTG-
pruganje kromosoma je morfolosko-deskriptivna metoda i pocetak svake
citogenetske analize (kariotipizacije).

3.4.3. Fluorescentna in situ hibridizacija

Fluorescentna in situ hibridizacija molekularna je metoda kojom se identificiraju
1 vizualiziraju specifi¢ni slijedovi DNA i mRNA molekule. Metodom je moguce
dokazati promjene dijelova gena, ili pojedinih gena, te specificne kromosomske
regije pojedinih kromosoma. Metoda interfazne FISH-e (I-FISH) koristila se za
pretrazivanje na poznate, specificne promjene genoma u odredenih
tipova/podtipova AML (70). Uz obavezno pretrazivanje na specificne promjene
tehnika I-FISH koristila se i u identifikaciji mnogih drugih promjena genoma.
Zbog svoje visoke specificnosti i osjetljivosti (za centromerne, lokus specificne,
translokacijske probe osjetljivost je 10”) FISH metoda bila je rutinska metoda u
dijagnosticiranju promjena kariotipa u AML. Za dokaz postojanje promjene bilo
je potrebno pogledati 300 interfaznih jezgri kao i pozitivne (+) te negativne (- )
kontrole za svaku pojedinu probu .

3.4.4. Protokol — kultura stanica koStane srzi

Na automatskom brojacu odreden je broj stanica s jezgrom (celularnost uzorka) i
postotak blasta u uzorku KS. U svaku epruvetu s hraniliStem (4-6 epruveta) po 5
mL (gotovo hraniliste Chromosome Synchro M, EuroClone S.p.A. Italy) bilo je
potrebno staviti 1-2 x10° stanica/mL. Nakon inkubacije u termostatu na 37°C, 30
min. dodaje se otopina A (Synchrokit solution A, EuroClone S.p.A. Italy).
Sesnaest sati poslije (inkubacija) dodaje se u staniénu kulturu otopina B
(Synchrokit solution B, EuroClone S.p.A. Italy). Pet sati kasnije u stani¢nu

kulturu dodaje se 40 pL Colhicina (Sigma-Aldrich) koncentracije 10 pg/mL i
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inkubira se 40 min. na sobnoj temperaturi. Epruvete se nakon inkubacije
centrifugiraju 5 min./2000 rpm. kako bi se odvojio stani¢ni dio od nadtaloga. Na
talog stanica dodaje se 5 mL hipotoni¢ne otopine KCl 0,075M 1 ostavi se na
sobnoj temperaturi 10 min. Ponovnim centrifugiranjem 5 min./2000 rpm. i
odvajanjem nadtaloga na stanice se dodaje 5 mL Ibraimove otopine (3:1 metanol/
octena kiselina, Merck). Daljnim centrifugiranjem dolazi se do stani¢ne
suspenzije koja se koristi u izradi preparata za konvencionalnu citogenetsku i
molekularnu FISH analizu. Preostali dio stani¢ne suspenzije arhivirao se u
banku suspenzija.

Na sijalinizirana predmetna stakla (5 za svaku stani¢nu kulturu) stavlja se 50 pL.
stani¢ne suspenzije 1 takva stakla koriste se za GTG-pruganje 1 za FISH
dijagnostiku. Za svakog bolesnika (uzorak KS) napravi se 20 - 40 nativnih
preparata.

3.4.5. Protokol — kultura stanica periferne krvi

U svaku epruvetu s hraniliStem njih ukupno dvije po 5 mL (gotovo hraniliSte
Chromosome synchro P, EuroClone S.p.A. Italy) bilo je potrebno staviti 1-2 x10°
stanica/mL pune krvi. Nakon inkubacije u termostatu na 37°C, 48 sati dodaje se
otopina A (Synchrokit solution A, EuroClone S.p.A. Italy). Sesnaest sati poslije
dodaje se u stani¢nu kulturu otopina B (Synchrokit solution B, EuroClone S.p.A.
Italy). Pet sati kasnije u stanicnu kulturu dodaje se 40 uL Colhicina (Sigma,
Aldrich) koncentracije 10 pg/mL te se ikubira 40 min. Epruvete se nakon toga
vremena centrifugiraju 5 min./2000 rpm. kako bi se odvojio stani¢ni dio od
nadtaloga. Na talog stanica dodaje se 5 mL hipotoni¢ne otopine KCI 0,075 M i
ostavi se na sobnoj temperaturi 10 min. Ponovnim centrifugiranjem 5 min./2000
rpm. i odvajanjem nadtaloga na stanice se dodaje 5 mL Ibraimove otopine (3:1
metanol/octena kiselina, Merck). Daljnim centrifugiranjem epruveta sa stanicama
dolazi se do stanicne suspenzije koja se koristi u izradi preparata. Na
sijalinizirana predmetna stakla stavlja se 50 pL stani¢ne suspenzije PK 1 takva
stakla koriste se za GTG-pruganje, a po potrebi 1 za FISH dijagnostiku.

3.4.6. Protokol GTG - pruganja

OsuSena nativna predmetna stakla ostave se preko no¢i u termostatu na 55 -

60°C. Predmetna stakalca se tretiraju otopinom tripsina (Sigma, Aldrich), kroz
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30 do 40 sec. Nakon toga predmetna stakalca se ispiru u Ringerovoj otopini na
temperaturi od 2 do 5 °C. Stakla se potom bojaju u otopini Giemse ( Merck, pH
6.8 ) kroz5do 10 minuta te ispiru u puferu i destiliranoj vodi. PosuSena
predmetna stakla gledaju se pod svjetlosnim mikroskopom uz korisStenje
imerzionog ulja za mikroskopiranje (Merck ).

3.4.7. Protokol - Fluorescentna in situ hibridizacija - FISH

Kodenaturacija :

Obiljezi se podrucje interesa na staklu dijamantnom olovkom.

Za svako podrucje interesa potrebno je odpipetirati u epruvetu za
mikrocentrifugiranje slijede¢e sastojke : 7 pl LSI hibridizacijskog pufera, 1 pl
probe 1 2 ul sterilne vode. Svi sastojci moraju biti sobne temperature.

Epruveta se centrifugira 1 - 3 sekunde.

Zatim se protrese na vortexu i ponovo centrifugira.

10 ul probe nanese se na staklo i odmah pokrije pokrovnicom.

Pokrovnica se zaljepi ljepilom.

Staklo stavimo u Hybrite ( 73°C 1 minutu, 37°C 16 — 24 sata )

Ispiranje :

70 ml smjese 0.4 x SSC / 0.3% NP — 40 ulijje se u kadicu po Coplinu i zagrije u
vodenoj kupelji na 73 +1°C.

70 ml smjese 2 x SSC / 0.1% NP — 40 ulije se u kadicu po Colinu. Temperatura
prilikom koristenja otopine mora biti sobna.

Staklo izvadimo iz Hybrite- a , skinemo pokrovnicu i odmah ga uronimo u
smjesu 0.4 x SSC/0.3% NP — 40 na 2 minute.

4. Staklo prebacimo u smjesu 2 x SSC/0.1% NP —40 1 minutu

Detekcija :

Stakla se osuSe u mraku.

Doda se 10 pl pozadinske boje na podruje interesa i odmah se pokrije
pokrovnicom. Za probe SpectrumGreen' i SpectrumAqua'™ kao pozadinska
boja koristi se ili DAPI II ili Propidium Iodide, a za probu SpectrumOrange™
isklu¢ivo DAPI II. Ako hibridiziramo istovremeno probe sa sva tri fluorofora

preporuca se kao pozadinsku boju koristiti DAPI 11.
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Kompletan postupak hibridizacije voden je specificnim programima ovisno o
probama koje su koriStene 1 u potpunosti je automatiziran i standardiziran
(HYBrite™, Vysis GmbH).

Za vizualizaciju GTG-pruganja 1 fluorescentnog signala Kkoristio se
svjetlosnofluorescentni mikroskop sa pripadaju¢im setom filtera (BXS50,
Olympus 1 AXIOPLAN 2, Carl Zeiss Jena GmbH,Germany). U analizi koristila
su se dva programa za analizu slike i1 signala i to za GTG-pruganje program
Ikaros (Automatic Karyotyping System, MetaSystems) te za I-FISH program Isis
(FISH Imaging, MetaSystems, Germany). Kompjuterizacija i informatizacija
omogucila je detaljnu obradu slika i signala. U bazu podataka pohranjivane su
slike 1 nalazi za svakog bolesnika (ispitanika) i to pri dijagnozi bolesti te u
vremenu pracenja. Nalaz citogenetske obrade sadrzavao je kvantitativne i
kvalitativne podatke o analizi slike i signala.

