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POPIS KRATICA

AML — akutna mijeloi¢na leukemija (engl. Acute myeloid leukemia)
SZO0O — Svjetska zdravstvena organizacija

ELN — Europska Leukemia Net (engl. European Leukemia Net)
MDS - mijelodisplasti¢ni sindrom (engl. Myelodisplastic syndrome)

IPSS — Internacionalni prognosticki sustav bodovanja (engl. International prognostic scoring

system)

IPSS-R — Revidirani internacionalni prognosti¢ki sustav bodovanja (engl. International

prognostic scoring system revised)
CML — kroni¢na mijeloi¢na leukemija (engl. Chronic myeloid leukemia)
ALL — akutna limfocitna leukemija (engl. Acute lymphocytic leukemia)

SATBI1 — specijalni AT sekvencom bogati vezujuéi protein 1 (engl. Special AT-rich binding

protein 1)
URE — uzvodni regulatorni element (engl. Upstream regulatory element)
FISH — Fluorescentna in situ hibridizacija (engl. Fluorescence in situ hybridization)

ISCN — Medunarodni sustav za humanu citogenomsku klasifikaciju (engl. International System

for human cytogenomic nomenclature)

IRS — imunoreaktivni sustav bodovanja (engl. immunoreactive score)
SI— intenzitet bojanja (engl. staining intensity)

PP — postotak pozitivnih stanica (engl. percentage of positive cells)

PI — indeks proliferacije (engl. proliferative index)



1. UVOD



1.1. Akutna mijeloi¢na leukemija

Leukemije su maligne bolesti hematopoetskog sustava podrijetlom iz koStane srzi, a
nastaju abnormalnom klonalnom ekspanzijom bijelih krvnih stanica (1). Akutna mijeloi¢na
leukemija (AML od engl. Acute Myeloid Leukemia) je okarakterizirana klonalnom ekspanzijom
nediferenciranih mijeloidnih prekursorskih stanica Sto rezultira poreme¢enom hematopoezom i
zatajenjem kosStane srzi (2). Incidencija akutnih leukemija je 4/100 000 godisnje, a AML Ccini
70% svih slucajeva. Incidencija raste s porastom dobi, a najucestalija je u osoba iznad 70 godina.
Bolest se ¢esc¢e javlja u muskaraca (3).

Prema klasifikaciji Svjetske zdravstvene organizacije (SZO) iz 2016. godine akutne
mijeloi¢ne leukemije razlikuju se po klinickim, citogenetickim, imunofenotipskim, molekularnim
i morfoloskim karakteristikama. Sve navedene karakteristike nuzne su za to¢nu dijagnozu i
specifinu klasifikaciju AML-a. Ovakav pristup zahtijeva koordinaciju izmedu hematologa,
patologa, referentnih laboratorija, citogeneticara 1 molekularnih patologa. Ovakva suradnja
omogucuje preciznu klasifikaciju AML-a koja ukljucuje prognosticki znacaj, a time i mozebitni
novi pristup lijecenju (4).

Prema SZO iz 2016. godine AML su podijeljene u 6 skupina (Tablica 1.). U prvoj skupini
je AML s ponavljaju¢im citogenetickim promjenama u kojoj je inkorporirano osam kategorija
povezanih sa specificnim balansiranim citogenetickim promjenama. U drugoj skupini su AML s
promjenama povezanim s mijelodisplazijom. Treca skupina su AML povezane s prethodnom
primjenom citotoksi¢ne terapije. Cetvrtu skupinu ¢ine neklasificirane AML, a petu predstavlja
mijeloidni sarkom. Posljednju, odnosno Sestu skupinu, ¢ine mijeloidne proliferacije povezane s
Downovim sindromom (4). Glavna razlika izmedu SZO Kklasifikacije i drugih stratifikacijskih
modela, kao §to je ELN (engl. European Leukemia Net), je kategorizacija prema displasti¢noj
morfologiji koja je uz ranije navedene karakteristike vazna u dijagnozi AML povezane s
mijelodisplazijom. Displasticne morfoloSke promjene u viSe od 50% stanica nazivaju se

multilinijska displazija i prediktor su loSije prognoze (4,5).