Metodom I-FISH u svih ispitanika s AML radeno je obavezno pretraZivanje na
specificne, poznate nam promjene kariotipa kao §to su:
t(8;21)(q22;922)/AMLI/ETO, za AML-M2 po FAB klasifikaciji
t(15;17)(q22;q11-21)/PML/RARa, za AML-M3 po FAB klasifikaciji
inv(16q)(p13q22), t(16;16)/CBFp, za AML-M4 po FAB klasifikaciji
11923/MLL, za sve AML

Metoda I-FISH koristila se i za objektivizaciju drugih promjena genoma kao npr.

t(9;11), t(6;9), 3926, +5/-5, +7/-7, +8/-8, +13/-13, +21/-21, +22/-22.
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4. REZULTATI

Podaci o ispitanicima obradeni su primjenom metoda neparametrijske statistike.
Vjerojatnost prezivljenja bolesnika (univarijantna analiza) izraCunata je
primjenom standardnih tablica prezivljenja, Kaplan-Meier metodom (73,74).
Utjecaj prognostickih ¢initelja objektiviziran je primjenom multivarijatne analize

- Cox regresijski model (75). Podaci su prikazani tabelarno i graficki.

Relaps bolesti definiran je kao porast blasta u kostanoj srzi >10% u dva nalaza
punkcije koStane srzi u¢injena u intervalu od 2 tjedna.

Prezivljenje bez znakova bolesti definirano je kao vremenski period od
postizanja prve kompletne remisije do smrti ili pojave relapsa bolesti.
Prezivljenje je definirano kao vremenski period od zavrSetka uvodne terapije do

smrti ili pojave relapsa, odnosno povrata bolesti.
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U istrazivanje je ukljueno 536 ispitanika s novootkrivenom akutnom
mijeloi¢nom leukemijom.

U 173 (32%) ispitanika s AML naden je uredan (N/N) nalaz kariotipa, dok je
patoloski nalaz kariotipa (N/A, A/A) naden u 363 (68%) ispitanika (slika 1.). U
patoloSkom nalazu kariotipa 87/363 (24%) ispitanika uz normalan (uredan) klon
stanica imao je 1 patoloSki (N/A) klon stanica. U vecine ispitanika 276/363 (76%)

u kosStanoj srzi naden je samo patoloski klon stanica (A/A).

Bl Uredan kario. ll Patoloski kario.

Slika 1. Rezultat citogenetske analize u ispitanika s AML

Ucestalost podtipova AML prema FAB klasifikaciji prikazan je u tablici 8.
Akutna mijeloicna leukemija M2 podtipa prema FAB klasifikaciji
dijagnosticirana je u 168/536 (31%) ispitanika i1 ujedno je najucestaliji podtip
AML za razliku od AML-M6 koja je nadena u 18/536 (3%) ispitanika s AML.
NajviSe urednih nalaza kariotipa u ispitanika s AML nadeno je u AML-M2,
72/536 (13%) za razliku od AML-M6 gdje je uredan nalaz kariotipa naden u
samo 4/536 (1%) ispitanika. Patoloski nalaz kariotipa naden je najvise u
ispitanika s AML-M2, 96/536 (18%), a najmanje patoloskih nalaza nadeno je u
AML-M7, 13/536 (2%) ispitanika (slika 2.).
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Tablica 8. Ucestalost podtipova AML prema FAB klasifikaciji

FAB Ukupno % N/N karitip % Patologija % %
podtip N=536 N=536 N=536 N=363
Mo 41 8% 13 2% 28 5% 8%
Ml 77 14% 25 5% 52 10% 14%
M2 168 31% 72 13% 96 18% 26%
M3 76 14% 15 3% 61 11% 17%
M4 75 14% 23 4% 52 10% 14%
M5 62 12% 15 3% 47 9% 13%
Mé 18 3% 4 1% 14 3% 4%
M7 19 4% 6 1% 13 2% 4%
> 536 100% 173/ 32% 363/ 68%
> * ukupno
180
31%
160
140
120
100
&= Broj ispitanika
H Uredan kariotip
80— k] Patoloski kariotip
60—
40— :__' 1 1 1
20 :E: h —
o N
MO M1 M2 M3 M4

Slika 2 . Ucestalost podtipova AML prema FAB klasifikaciji
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Ucestalost nadenih promjena (numerickih 1 strukturnih) u kariotipu ispitanika s

AML prikazan je na slici 3.

W Strukturne pr. i Numericke pr.

Slika 3. Prikaz ucestalosti promjena kariotipa u ispitanika s AML

4.1. Numericke promjene u ispitanika s AML

Promjene broja (numericke promjene) kao primarne promjene kariotipa nadene
su u 44% ispitanika s AML (slika 3). Najucestalije skupine numeric¢kih promjena
u nasih ispitanika prikazane su u tablici 9. 1 na slici 4. Kromosomi 5, 7, 8, 13, 21
1 22 bili su najces¢e ukljuceni u numericke promjene koje su nadene u nasih
ispitanika s AML.

Najucestalija numeri¢ka promjena na ukupni broj ispitanika (N=536) bila je
pseudodiploidija nadena u 190/536, (35%). Najvecim dijelom pseudodiploidija
bila je nadena kao sastavni dio kompleksnih nalaza kariotipa i to u 158/536,
(29%) slucajeva. Kao samostalna promjena pseudodiploidija nadena je u 32/536
(6%) 1li 9% ukupne patologije ispitanika s AML. Ostale numeri¢ke promjene kao
Sto su monosomije 39/536 (7%), trisomije 82/536 (15%), hiperdiploidije od 47-
50 u 5/536 (1%), te hiperdiploidije s viSe od 50 kromosoma u kariotipu 10/536
(2%) nadene su ukupno u 136/536 (25%) ispitanika s AML. Spomenute
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numericke promjene ¢ine 37% (136/363) ukupne nadene patologije u nasih
ispitanika.
Trisomije po svojoj ucestalosti bile su najceS¢e (samostalne) numericke

promjene u ispitanika s AML i njima pripada 23% ukupne patologije.

Tablica 9. Ucestalost numerickih promjena u ispitanika s AML

Promjena > > >
promjena 536 363
Monosomija 39 7% 11%
Trisomija 82 15% 23%
Hiperdiploidija 5 1% 1%
47-50
Hiperdiploidija 10 2% 3%
50>
> 136 25% 37%

90

80

70

60

50

[£ Ukupnol

407 =

30

20

Monos. Trisom. 47 - 50 > 50 Pseudodipl.

Slika 4. Ucestalost numeric¢kih promjena u ispitanika s AML
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Ucestalost numerickih promjena u odredenom citomorfoloskom podtipu AML
prema FAB klasifikaciji prikazan je u tablici 10 (slika 5.).

Monosomije kao izolirane, samostalne promjene nadene su najvise u AML-MO,
12/536 (2%), a nisu nadene u AML-M3.

Ucestalost trisomija bila je najveéa u AML-M2, 28/536, (5%) ispitanika, a
najmanje u AML-M7, samo u jednog ispitanika. Trisomije 1 pseudodiploidije
nadene su u svim podtipovima AML za razliku od monosomija i hiperdiploidija.
Izolirana, samostalna hiperdiploidija od 47-50 kromosoma nije nadena u AML-
M2, M3 i u M4, a hiperdiploidija s viSe od 50 kromosoma nije nadena u AML-
M2, M3 i M5.

Spomenute numericke promjene Cine 47% ukupne patologije u ispitanika s
AML, a najveéi udio u spomenutoj patologiji numerickih promjena imaju

trisomije i to 23%.

Tablica 10. Ucestalost numerickih promjena u odredenog podtipa AML

Promjena MO [ MI | M2 M3 Me M5 (M6 | M7] ¥ | X >

536 | 363
Monosomija 12 7 4 0 3 9 3 1 39 7% 11%
Trisomija 8 14 28 6 13 8 4 1 82 15% | 23%
Hiperdiploidija 1 1 0 0 0 1 1 1 5 1% 1%

47-50
Hiperdiploidija | 1 6 0 0 1 0 1 1 10 2% |3%
50 >

Pseudodiploidija 4 12 2 1 1 6 2 4 32 6% 9%
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0 Monosomija

A Trisomija

W 47-50

>50

= Pseudodiploidija

Slika 5. Ucestalost numeric¢kih promjena u odredenog podtipa AML

Karakteristike ispitanika s numerickim promjenama prikazuje tablica 11 (slika
6.). U ispitanika s numeri¢kim promjenama nije bilo znacajne razlike u dobi i
nalazu udjela blasta u kostanoj srzi pri dijagnozi bolesti. Najveci broj leukocita
(60% ispitanika s L>30x10°/L) naden je u ispitanika s hiperdiploidijama u
kariotipu (P<0.001). NajviSe postignutih KR nadeno je u ispitanika s urednim
nalazom 1 urednim (N=46) modalnim brojem kariotipa, 123/173 (KR=71%,
P<0.001), te u skupini ispitanika s trisomijama 50/82 (KR=61%, P<0.004).
Najmanje postignutih KR bilo je u skupini ispitanika s hiperdiploidijom >50
(KR=30%)
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Tablica 11. Karakteristike ispitanika s numeri¢kim promjenama

D DOB Blasti % | LxI10°/L
Promjena 536 | medijan medijan medijan L>30 KR
> Uredan 173 47 50 194 46 123
kariotip 32% 27% 71%
Monosomija 39 47 47 20 7 18
7% 18% 46%
Trisomija 82 47 54 20,5 34 50
15% 41% 61%
Hiperdiploidija 5 45 53 19,2 3 2
47-50 1% 60% 40%
Hiperdiploidija 10 45 54 42,5 6 3
50> 2% 60% 30%
180+
1607}
140171
1201 71%
100T|
O Broj ispitanika
s 0L >30x10
80 B KR
601"
Ty,
40
e
20
My
0 = T
B.O(173)  Monos.(39) Trisom.(82)  47-50(5) >50(10)

Slika 6. Karakteristike ispitanika s numerickim promjenama

Prezivljenje duze od 60 mj. imali su ispitanici s urednim nalazom kariotipa 64%
(110/173), zatim ispitanici s trisomijama 16% (13/82) i s monosomijama 4%

(2/39) slika 7.
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180

160

140

120

100

Prezivljenje >60 mj.
KR

Broj ispitanika

Uredan(173) Monos.(39) Tris.(82)  47-50(5)  >50(10)

@ Broj ispitanika
I KR
M Prezivljenje >60 mj.

Slika 7. Prezivljenje ispitanika s numerickim promjenama

Tablica 12. prikazuje ucestalost naj¢es¢ih monosomija u naSih ispitanika
(monosomija 8, 13, 21, 22) u razli¢itim podtipovima AML. Spomenute
monosomije njih 25/39 ¢ine 64% svih nadenih monosomija u nasih ispitanika s
AML. Od ukupno svih nadenih monosomija (N=39), monosomija 13 ¢ini 31%
(12/39) 3. 3% (12/363) ukupne patologije u AML. Monosomija 13 nadena je
najvise u AML-MI, a nije nadena u M2, M3, M4 i M7. Monosomija 8 nadena je
u 10/39 (26%) svih monosomija tj. 3% (10/363) ukupne patologije u ispitanika s
AML. Monosomija 8 najviSe je nadena u ispitanika s AML-M1.
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Tablica 12. Ucestalost monosomija 8, 13, 21, 22 u podtipovima AML

Promjena MO | MI | M2 | M3 | M4 | M5 | M6 | M7 >
5 > 4 10 1 0 2 4 4 0 25
Ceste momo.

-8 2 4 0 0 0 2 2 0 10
-13 2 6 0 0 0 2 2 0 12
-21 0 0 1 0 0 0 0 0 1
-22 0 0 0 0 2 0 0 0 2

Karakteristike ispitanika s nalazom najce$¢ih monosomija u kariotipu prikazuje

tablica 13, (slika 8.). Ispitanici sa monosomijom 8 postizu KR u 35% slucajeva,

ispitanici s monosomijom 13 u 17%, a s monosomijom 22 u 50% slucajeva.

Tablica 13. Karakteristike ispitanika s nalazom najces¢ih monosomija u

kariotipu
3 DOB BL % L xI10%/L
Promjena | (25) | medijan | medijan | medijan L>30
-8 10 48 52 31 0
-13 12 42 48 19 7
-21 1 38 49 11 0
-22 2 21 39 15 0
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H Broj ispitanika
L>30
B KR

Slika 8. Karakteristike ispitanika s nalazom naj¢e$¢ih monosomija u kariotipu

50
48 mj
45
40
35+
30
PreZivljenje medijan/mj
17 mj |
-13 -21 -22

Slika 9. Prezivljenje ispitanika s nalazom najceS¢ih monosomija u kariotipu
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Najbolje prezivljenje imali su ispitanici s monosomijom 21, (medijan=48 myj)., a
najlo$ije ispitanici s monosomijom 13 (medijan=17 m;.) slika 9.

u razli¢itim podtipovima AML. Spomenute trisomije njih 72/82 ¢ine 88% svih
trisomija u ispitanika s AML. Od ukupno svih trisomija (N=82), trisomija 8 ¢ini
57% (47/82), a trisomija 13, 21% (17/82). Trisomija 8 nadena je u svim
podtipovima AML, osim u AML-M7. Najvise ispitanika imalo je trisomiju 8 u
AML-M2, 21/47, (45%).

Trisomija 13 druga je po ucestalosti trisomija 17/82, (21%) 1 naj¢esce je nadena u

AML-M1, 5/82 (6%), a nije nadena u AML-M2, M3 i M4.
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Tablica 14. Ucestalost trisomija 8, 21,22 1 13 u podtipovima AML

Promjena MO M1 | M2 | M3 | M4 | M5 | M6 | M7 >
> trisomija 8 14 28 6 13 8 4 1 82
+8 4 6 21 3 5 6 2 0 47
57%
+ 21 0 0 2 2 1 0 0 0 5
6%
+ 22 0 0 0 0 3 0 0 0 3
4%
+ 13 4 5 0 0 0 2 3 3 17
21%
> trisomija 8 12 23 5 9 8 4 3 72
25
20+
154
& Trisomija 8
#l Trisomija 21
3 Trisomija 22
10+ B Trisomija 13
‘ .
M2 M3 M4 M5 M6 M7

Slika 10. Ucestalost trisomija 8, 21,22 1 13 u podtipovima AML

Karakteristike ispitanika s nalazom trisomija u kariotipu prikazuje tablica 15,

(slika 11.). Najvise postignutih KR imali su ispitanici s trisomijom 22, 100%, a

oni ispitanici u kojih je nadena trisomija 13 u nalazu kariotipa postizali su KR u

24%. Ispitanici s trisomijom 8 postizu KR u 31/47 (66%).

39



Tablica 15. Karakteristike ispitanika s nalazom trisomije 8, 21,221 13 u

kariotipu
D DOR BL% | Lx10°/L
Promjena (82) | medijan | medijan medijan L>30
+8 47 48 48 19 9
13% 18%
+21 5 45 43 10,7 1
2% 17%
+22 3 29 62 12,8 0
1%
+13 17 58 62 31 9
5% 53%
50
457 |
40+
35+ |
0,
304 66%
25+ & Broj ispitanika
n B KR
20
15+
107 |
24%
5,
O -4
trisomija 8 trisomija 21 trisomija 22 trisomija 13

Slika 11. Karakteristike ispitanika s nalazom trisomije 8, 21, 22 1 13 u kariotipu

Tablica 16, prikazuje osnovne karakteristike ispitanika s najceS¢im
monosomijama 1 trisomijama (8, 21, 22 i 13). Ispitanici u kojih su nadene
monosomije spomenutih kromosoma imaju loSije prezivljenje od ispitanika s

trisomijama istih kromosoma.
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Tablica 16. Karakteristike ispitanika s monosomijama i trisomijama

(8,21,221 13)

Promjena DOB BL% | Lx10’/L Pretivijenje
FAB > medijan | medijan | medijan L>30 | KR > 60 mj P
-8 3 48 52 31 0 3 0
M5 100 3Imj
+8 49 48 48 19 9 31 19
M2 13% 18% 63% 39% 0.01
=21 1 38 49 11 0 1 0
M2 100% | 41mj
+21 6 45,5 43 10,7 1 5 3
M2 2% 17% 83% 47% 0.01
=22 2 21 39 15 0 1 0
M4 50% | 39mj
+22 3 29 62 12,8 0 3 2
M4 1% 100% | 67% 0.01
-13 8 42 48 19 3 6 0
Ml 38% | 75% | 17mj
+13 17 58 62 31 9 4 3
MI 5% 53% 24% 18% 0.02

4.2. Strukturne promjene u ispitanika s AML

Strukturne promjene nadene su u 300/536 (56%) ispitanika s AML 1 ¢ine 83%
300/363 ukupne patologije u ispitanika. Tablica 17. prikazuje ucestalost
strukturnih promjena u citomorfoloskim podtipovima AML.