Tablica 1. Klasifikacija akutnih mijeloi¢nih leukemija prema SZO iz 2016. godine. (Preuzeto i

prilagodeno prema referenciji (4))

1. AML s ponavljajuéim citogenetskim promjenama
AML s t(8;21)(q22;922.1); RUNXI-RUNXITI
AML s inv(16)(p13.1922) ili t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYH11
APL s PML-RARA
AML s t(9;11)(p21.3;923.3); KMT2A-MLLT3
AML s t(6;9)(p23;q34.1); DEK-NUP214
AML s inv(3)(q21.3g26.2) ili t(3;3)(q21.3;926.2); GATA2 , MECOM
AML (megakarioblasti¢na) s t(1;22)(p13.3;q13.3); RBM15-MKLI
Trenutni entitet: AML s BCR-ABLI
AML s mutacijom NPM1
AML s bialelnim mutacijama CEBPA
Trenutni entitet: AML s mutacijom RUNX1
2. AML s promjenama povezanih s mijelodisplazijom
3. AML vezana uz terapiju
4. AML koja nije drugadije klasificirana
AML s minimalnom diferencijacijom
AML bez sazrijevanja
AML sa sazrijevanjem
Akutna mijelomonocitna leukemija
Akutna monoblasti¢na/monocitna leukemija
Cista eritroidna leukemija
Akutna megakarioblasti¢na leukemija
Akuna bazofilna leukemija
Akutna panmijeloza s mijelofibrozom
5. Mijeloidni sarkom
6. Mijeloidne proliferacije vezane uz Downov sindrom
Prolazna abnormalna mijelopoeza

Akutna mijeloi¢na leukemija povezana s Downov sindrom




Incidencija AML-a raste s dobi. Studije na normalnim hematopoetskim stanicama u
zdravih pojedinaca pokazuju da postoji porast steCenih mutacija s dobi, odnosno u
desetogodisnjem periodu nastaje jedna mutacija (6). Stoga incidencija steCenih mutacija u
kostanoj srzi raste s dobi, kao i vjerojatnost stjecanja mutacije gena koja ¢e procesom klonalne
selekcije postati prekursor u razvoju malignih hematopoetskih stanica (7).

Citogeneticka analiza moze identificirati kromosomske promjene u vecine pacijenata
(55%) s AML, a u preostalih se nalazi uredan kariotip. Analiza kariotipa je klju¢na za terapijski
pristup i procjenu prognoze bolesti (8). Ovisno o zahvacéenosti pojedinih kromosoma 1 tipu
aberacije bolest moze imati povoljnu, intermedijarnu i nepovoljnu prognozu (5).

Razvoj biomedicine i moguénost sekvenciranja cijelog ljudskog genoma dovodi do
spoznaje da je AML kompleksna, dinamicna bolest u €iji su nastanak ukljuceni brojni geni, a
nerijetko ukljucuje vise od jedne mutacije gena (9). Zapazanje da se citogeneticke abnormalnosti
ne preklapaju i da postoji jasna povezanost izmedu citogenetickih promjena i klinicke
prezentacije, terapijskog odgovora, stope relapsa bolesti i prosje¢nog prezivljenja dovelo je do
razvoja molekularnih klasifikacija 1 bolje stratifikacije rizika (2,4). Prve analize genoma u AML

bolesnika pokazale su tri obrasca genomske nestabilnosti:

a) AML s balansiranim translokacijama ili fuzijom gena;
b) AML s kromosomskim aneuploidijama;

¢) AML s normalnim kariotipom u kojem dominiraju mutacije gena (7).