Specificne, poznate nam promjene kao Sto su
t(8;21)(q22;q22)/AMLI/ETO,t(15;17)(q22;q11-21)/PML/RARa,
inv(16q)(p13q22), t(16;16)/CBFp, 11q23/MLL, t(9;11), t(6;9) i promjene lokusa
3926 nadene su u 206/536 (38%) ispitanika i ¢ine 56% sveukupno nadene
patologije.

Translokacija t(8;21)(q22;922)/AMLI1/ETO nadena je u 39/536 (7%) ili 11%
ukupne patologije ispitanika s AML. Strukturna promjena
t(8;21)(q22;q22)/AMLI/ETO nadena je u 37/39 (95%) u AML-M2, 1/39 (3%) u
M1 iu 1/39 (3%) u M4.

Translokacija t(15;17)(q22;q11-21)/PML/RARa nadena je samo u ispitanika s
AML-M3. Od ukupnog broja ispitanika (N=536) 54 njih (10%) imalo je
translokaciju t(15;17)(q22;q11-21)/PML/RARa. Translokacija t(15;17) ¢ini 15%
ukupne patologije u AML.

Inverzija kromosoma 16, inv(16q)(p13q22), t(16;16)/CBF nadena je u 25/536
(5%) ispitanika s AML. Strukturna promjena inv(16q)(p13q22)/CBFf u 24/25
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(96%) nadena je u AML-M4 i 1/25 (4%) u M3 gdje je bila udruzena s drugom
strukturnom promjenom.

Strukturne promjene lokusa 11q23/MLL nadene su u 46/536 (9%) ispitanika, a
t(9;11)(q34;923)/AF9/MLL u 11/536 (2%). Promjena 1123 najcesce je nadena u
AML-MS5b.

Strukturne promjene kromosoma 3 i to naj¢es¢e lokusa 3q26 nadene su ukupno u
20/536 (4%) tj. u 6% ukupne patologije AML. Ucestalost promjene bila je
najveca u AML-MI, a promjena nije nadena u AML-M3, M6.

Kompleksne promjene i druge strukturne promjene nadene su u 18% ispitanika 1
¢ine 27% ukupne patologije.

Kompleksne promjene kariotipa nadene su samo u AML-MO0, M1 i M5 i kao
takve ¢ine 7% ukupne patologije u ispitanika s AML.
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Tablica 17. UCcestalost strukturnih promjena u ispitanika s AML

Promjena MO | MI | M2 | M3 | M4 | M5 | M6 | M7 > /536/363/300
> Uredan 13 25 72 15 23 15 4 6 173
kariotip 32%
821 0 1 37 0 1 0 0 0 39
7% 11% 13%
1517 0 0 0 54 0 0 0 0 54
10% 15% 18%
Inv(16) 0 0 0 1 24 0 0 0 25
5% 7% 8%
11q23 1 7 6 0 9 22 0 1 46
9% 13% 15%
9:11 0 0 1 0 0 9 1 0 11
2% 3% 4%
6,9 0 2 3 0 2 1 0 0 8
1% 2% 3%
Pr.3 2 6 5 0 4 2 0 1 20
4% 6% 7%
Druge strukt. pr. | 6 15 23 3 12 4 5 5 73
14% 20% 24%
Komplex.pr. 11 8 0 0 0 5 0 0 24
4% 7% 8%
> 20 39 75 58 52 43 6 7 300
56% 83%

Strukturne promjene kromosoma 5 i 7 (translokacije i/ili delecije 5q31/5q34,
7q31) nadene su kao sastavni dio kompleksnih nalaza u kariotipu ispitanika s
AML.

Od ukupnog broja nadenih specificnih citogenetskih promjena strukturne
promjene lokusa 11g23 ¢ine 28% (57/203) 1 najcesce su specifiCne strukturne
promjene (P<0.03). Od ostalih nadenih specificnih promjena slijedi t(15;17),
54/203 (27%) 1 t(8;21), 39/203 (19%). Spomenute specificne promjene u
ispitanika s AML prikazuje slika 12 .
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Slika 12. Ucestalost specifi¢nih strukturnih promjena u ukupnoj patologiji

ispitanika s AML (N=363)

Tablica 18. prikazuje karakteristike ispitanika u kojih su nadene strukturne
promjene u kariotipu. Ispitanici s promjenama t(8;21), t(15;17), inv(16)/t(16;16),
t(9;11) 1 t(6;9) bili su mladi od 45 godina pri dijagnozi bolesti za razliku od
ispitanika s strukturnim promjenama kromosoma 3 (3q26), drugim strukturnim i
kompleksnim promjenama gdje su ispitanici bili stariji od 45 godina (P<0.001).
Medijan leukocita bio je najveéi u ispitanika s promjenom lokusa 11g23 i u tih
ispitanika 27/46, (59%) imalo je broj L > 30x10° /L (P<0.01). Ispitanici u kojih
je nadena specifi¢na promjena t(8;21) postigli su KR u 87% slucajeva, s t(15;17)
u 67% a ispitanici s inv (16) u 69% slucajeva. Najmanje KR nadeno je u

ispitanika s promjenama kromosoma 3926 (50%) i 11923 promjenom (54%).
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Tablica 18. Karakteristike ispitanika s strukturnim promjenama

D DOB BL Lx10°/L
Promjena 536 medijan | medijan | medijan | L>30 | KR
> Uredan 173 47 50 19,4 63 123
kariotip 36% 71%
8,21 39 44 41 18 8 34
21% 87%
15:17 54 45 38 9,5 5 36
9% 67%
Inv 16 25 39 38 21 11 17
44% 69%
11923 46 45 48 355 27 25
59% 54%
9:11 11 39 51 22 4 8
36% 62%
6,9 8 42 42 29,5 4 5
50% 59%
Pr. 3 20 51 42 19,5 12 10
40% 50%
Druge str.pr. 73 49 50 19 36 50
49% 68%

Na slici 13. prikazan je ishod lijeCenja uvodnom terapijom ispitanika s AML

prema promjeni u kariotipu prilikom postavljanja dijagnoze.

80

70+

60

50

= Broj ispitanika

B KR

I Refraktorna bolest
W Rana smrt

15,17 inv 16 11923 3926 Ostalo

Slika 13. Ishod uvodne terapije u ispitanika s AML
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Tablica 19. i slika 14. prikazuje specifi¢ne strukturne promjene u kombinaciji s
najces¢im trisomijama u ispitanika s AML. Trisomija osmog kromosoma u
kombinaciji s specificnom promjenom t(8;21) 1 t(15;17) utje¢e na rezultat uvodne
terapije (postizanje KR), za razliku od drugih spomenutih trisomija koje ne

mjenjaju rezultat uvodne terapije (KR).

Tablica 19. Specifi¢ne strukturne promjene u kombinaciji s najées¢im

trisomijama u ispitanika s AML.

DOB BL Lx10°/L

Promjena > medijan | medijan | medijan | L>30 | KR P
8;21 39 47 41 18 8 34

11% 87%
8;21 +8* 7 48 32 18 3 4

2% 57% .01
8;21 +21* 2 49 48,5 14,7 0 2

1% 100% | N.S

> 48

15;17 54 45,5 38 9,55 5 36

15% 67%
15;17 +8* 2 39,5 37 81 1 1

1% 50% .01
15;17 +21* 2 44,5 73,5 4,6 0 2

1% 100% | N.S

*Strukturna promjena i trisomija u istom klonu

60
-
i
n
50 =
o
o
o
o
401 =
:
T
| i 8 Broj ispitanika
30 = OL>30
n
3 B KR
o
o
4 T
20 =
o
o
0
— n
101 57% =
o
0 ‘ ‘ ‘ ‘ T T% N - - .