1.1.1. AML s balansiranim translokacijama ili fuzijom gena

AML s pridruzenim balansiranim translokacijama u vecini sluajeva pokazuje povoljan
tijek bolesti. Uz balansirane translokacije rijetko se nalaze ostale mutacije gena, a one koje se
naj¢eS¢e nalaze su mutacije signalnih gena: NRAS, FLT3, KIT, tirozin ili serin-treonin kinaze te
tirozinske fosfataze (9). AML s pridruzenim balansiranim translokacijama najc¢eS¢e se javlja u
mladoj zivotnoj dobi uz jednostavniji genom i manji broj steCenih mutacija (7). Trenutno ima
najmanje osam razli¢itih molekularnih podtipova koji su svrstani prema SZO klasifikaciji kao
zasebni klini¢ko-patoloski entiteti, a ukljuuju: PML-RARA definiran kao t(15;17)(q22;921),
RUNXI-RUNXITI  definiran kao (8;21)(q22;q22.1); CBFB-MYHII definiran kao
inv(16)(p13.1g22) ili t(16;16)(p13.1;q22), MLLT3-KMT2A, definiran kao t(9;11)(p21.3;q23.3),

4



DEK-NUP214  definiran kao t(6;9)(p23;q34.1), GATA2, MECOM definiran kao
inv(3)(q21.3926.2)/t(3;3) (q21.3;926.2) i RBM15-MKLI, definiran kao t(1;22)(p13.3;q13.3) (10).
PridruZene balansirane translokacije nalaze se u oko 1 do 10% slucajeva akutne mijeloicne

leukemije (10,11).

1.1.2. AML s kromosomskim aneuploidijama

AML s pridruzenim kromosomskim aneuploidijama predstavlja heterogenu skupinu
bolesnika. U ovoj skupini se CeS¢e nalaze citogeneticke promjene u smislu kompleksnog
kariotipa koji se definira nalazom tri ili viSe kromosomskih promjena. Najucestalije
kromosomske aberacije su: -5/5q, -7/7q, -17/17p 1 -12/12p (7). Oko 50% pacijenata u ovoj
skupini imaju mutaciju 7P53. Kompleksni kariotip ¢esc¢e se javlja u muskaraca (55%), a medijan

dobi je 45 godina (3).

1.1.2.1. Kompleksni kariotip u de novo AML

Kompleksni kariotip definira se nalazom tri ili viSe kromosomskih promjena, ima lo$
prognosticki znacaj, a nalazi se u 10 do 12% bolesnika s AML-om. Njegova incidencija raste s
dobi te je dva puta ucestaliji u sekundarnim, s terapijom povezanim AML-om kao i AML-om
povezanim s MDS-om, u usporedbi s de novo AML-om. Nebalansirane kromosomske promjene
su najucestalije, a u vecini slucajeva ukljucuju gubitak dijela kromosoma. Naj¢esca kromosomska
aberacija je delecija dugog kraka kromosoma 5 (5g-) koja se nalazi u otprilike 80% bolesnika s
kompleksnim kariotipom. Delecije 7q i 17q sljedece su po ucestalosti, a nalaze se u otprilike
polovine slucajeva s AML-om. Aberacije kromosoma 5q, 7q i 17q Cesto se nalaze zajedno, a
otprilike 85% bolesnika s AML-om nositelji su jedne od ovih aberacija. Mrézek i sur. bolesnike s
prethodno spomenutim kromosomskim aberacijama svrstavaju u skupinu tipicnog kompleksnog
kariotipa, dok ostale abnormalnosti odgovaraju atipi¢nom kompleksnom kariotipu te pokazuju da
se u bolesnika s tipiénim kariotipom nalazi ve¢i broj kromosomskih promjena. Atipicni
kompleksni kariotip ¢eS¢e se javlja u ranijoj zivotnoj dobi, bolesnici imaju veci broj leukocita
kao 1 ve¢i broj blasta u perifernoj krvi 1 kosStanoj srzi, a u konacnici i bolju stopu prezivljenja

(12).
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Slika 1. Kariotip bolesnika s akutnom mijeloi¢cnom leukemijom. Primjer kompleksnog kariotipa
(47-51,XY,+(1)(q),-3.del(5)(q),+8,-10,-13,-16,+20,+21,+22,+mar1[cp18]/46,XY[2])
(Izvor:arhiva Citogenetskog laboratorija, KBC Split)