. = .
(8;21) t(8;21)+8  (8;21)+21 t(15;17) t(15;17)+8 1(15;17)+21

Slika 14. Specifi¢ne strukturne promjene i trisomije
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4.3. Prognosticke skupine u ispitanika s AML

Promjene u kariotipu ispitanika s AML podjeljene su u tri prognosticke skupine,
povoljna, nepovoljna i intermedijarna (strana 17). Od ukupno 536 ispitanika
povoljan citogenetski nalaz naden je u 118/536 (22%) slucajeva. Intermedijarni
tip citogenetske promjene (uredan nalaz, druge neklasificirane promjene u
kariotipu) utvrden je 260/536 (49%) ispitanika, dok je u 158/536 (29%)
ispitanika utvrdena nepovoljna citogentska promjena (promjene lokusa 3q26,
11923, +8, t(6;9), t(9;11), kompleksni nalazi u kariotipu) tablica 20, slika 15.
Tablica 20. Ucestalost prognostickih skupina u AML

DOB BL LxI10°/L
Promjena grupe > medijan medijan medijan L>30 KR
Povoljne 118 44,5 38 12,5 19 90
22% 16% 76%
Nepovoljne 158 47 48,5 27,5 74 71
30% 47% 45%
Intermedijarne 87 46 50 19 36 59
16% 41% 68%
Uredan nalaz 173 47 50 194 62 123
32% 27% 71%
> 536
Povoljne 118 44,5 38 12,5 19 90
16% 76%
Nepovoljne 158 47 48,5 27,5 74 71
47% 45%
Intermedijarne 260 46 50 19,2 99 182
+ Uredni 49% 38% 70%

l- Povoljne B Nepovoljne B Intermedijarne & N/N

Slika 15. Ucestalost prognostickih skupina u AML
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4.3.1. Vjerojatnost postizanja KR u ispitanika s AML

Slika 16. prikazuje vjerojatnost postizanja kompletne remisije prema
prognostickim skupinama. Vjerojatnost postizanja kompletne remisije bolesti za
ispitanike s povoljnim odnosno intermedijarnim promjenama kariotipa iznosi
76% 1 70%. Ispitanici s nepovoljnim promjenama u kariotipu imaju vjerojatnost
postizanja KR 45% (p<0.03). Izmedu povoljne 1 intermedijarne skupine ne

postoji statisticki znacajna razlika u vjerojatnosti postizanja KR.

300

250

200 70% }

150 71% O Broj ispitanika
0OL>30

1007 45%

50

Py %

Povoljine Nepovoljne Intermedijarne N/N Inter + N/N

Slika 16. Vjerojatnost postizanja KR u ispitanika s AML prema prognostickim

skupinama

Slika 17. prikazuje vjerojatnost postizanja kompletne remisije izmedu ispitanika
s nepovoljnom promjenom u kariotipu i ostalih ispitanika (ispitanici s povoljnim
1 intermedijarnim promjenama u kariotipu). Postoji statisticki znacajna razlika u

vjerojatnosti postizanja KR izmedu ove dvije skupine (p<0.03).
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Slika 17. Vjerojatnost postizanja KR u ispitanika s AML prema prognostickim

skupinama

4.3.2. Vjerojatnost preZivljenja bez znakova bolesti u ispitanika s AML

Ispitanici koji imaju povoljnu promjenu u kariotipu imaju bolju prognozu bolesti
1 prezivljenje. Ispitanici s povoljnim promjenama u kariotipu imaju vjerojatnost
prezivljenja duzu od 60 mj. u 43% slucajeva za razliku od ispitanika s
nepovoljnom promjenom u kariotipu gdje je prezivljenje duze od 60 mj. u 9%
(P<0.05). Na slici 18. prikazano je prezivljenje duze od 60 mj. prema podjeli

promjena kariotipa u prognosticke skupine.

49



180

160

140+ | 43%

120

100

H Broj ispitanika
E KR

PrezZiviienje >60 mj.

80

60

40

20

Povolina Nepovolina Intermedijarna Uredan

Slika 18. Prikaz prezivljenja ispitanika s AML prema prognosti¢kim skupinama

Ispitanici s nepovoljnim citogenetskim promjenama u kariotipu imaju statisticki
znacajno losije prezivljenje nego ostali ispitanici (P<0.01).

U ispitanika s AML nije nadena statisticki znacajna razlika u prezivljenju bez
znakova bolesti §to se tice lijeCenja razli¢itim uvodnim terapijskim protokolima.
Ispitanici lijeCeni TKMS imaju duze prezivljenje bez znakova bolesti u odnosu
na ispitanike koji nisu lijeceni transplantacijom (57mj., 5%CI, 46,4-63,1) napram

32 mj. (95%ClL,14,6-58,7), P=.009.
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4.3.3.

Vjerojatnost relapsa u ispitanika s AML

Vjerojatnost relapsa bolesti za ispitanike s povoljnom i intermedijarnom

promjenom kariotipa iznosi 56% 1 68% slika 19. 1 20. Ispitanici s nepovoljnom

promjenom u kariotipu imaju znacajno vecu ucestalost relapsa bolesti (82%) od

ostalih ispitanika (P<.05)

100
20
80

S 70

£
8,

g 40

S 30

20
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0

Slika 19.

1 Nepovoljna 82%

j Intermedijarna 68%

i p |

il Povoljna 56%

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108
Mjeseci

Vjerojatnost relapsa ispitanika s AML prema prognostickim

skupinama (P<0.05)
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Slika 20. Vjerojatnost relapsa ispitanika s AML prema prognostickim
skupinama (P<0.01)

4.3.4. Rizic¢ni Cinitelji u ispitanika s AML

Tablica 21. prikazuje Cinitelje koji mogu utjecati na ishod uvodne terapije tj. na
postizanje KR u ispitanika s AML.

Za postizanje KR osim promjena u kariotipu, vazna je veli¢ina tumorske mase
(L>30x10°/L), citomorfoloska klasifikacija, dob(<45 god.). Slika 21, 22, 23 1 24
predocuju ¢initelje koji imaju utjecaj na postizanje KR u ispitanika s AML.
Ispitanici koji su imali veliku tumorsku masu leukociti (L> 30x10%/L) imali su
manju ucestalost postizanja kompletne remisije nego ostali ispitanici. Ispitanici s
veé¢im brojem leukocita imaju rizik 2.8 puta veci za neuspjeh uvodne terapije
nego ispitanici s L < 30x10°/L.

Takoder ispitanici koji su bili stariji od 45 godina imali su manju ucestalost
postizanja kompletne remisije nego mladi ispitanici. U ispitanika starijih od 45
godina veca je ucestalost rane smrti nego u mladih od 45 godina. Ispitanici stariji
od 45 godina, s brojem leukocita >30x10°/L, te prisustvom nepovoljne
citogenetske promjene imaju veci rizik neuspjeha uvodne terapije od ostali.
Starija zivotna dob znacajan je rizi¢ni Cinitelj za neuspjeh lijeenja. Ispitanici
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stariji od 45 godina imaju 1.5 puta veci rizik neuspjeha uvodne terapije nego
mladi. Ispitanici s nepovoljnim citogenetskim nalazom imaju 2.5 puta veci rizik
od neuspjeha uvodne terapije nego ostali ispitanici. Nepovoljni rizi¢ni ¢imbenici
za neuspjeh lijeCenja (multivarijantna analiza) su starija zivotna dob >45, broj
leukocita >30x10°/L, prisustvo nepovoljne citogenetske promjene. Zajednicki
riziéni Cimbenici za neuspjeh uvodne terapije i1 lijeCenja su broj leukocita u
perifernoj krvi >30.0x10°/L, starija dob i prisustvo nepovoljne citogenetske

promjene.

Tablica 21. Rizi¢ni Cinitelji koji mogu utjecati na postizanje KR

Cinitelj Kompletna Refraktorna Rana smrt P
remisija bolest

Broj leukocita” 0.001
< 30x107/I 78% 10% 12%

> 30x107/I 55% 26% 19%

FAB klasifikacija 0.05
M1,M2,M3,M6 76% 12% 12%

M4,M5 60% 22% 18%

Spol N.S.
muski 63% 21% 16%

zenski 65% 21% 14%

Dob* 0.001
< 45 godina 74% 17% 9%

> 45 godina 52% 33% 15%

Blasti u kostanoj srzi* N.S.
< 50% 68% 18% 14%

> 50% 60% 24% 16%

Broj trombocita* N.S.
< 25x10%/ 58% 23% 19%

> 25x10%/1 72% 17% 1%

Hemoglobin* N.S.
<100 g/L 62% 22% 16%

> 100 g/L 68% 18% 14%

* pri dijagnozi
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Slika 21. Rizi¢ni ¢initelji za neuspjeh uvodne terapije u AML

(univarijatna analiza)
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Slika 22. Rizi¢ni €initelji za neuspjeh uvodne terapije u AML

(multivarijatna analiza)
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Slika 23. Rizi¢ni Cinitelji za neuspjeh lije¢enja u AML

(univarijatna analiza)

Slika 24. Rizi¢ni ¢initelji za neuspjeh lije¢enja u AML

(multivarijatna analiza)
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5. RASPRAVA

Citogenetske promjene u bolesnika s AML opisane su prvi put u kasnim 50-tim
godinama (76). Prema prvim istraZivanjima pokazalo se da oko 50% bolesnika s
AML imaju klonalne kromosomske promjene u kariotipu. Prvi izvjestaj
International Workshop on Chromosomes in Leukaemia iz 1978. godine u 660
bolesnika s novootkrivenom AML pokazao je da se citogenetske promjene
nalaze u oko 50% bolesnika (77). Novije studije pokazale su kako upotrebom
preciznijih 1 specifi¢nijih tehnika, prije svega molekularnih tehnika (FISH, PCR,
RT-PCR) promjene u kariotipu odnosno u genomu mogu se nac¢i u daleko ve¢em
broju bolesnika s AML i do >80% (27). Prema nekim istraziva¢ima svi bolesnici
s AML imaju neku od citogenetskih promjena u kariotipu (78,79). Do danas
objavljeni rezultati studija ukazuju da oko 2/3 bolesnika s AML mogu imati
klonalnu kromosomsku promjenu u vrijeme postavljanja dijagnoze (80). Jedan
od razlog zaSto se dio promjena ne otkrije pri samoj diagnozi AML je Cinjenica
da se radi o tkz. kripticnim ili prikrivenim promjenama koje su na razini gena.
Upravo zbog te Cinjenice svi nasi ispitanici bili su podvrgnuti obaveznom
pretrazivanju na poznate specificne promjene koje se nalaze u odredenom
tipu/podtipu AML.

U naSem retrospektivnom istrazivanju citogenetske promjene nadene su u 68%
ispitanika s AML $to je sukladno do sada objavljenim studijama (81,82).

U tablici 4. prikazane su priznate, primarne kromosomske promjene u bolesnika
s AML. Iako se primarne kromosomske promjene nalaze u vise od 80%
bolesnika s AML, one mogu biti udruzene sa sekundarnim promjenama. U viSe
od 60% bolesnika s AML primarne kromosomske promjene su jedina promjena,
dok je u ostalih bolesnika primarna kariotipska promjena udruzena s jednom ili
visSe promjena (83). U bolesnika s AML-M3 80% bolesnika ima samo jednu
citogenetsku promjenu, dok u bolesnika s AML-M6 samo 25% ima jednu
citogenetsku promjenu (84).

U nasih ispitanika viSestruke citogenetske promjene nadene su u 39%, dok je u
ostalih nadena samo jedna citogenetska promjena §to je sukladno s navodima iz

literature.
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Numeri¢ke promjene, prije svega monosomije i trisomije Cesti su nalaz u
bolesnika s AML posebice monosomija 8 1 13 te trisomija 8 i trisomija 13 (85).
Oko 15-20% bolesnika s AML imaju neku od trisomija ili monosomiju (86).

U naSem istrazivanju 44% ispitanika imalo je numericke promjene. Monosomije
1 trisomije nadene su u 121/536 ili 22% ispitanika i Cinile su 33% (121/363)
sveukupno nadene patologije. Od svih nadenih monosomija, monosomija 13
nadena je u 12/25 tj. u 48%, a monosomija 8 u 10/25 ili u 40% ispitanika. Za
razliku od monosomija u ispitanika kod kojih je nadena trisomija na prvom
mjestu po ucestalosti bila je trisomija 8 i to u 47/82 (57%), a trisomija 13 nadena
je u 17/82 (21%) ispitanika. Monosomije i trisomije spomenutih kromosoma
(kr.8 1 kr.13) Ceste su u ispitanika s AML ali nisu specifi¢ne promjene i ne vezu
se uz neki odredeni podtip AML. Naprotiv ove numericke promjene nadene su u
svim podtipovima AML §to je sukladno i literaturnim podacima (27). Ono Sto je
potrebno istaknuti su podaci o njihovoj vaznost pri odgovoru na uvodnu terapiju
tj. na postizanje KR 1 prognozu bolesti. Ispitanici u kojih je nadena monosomija
13 postizu KR u 25% slucajeva, a s trisomijom 13 u 24% slucajeva. PreZivljenje
s monosomijom 13 u nasih ispitanika je 17 mjeseci, a s trisomijom 13 samo 6%
ispitanika zivi duze od 60 mjeseci (87). Trisomija 8 Cesta je numeri¢ka promjena
kariotipa u bolesnika s AML (80). Ucestalost ove kromosomske promjene po
literaturi iznosi > 7% svih promjena kariotipa (79). U naSem istraZzivanju od
ukupno 536 ispitanika trisomiju 8 imalo je 47/536 (9%) ili 13% od sveukupne
patologije ispitanika (47/363). Trisomija 8 nije specifina za pojedini podtip
AML (27). To je utvrdeno 1 u naSem istraZivanju, jer se trisomija 8 nasla u
gotovo u svih nasih ispitanika s AML. Postizanje KR 1 prezivljenje u ispitanika
koji imaju monosomiju 8 ili trisomiju 8 u nalazu kariotipa se razlikuje.
Monosomija 8 koja je nadena u naSih ispitanika imala je loSiju prognozu od
trisomije 8. Navode potvrduju i istraZzivanja koja daju vaznost promjenama kao
Sto su monosomije ili trisomije spomenutih parova kromosoma (57). Po
literaturnim podacima kompletna remisija postize se u oko 40% bolesnika sa
trisomijom 8 (88). Nasi ispitanici s trisomijom 8 postizali su KR u 66%
slucajeva. PetogodiSnje prezivljenje ispitanika koji su u kariotipu imali nalaz

trisomije 8 bio je 39% (19/47).
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Strukturne promjene u kariotipu ispitanika s AML opisuju se u >40% (55), au
naSem istraZivanju one su nadene u 56% ispitanika.

Translokacija t(8;21)(q22;922) nalazi se uglavnom u bolesnika s AML-M2
podtipom, ali se moze naci i u drugim podtipovima posebno u AML-MI ili
AML-M4 (89). Prema dosadasnjim istrazivanjima smatra se kako je ucestalost
ove translokacije u svih bolesnika s AML u prosjeku oko 15% (64). Ova
translokacija nadena je u 11% (39/363) nasih ispitanika s AML (64,90). Prema
rezultatima dosadasnjih studija (istraZivanja) bolesnici s translokacijom
t(8;21)(q22;922) imaju najbolji odgovor na uvodnu terapiju (91,92). U oko 85%
bolesnika postigne se kompletna remisja bolesti (93,94,95). U nasem istrazivanju
kompletna remisija bolesti postignuta je u  34/39 (87%) ispitanika s
translokacijom t(8;21)(q22;q22).

Translokacija t(15;17)(q22:q11-12) nalazi se u preko 90% bolesnika s akutnom
promijelocitnom leukemijom (AML-M3) (27). U veéine tih bolesnika ova
promjena je jedina citogenetska promjena (96,97). U naSem istraZzivanju
translokacija t(15;17) nadena je u 54/363 ili u 15% nadene patologije. To je
promjena koja je nadena iskljucivo u ispitanika s AML-M3. Translokacija
t(15;17) rijetko se nalazi u drugih tipova leukemija (98,99) sto je pokazalo i nase
istrazivanje (100). Ispitanici u kojih je nadena t(15;17)(q22:q11-12) postizu KR u
67% (36/54) slucejeva (101).