1.1.3. AML s normalnim kariotipom

Bolesnici s AML-om u kojih nalazimo normalan kariotip pripadaju grupi s povoljnom ili
intermedijarnom prognozom bolesti (7), a ¢ine najvecu citogeneticku podskupinu, odnosno 40 do
49% bolesnika s AML-om (13). NajvaZnije mutacije gena koje se naj¢eSce nalaze u citogeneticki
normalnoj AML su FLT3-ITD i BAALC. Navedene mutacije nepovoljno utjecu na progresiju
bolesti, odgovor na kemoterapiju i stopu relapsa u bolesnika s AML-om, dok su izolirane

mutacije NPM1 i CEBPA pokazatelji boljeg ishoda (13).

Iako vedina bolesnika pokazuje dobar odgovor na indukcijsku kemoterapiju ucestala je
refraktorna bolest, a relaps predstavlja najznacajniji uzrok neuspjesnog lije¢enja (2). Unatoc
razvoju terapijskih strategija za limfoidne maligne bolesti, terapijske mogucénosti za mijeloidne
maligne bolesti jo§ uvijek nisu dovoljno razvijene zbog manjeg razumijevanja geneticke osnove 1
patofiziologije AML-a (14). Otkri¢a kromosomskih i epigenetickih promjena koje se nalaze u
osnovi bolesti vode ka poboljsanju stratifikacije rizika i razvoju efikasnijih terapijskih pristupa

(15).



Tablica 2. Stratifikacija rizika prema ELN 2017 ovisno o genetskim biljezima (Preuzeto i
prilagodeno prema referenciji (16))

Kategorija rizika

Povoljni

Intermedijarni

Nepovoljni

Genetski poremecaj

t(8;21)(q22;q22.1); RUNXI-RUNXITI
inv(16)(p13.1g22) ili t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYH11
Mutacija NPM1 bez FLT3-ITD ili s FLT3-ITDlow
Bialelna mutacija CEBPA

Mutacija NPM1 i FLT3-ITDhigh

Wild type NPMI1 bez FLT3-ITD ili s FLT3-ITDlow (bez genetskih lezija

nepovoljnog rizika)

t(9;11)(p21.3;q23.3); MLLT3-KMT2A

Citogenetske promjene koje nisu klasificirane kao povoljne ili nepovoljne
t(6;9)(p23;q34.1); DEK-NUP214

t(v;11923.3.); KMT2A rearanzman

t(9;22)(q34.1;q11.2); BCR-ABLI

inv(3)(q21.3926.2) ili t(3;3)(q21.3;q26.2); GATA2, MECOM(EVII)
-5 ili del(5q); -7; -17/abn(17p)

Kompleksni kariotip, monosomalni kariotip

Wild type NPM1 i FLT3-ITDhigh

Mutacija RUNX1

Mutacija ASXLI

Mutacija TP53




1.2. Mijelodisplasti¢ni sindrom

Mijelodisplasti¢ni sindrom (MDS) predstavlja heterogenu skupinu mijeloidnih klonalnih
bolesti maticne hematopoetske stanice karakteriziranih displasticnom 1 neucinkovitom
hematopoezom i rizikom transformacije u AML. Bolest se uCestalo prezentira citopenijom jedne
ili vise loza u perifernoj krvi, makrocitozom, anizocitozom i poikilocitozom (17).

Dijagnoza se postavlja na temelju rezultata analize punktata koStane srzi prema
morfoloskim, citogenetskim i imunofenotipskim karakteristikama stanica hematopoeze. Zbog
heterogenosti ovog sindroma postoji i velika razlika u prirodnom tijeku bolesti. Pojedini bolesnici
umiru unutar nekoliko mjeseci i stoga im treba omoguditi Sto ranije agresivno lijecenje,
ukljucujuéi 1 transplantaciju alogeni¢nih mati¢nih stanica, dok drugi zive desetlje¢ima s
dijagnozom MDS-a 1 potrebno je samo klini¢ko prac¢enje (17). Osnovni klini¢ki pristup MDS-u
za dobivanje adekvatne prognosticke informacije jest stratifikacija bolesnika u rizi¢ne skupine
prema sustavima bodovanja, a najceSc¢e se koriste Internacionalni prognosticki sustav bodovanja
(IPSS od engl. International Prognostic Scoring System) (18), odnosno revidirani Internacionalni
prognosti¢ki sustav bodovanja (IPSS-R od engl. Revised International Prognostic Scoring

System) koji ukljucuju citogeneticki nalaz, broj blasta u koStanoj srzi i stupanj citopenije (19).

1.2.1 Citogeneticke aberacije u mijelodisplasticnom sindromu

Kromosomske aberacije nalaze se u oko 50% bolesnika s de novo MDS-om i u oko 80%
bolesnika sa sekundarnim MDS-om, povezanih s prethodnom primjenom citotoksicne terapije.
Dok su balansirane kromosomske aberacije ucestale u AML i kroni¢noj mijeloi¢noj leukemiji
(CML od engl. Chronic Myeloid Leukemia), u MDS-u su rijetke, a ucestalije su nebalansirane
promjene genoma (delecije 1 duplikacije pojedinih kromosoma ili njihovih dijelova).
Kromosomske promjene ukljucuju delecije: 3q, 5q, 7q, 11q, 12p i 20q, monosomije: 5 i 7,
trisomije: 8 1 19, izokromosom 17q te gubitak Y kromosoma (20).

Najucestalije su intersticijske delecije dugog kraka kromosoma 5 (del(5q) ili 5q-) sa ili
bez dodatnih kariotipskih aberacija u de novo nastalom MDS-u. MDS s izoliranom delecijom 5q-
predstavlja poseban patoloski entitet definiran, prema SZO iz 2016. godine, kao displazija u
jednoj do tri loze, nalazom <1% blasta u perifernoj krvi i <5% blasta u koStanoj srZzi te prisutnosti

delecije 5q same ili s jednom dodatnom kromosomskom aberacijom, a da ne ukljucuje



monosomiju ili deleciju 7q (4,21). Nalazi se u 10 do 15% pacijenata s MDS-om i ima povoljan
prognosticki znacaj (20,22).

Monosomija 7 i delecija 7q nalaze se u 10% de novo MDS-a i 50% MDS-a povezanih s
prethodnom primjenom citotoksicne terapije. Prisustvo ove promjene uvijek je povezano s loSom
prognozom. Izoliranu trisomiju kromosoma 8 nalazimo u 5 do 7% bolesnika s MDS-om te ima
intermedijarni prognosticki znacaj (23).

Najucestalije kromosomske aberacije navedene u Tablici 3. vazne su za klasifikaciju i

procjenu rizika progresije MDS-a u AML.

Tablica 3. IPSS citogeneticke rizi¢ne skupine (Preuzeto i prilagodeno prema referenciji (18))

Prognosti¢ka skupina Citogeneticke abnormalnosti

Povoljna Normalan, -Y, del(11q) , del(5q), del(20q)
Intermedijarna Ostale abnormalnosti
Nepovoljna Kompleksan (>3 abnormalnosti), abnormalnosti kromosoma 7