Povezanost strukturne promjene dugog kraka kromosoma 16 tj. inv(16)(p13;q22)
1 infiltracije koStane srzi sa eozinofilima opisana je 1983 godine (102). U tih
bolesnika radilo se o akutnoj mijelomonocitnoj leukemiji (AML-M4). Prema
dosadasnjim rezultatima inv(16)(p13;922) najcesca je kromosomska promjena u
bolesnika s AML-M4. Oko 40% bolesnika s akutnom mijelomonocitnom
leukemijom ima tu citogenetsku promjenu (103). Od ukupnog broja strukturnih
promjena u bolesnika s AML na inverziju ili deleciju dugog kraka kromosoma 16
otpada oko 5% slu€ajeva po literaturi (27). U naSem istrazivanju inv(16) nadena
je u 25/363 tj. u 7% ispitanika. Bolesnici s inv(16) takoder imaju veliki postotak
remisije nakon uvodne terapije. Oko 75% bolesnika postigne kompletnu remisiju
bolesti. U naSem istrazivanju ispitanici s inv(16) postignu remisiju bolesti u

17/25 (69%) sludajeva (104).
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Strukturne promjene dugok kraka kromosom 11 tj. lukusa 11q23 (balansirane i
nebalansirane) nalaze se Cesto u bolesnika s akutnom monocitnom leukemijom
(105,106). Prema dosadasnjim rezultatima najvec¢a ucestalost ove promjene
nalazi se u bolesnika s AML-M>5a i iznosi oko 35%. U naSem istrazivanju 57/363
ispitanika imalo je promjenu lokusa 11q ili toc¢nije 16% ukupno nadene
patologije. Ucestalost strukturne promjene lokusa 11g23 bila je najvec¢a u AML-
M5a i to 55% od ukupne patologije lokusa 11q. Od nadenih strukturnih promjena
lokusa 11932, 74% bile su balansirane promjene tj. translokacije
(t(9;11)(p23;923), t(10;11)(p12;923), t(11;19)(q23;p13)) (ref.atlas). Preostali dio
patologije lokusa 11g23 pripadao je delecijama i amplifikacijama. Kompletna
remisija u naSih ispitanika s promjenom lokusa 11923 postize se u >50% $to
ovisi 0 kojoj se strukturnoj promjeni radi (partner kromosom).

Translokacija t(6;9)(p23;q34) u nasSem istrazivanju nadena je u 8 ispitanika, dva s
AML-M1, tri s AML-M2, 2 s AML-M4 i jedan ispitanik s AML-M5. Ova
balansirana strukturna promjena ¢ini 2% (8/363) nadene patologije u naSih
ispitanika. Ukoliko se radi pretrazivanje na spomenutu strukturnu promjenu
njena incidencija je oko 1-2% patologije u bolesnika s AML (107). U naSih
ispitanika KR postignuta je u 59% (5/8) slucajeva. Po literaturnim podacima
razlicite studije opisuju i razli€itost u postizanju KR od 40-65% (108).

Strukturne promjene koje zahvacaju lokus 3q26 tj. 1(3;3)(q21;926),
inv(3)(q21;926), ins(3)(q26;921g26) nadene su u 6% (20/363) ispitanika.
Strukturne promjene lokusa 326 nisu specificne za odredeni podtip AML (109).
Dosadasnja istrazivanja 1 spoznaje pokazale su da se neke promjene kariotipa
(genoma) mogu pridruziti pojedinim podtipovima AML i da imaju odredenu
prognosticku i klini¢ku vrijednost (110). Cak i prije otkrivanja tehnika pruganja
bila je poznata vrijednost citogenetskog nalaza. Bolesnici koji su imali normalan
(uredan) nalaz u kariotipu (N/N) imali su bolje prezivljenje nego li bolesnici s
mozaikom ili normalnim 1 patoloskim nalazom (N/A) te znacajno bolje
prezivljenje od bolesnika koji su imali samo patoloski nalaz kariotipa (A/A)
(111).

U istrazivanjima se pokazalo takoder da je nalaz normalnog kariotipa vrlo vazan

za postizanje kompletne remisije te prezivljenje bolesnika (112). Upravo poradi
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vaznosti samih promjena koje se nalaze u AML najnovija podjela Svjetske
zdrastvene organizacije (eng. WHO, World Health Organization) ukljucuje sve
one klinicke, bioloske i laboratorijske pokazatelje koji odreduju i prognozu
akutne leukemije. Upravo tim spoznajama vodili smo se u naSem istrazivanju.
Vrijednost 1 vaznost obaveznog pretrazivanja na poznate nam specifi¢ne
promjene kariotipa u ispitanika s AML pokazao se izuzetno koristan jer dio
promjena (kripti¢ne promjene prije svega) bilo bi tesko detektirati morfoloskim
metodama GTG- pruganja. Pretrazivanje u nasih ispitanika bilo je obavezno za
sve poznate, specifi¢ne promjene u AML.

U nasih ispitanika uredan nalaz kariotipa naden je u 32% (173/536), povoljan u
22%, nepovoljan u 30% 1 intermedijaran u 16%. Ukupno preZivljenje ispitanika
koji su imali uredan nalaz kariotipa (N/N) bolje je od prezivljenja ispitanika u
kojih je naden samo patoloski nalaz (A/A). PetogodiSnje prezivljenje bez
znakova bolesti u ispitanika s urednim nalazom bilo je 43%, dok prezivljenje
ispitanika koji su pripadali skupini s nepovoljnom citogenetskom promjenom
bilo 9%. Drugim rije¢ima, ispitanici koji imaju povoljan citogenetski nalaz imaju
bolje prezivljenje 1 veci postotak remisije od ispitanika s nepovoljnom
promjenom.

Prema dosadasnjim rezultatima bolesnici s povoljnom citogenetskom promjenom
koji su lijeceni citostatskom terapijom postigli su remisiju u oko 80% slucajeva
(113,114,115). U naSem istrazivanju kompletna remisija u tih ispitanika
postignuta je u 76% (90/118) bolesnika. Bolesnici s nepovoljnim kariotipom
postizu remisiju bolesti u oko 20-40% slucajeva (113). U naSem istraZivanju
kompletna remisija postignuta je u 45% (71/158) ispitanika, dok je preko 50%
bolesnika imalo rezistentnu bolest. Ucestalost rane smrti zbog krvarenja,
infekcije ili drugih uzroka prije moguénosti objektivizacije kompletne remisije
bolesti bila je podjednaka u svim ispitivanim skupinama. Vjerojatnost postizanja
remisije u bolesnika s intermedijarnim tipom citogenetske promjene iznosi 68%
(59/87), a 71% s urednim nalazom kariotipa.Obzirom da ne postoji statisticki
znacajna razlika u vjerojatnosti postizanja kompletne remisije izmedu ove dvije
skupine bolesnika, one zajedno mogu ¢initi istu rizi¢nu skupinu (intermedijarna

+ uredan nalaz). U usporedbi s bolesnicima koji su imali nepovoljnu citogenetsku
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promjenu ovi bolesnici imaju statistiCki veéu vjerojatnost postizanja remisije.
Veliki je popis istrazivanja koja potvrduju dobivene podatke (113,114,116,117).
Vjerojatnost prezivljenja bez znakova bolesti bolesnika s AML, osim drugim
¢initeljima uvjetovana je i prisustvom citogenetskih promjena pri dijagnozi (80).
PetogodiS$nje prezivljenje bez znakova bolesti u bolesnika koji nemaju jednu od
nepovoljnih citogenetskih promjena iznosi oko 45% (114). To potvrduje i naSe
istrazivanje u kojem su bolesnici s povoljnom ili intermedijarnom citogenetskom
promjenom 1imali bolje prezivljenje nego bolesnici s nepovoljnim tipom
citogenetske promjene.