1.2.2. Kompleksni kariotip u mijelodisplasticnom sindromu

Ne postoji jasna definicija kompleksnog kariotipa za razlicite hematoloske maligne
bolesti. Kompleksni kariotip definiran je nalazom tri ili viSe kromosomskih promjena, ali neki
autori smatraju da je nuZan nalaz pet ili viSe kromosomskih promjena (24). Haase i sur. u svojem
istrazivanju pokazali su da se s porastom broja kromosomskih aberacija u kompleksnom
kariotipu smanjuje stopa prezivljenja u bolesnika s MDS-om (20). Prema posljednjim
istrazivanjima otprilike 30% slucajeva de novo MDS-a povezana su s kompleksnim kariotipom u
vrijeme inicijalne citogeneticke evaluacije (25). U MDS-u povezanim s terapijom ucestalije su
kromosomske aberacije, u usporedbi s de novo MDS-om, a medu najucestalijima su: -7 (14%), -
5q (28%), -5 (11%), der(21q), +8, -7q, der (12q), t(1;7), -12, der(17q), der(3q), der(3q) 1 -18 (26).
Anomalije kromosoma 7 i kompleksni kariotip spadaju u grupu visokog rizika od progresije u
AML, ali 1 ostale leukemije, ukljucujuéi akutnu limfocitnu leukemiju (ALL od engl. acute
lymphocytic leukemia) (27). Svaka kromosmska aberacija nosi razli€it prognosticki znacaj pa je

tako del(5q) povezana s povoljnom, del 7(q)/-5/-7 povezane su s nepovoljnom, a +8 s
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intermedijarnom prognozom (28). Medutim, §to je ve¢i broj neovisnih kromosomskih aberacija
to je prognoza bolesti losija. Del 5q, kao jedina kromosomska aberacija, ima povoljnu prognozu,

ali del 5q unutar kompleksnog kariotipa ima nepovoljnu prognozu (29).

1.3. Specijalni AT - sekvencom bogati vezuju¢i protein 1 (SATB1)

AT sekvencom bogati vezujuc¢i protein 1 (SATBI1 od engl. special AT-rich sequence—
binding protein 1) je kromatin remodelirajuc¢i protein koji veze nuklearni matriks 1 DNA u
jedinstvenu nuklearnu strukturu (14), a kodiran je istoimenim genom koji se nalazi na kratkom
kraku kromosoma 3, lokusu p24.3 (15). SATBI1 je nuzan u razvoju timocita i aktivaciji
pomagackih T stanica tipa 2 (Th2 od engl. T-helper cells 2), a bez njegove aktivnosti razvoj
timocita je blokiran na stadiju CD4+CD8+ te se Th2 stanice ne mogu aktivirati 1 producirati
citokine (15). Dosadasnja istrazivanja pokazala su da se gen SATBI dominantno eksprimira u
timusu, a nalazi se i u slezeni, limfnim ¢vorovima te koStanoj srzi (14). SATB1 protein ima
vaznu ulogu u obnavljanju mati¢nih hematopoetskih stanica, diferencijaciji limfoidnih stanica,
epidermalnoj diferencijaciji i mozdanoj funkciji (14,30,31). SATB1 regulira ekspresiju vise od
1000 gena, od kojih su brojni ukljuéeni u karcinogenezu poput: ERRB2, ABLI, MMP-2, CDH|,
VEGFB i TGFpI (31). Poremecena ekspresija gena SATBI stoga je povezana s raznim vrstama
solidnih tumora, ukljucujuéi karcinom nazofarinksa, larinksa, Zeludca, dojke, gusterace, prostate,
jetre 1 pluca (32). Visoka ekspresija SATBI obicno je u korelaciji s visokim metastatskim
potencijalom i loSim prognostickim ishodom (33,34). Uloga SATBI1 ostaje kontroverzna i ¢ini se
da je specificna za odredenu vrstu karcinoma. Posebno su visoke razine ekspresije SATBI
povezane s loSom prognozom karcinoma debelog crijeva (35), dok je nedostatak SATB1 povezan
s loSom prognozom kod karcinoma plu¢a skvamoznih stanica (36).

Suprotno opazanjima kod solidnih tumora, ¢ini se da povecana ekspresija SATB1 ima
povoljan ucinak 1 suzbija napredovanje leukemije i1 limfoma. U prijaSnjim istraZivanjima
pokazano je da nedostatak SATBI uzrokuje ozbiljnu imunodeficijenciju i viSestruke poremecaje
u razvoju T-stani¢ne loze (31,37,38). Ranija istrazivanja pokazala su sniZzenu ekspresiju gena