Vjerojatnost relapsa bolesti manja je u bolesnika koji pri dijagnozi nisu imali
citogenetske promjene ili u bolesnika koji su 1imali translokaciju
t(8;21)(q22;922), t(15;17)(q22:q11-12), inv(16) (110,113). U nasem istrazivanju
relaps bolesti utvrden je u oko 80% bolesnika koji su imali nepovoljnu
citogenetsku promjenu. Osim promjena u kariotipu na postizanje kompletne
remisije bolesti mogu utjecati razli¢iti ¢imbenici (dob, FAB razdioba, krvarenja,
DIK, broj leukocita, postotak blasta u koStanoj srzi i1 perifernoj krvi, itd.)
(113,114,115). U nasem istrazivanju Cinitelji koji utje¢u na postizanje kompletne
remisije bolesti su: broj leukocita u perifernoj krvi, morfologija AML, dob i
prisustvo citogenetskih promjena. Multivarijatna analiza pokazala je da bolesnici
imaju veci rizik od neuspjeha uvodne terapije ako su starije dobi (>45 god.),
imaju broj leukocita u perifernoj krvi pri dijagnozi >30.0x10°/L i jednu ili vige
nepovoljnih citogenetskih promjena. Osim na uspjeh uvodne terapije razliciti
Cinitelji mogu utjecati na ishod lijeCenja bolesnika (114,116). Najces¢e se
navode: broj leukocita i morfoloska razdioba, postojanje citogenetskih promjena,
postotak blasta u koStanoj srzi, organomegalija, krvarenje, infekcije itd. U nasem
istrazivanju na uspjeh lijeCenja utjeCu broj leukocita u perifernoj krvi pri
dijagnozi, morfoloSka razdioba, dob, prisustvo citogenetske promjene, postotak
blasta u koStanoj srzi. Multivarijatnom analizom utvrdeno je kako ve¢i rizik od
neuspjeha lijeCenja imaju: stariji bolesnici (>45 god), bolesnici s AML-M1 i
AML-MS, bolesnici koji su imali ve¢i broj leukocita odnosno manji broj

trombocita u perifernoj krvi pri dijagnozi i bolesnici koji su imali jednu ili viSe
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nepovoljnih citogenetskih promjena. Svi navedeni Cinitelji neovisni su jedan o
drugome.

U zakljucku se moze kazati da bolesnici koji imaju nepovoljnu citogenetsku
promjenu pri dijagnozi imaju los$iji klinicki tijek i konacan ishod lijecenja nego

bolesnici koji imaju uredan nalaz ili povoljnu citogenetsku promjenu.
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6.

ZAKLJUCCI

Ucestalost nadenih citogenetskih promjena u ispitanika s AML iznosila je

68%, dok je 32% ispitanika imalo uredan citogenetski nalaz (kariotip).

Numericke promjene nisu specificne promjene kariotipa ali su prognosticki

vazan pokazatelj u ispitanika s AML.

Ispitanici u kojih su nadene monosomije imali su znacajno losiju prognozu

(KR, prezivljenje) od istih dokazanih trisomija.

Povoljne citogenetske promjene utvrdene su u 22% ispitanika, a nepovoljne u

30% ispitanika.

Ispitanici s povoljnim odnosno intermedijarnim tipom citogenetske promjene
pri dijagnozi imaju vecu vjerojatnost postizanja remisije nego ispitanici s

nepovoljnim citogenetskim promjenama.

Ispitanici s nepovoljnim citogenetskim promjenama imaju manju vjerojatnost

prezivljenja bez znakova bolesti te vecu vjerojatnost relapsa bolesti.

Rizi¢ni ¢initelji za neuspjeh uvodne terapije su postojanje nepovoljnih
citogenetskih promjena u kariotipu, leukociti u perifernoj krvi >30.0x10°/L i

zivotna dob > 45 godina.

Rizi¢ni ¢initelji za neuspjeh lijeCenja (relaps bolesti ili smrt bolesnika) su:

1. postojanje nepovoljnih citogenetskih promjena u kariotipu ispitanika s
AML,

2. leukociti u perifernoj krvi pri dijagnozi >30.0x10°/L,

3. starija zivotna dob,

4. trombociti u perifernoj krvi pri dijagnozi <25x10°/L,

5. podtip AML po FAB razdiobi AML-M1 i AML-MS.
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7. SAZETAK

U istrazivanje je uklju¢eno 536 bolesnika s novootkrivenom akutnom
mijeloi¢nom leukemijom. Medijan dobi iznosio je 36 godine u rasponu od 16-60
godina. Akutna mijeloi¢na leukemija M2 podtipa dijagnosticirana je u 31%
slucajeva, dok je AML-M6 dijagnosticirana u 3% slucajeva. Akutna
promijelocitna leukemija dijagnosticirana je u 76/536 (14%). Akutna mijeloi¢na
leukemija M4 podtipa dijagnosticirana je u 75/536 (14%), dok je AML-MS5
dijagnosticirana u 62/536 (12%) bolesnika. Eritroleukemija (AML-M6)
dijagnosticirana je u 18/536 (3%) bolesnika. Medijan leukocita pri dijagnozi
iznosio je 19x10°/L, raspona od 0.8-323x10°/L. Za analizu kromosoma
primjenjene su standardne metode pruganja. Prema nalazu citogenetske analize
bolesnici su razdijeljeni u tri prognosticke skupine. Bolesnici s translokacijom
t(8;21), inverzijom inv(16), translokacijom t(15;17) nalaze se u tzv. povoljnoj
skupini. Bolesnici s urednim nalazom bez kromosomskih promjena u kariotipu
odnosno bolesnici sa citogenetskim promjenama nepoznate prognoze cine
posebnu skupinu intermedijarne prognoze. Bolesnici u kojih je nadena trisomija
8, ili promjene kromosoma 5, 7, promjene lokusa 11q23, 3q26 nalaze se u
nepovoljnoj skupini. Citogenetske promjene nadene su u 363 (68%) bolesnika.
Povoljan citogenetski nalaz naden je u 118 (22%) bolesnika. Intermedijarni tip
citogenetske promjene utvrden je u 260 (49%) bolesnika, dok je u 158 (30%)
bolesnika utvrdena nepovoljna citogentska promjena. Kompletna remisija
postignuta je u 76% bolesnika dobre citogenetske prognoze, u 70% bolesnika
intermedijarne citogenetske prognoze, te u samo 45% bolesnika nepovoljne
citogenetske prognoze (p=0.001). Vjerojatnost petogodiSnjeg prezivljenja bez
znakova bolesti u bolesnika s povoljnom, intermedijarnom i nepovoljnom
citogenetskom promjenom iznosi 43%, 34% i 9% (p=0.05). Vjerojatnost relapsa
bolesti iznosi 82% za bolesnike s nepovoljnom citogenetskom promjenom, 68%
za bolesnike s intermedijarnom citogenetskom promjenom 1 56% za bolesnike s

povoljnim citogenetskim nalazom (p=0.05).
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8. SUMMARY

The Value of chromosomal findings in treatment of acute myeloid leukemia
Sanja Davidovi¢-Mrsi¢
2011

In our investigation 536 patients with de novo acute leukemia were included into
prospective study. Median age was 36 years, ranged 16-60. The majority of
patients have AML-M2 (31%) or AML-M6 subtype (3%) according to French-
American-British classification. 14% patients have AML-M3 subtype. AML-M4
was observed in 75/536 (14%) and AML-MS5 in 62/536 (12%) patients. In 3%
patients AML-M6 was documented. Median WBC at diagnosis was 19x10°/1,
ranged 0.-323x10°/1. For chromosome analysis standard banding was done.
According to the cytogenetic finding patients were classified in three prognostic
groups. Patients with translocations t(8;21) or t(15;17), inversion inv(16) were
classified as a good prognostic group, while patients with trisomy 8, patients with
chromosome 3, 11g23 abnormalities and patients with changes of chromosome 5
and 7 were classified as a poor prognostic group. Other patients were classified
as an intermediate prognostic group. Cytogenetic abnormalities were found in
363 (68%) patients. 22% patients were classified as a good prognostic group and
158 (30%) as a poor prognosis group. Complete remission was obtained in 76%
of patients with good karyotype, in 70% patients with intermediate karyotype and
only 45% in poor prognostic group (P=0.001). Five year probability of disease
free survival for patients with good, intermediate and poor karyotype is 43%,
34% and 9% respectively (P=0.05). Probability of relapse for patients with poor
karyotype is 82%, for intermediate karyotype 68% and for patients with good
karyotype is 56% (P=0.05).
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