SATBI u T stani¢nim leukemijama (39).
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Dosadasnja istrazivanja ukazala su na povezanost SATB1 i transkripcijskog faktora PU.1
u nastanku akutne mijeloi¢ne leukemije (40). Transkripcijski faktor PU.1 bitan je za razvoj
mijeloidne loze, a u slu¢aju da mu se narusi funkcija dovodi do blokiranja razvoja mijeloidnih i B
stanica, kao 1 do oSteCenja funkcije hematopoetskih mati¢nih stanica, ukljucujuéi blok
diferencijacije prema zajednickim mijeloidnim i limfoidnim prekursorima (41). PU.1 ima vise
uloga tijekom normalne hematopoeze, djeluje kao transkripcijski regulator ciljnih gena te kao
inhibitor drugih transkripcijskih regulatora, ¢esto kroz protein - protein interakcije (42).

Transkripcijska kontrola ekspresije gena PU.I posredovana je distalno uzvodnim
regulatornim elementom (URE od engl. upstream regulatory element) koji je evolucijski visoko
oc¢uvan u svim vrstama, uklju¢ujuéi miSeve i ljude. MiSevi kojima nedostaje URE imaju 80%
smanjenu ekspresiju PU.1 u koStanoj srzi i razvijaju akutnu mijeloi¢nu leukemiju (AML) s
ucestalim kromosomskim aberacijama (43). U ljudi, URE, koji sadrzi distalni pojaciva¢ gena
PU.1, lociran je na kratkom kraku kromosoma 11, a sekvenciranjem istog u bolesnika s AML-om
pronaden je konstitucijski SNP. Homozigoti za navedeni SNP ucestaliji su 2,4 puta u AML
bolesnika s kompleksnim kariotipom u odnosu na grupu AML bolesnika s normalnim
kariotipom. U istoj studiji pokazano je da protein SATB1 vezanjem na URE posredno utjece na
dugoroc¢nu transkripcijsku regulaciju PU.1, a njegovo vezanje je znacajno reducirano zbog SNP-a
Sto potvrduje hipotezu navedenog istrazivanja da SATB1 ima ulogu pozitivnog regulatora PU.1
ekspresije u mijeloidnim stanicama. Podatci iste studije pokazuju da SATB1 moze djelovati kao
transkripcijski aktivator u mijeloidnim stanicama te moZze biti i pozitivni 1 negativni regulator
transkripcije, ovisno o stani¢nom kontekstu i ciljnom genu (40).

Dosadasnja istrazivanja pokazala su snizenu ekspresiju SATB1 u bolesnika s AML-om
pri dijagnozi, a nakon ulaska u remisiju ekspresija gena se povecala (14). Ista studija je pokazala
da snizena ekspresija gena SATBI regulira rast leukemijskih stanica aktivacijom NF-kB
signalnog puta (14). Studije na miSevima pokazuju da sniZena ekspresija Satbl utjece na diobu

mati¢nih hematopoetskih stanica i aktivira ih pa se vecina stanica nalazi u G1 fazi (44).
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1.4. Proliferacijski indeks Ki-67

Ki-67 je veliki nuklearni nehistonski protein, kodiran genom lokaliziranim na 10q25.
Izrazava se na kraju G1, S i G2 faze da bi se postigla maksimalna ekspresija u mitozi. Nije
izrazen u GO, $to znadi da je njegova ekspresija apsolutni uvjet za proliferaciju. Cinjenica da je
protein Ki-67 prisutan tijekom svih aktivnih faza stani¢nog ciklusa (G1, S, G2 i mitoza), a
odsutan u odmaraju¢im stanicama (G0), ¢ini ga izvrsnim biljegom za proliferaciju (45). Ovi
parametri stani¢nog ciklusa razli€ito su izrazeni u svakoj od vrsta akutnih leukemija (46).

Ekspresija Ki-67 proteina ovisi o stupnju stani¢nog ciklusa u kojem je stanica imuno
obojena. Ki-67 je vazan za prognosticku procjenu mnogih solidnih tumora i limfoma. Iako se
tijekom proslih desetlje¢a proucavala upotreba proliferativnih i (anti)apoptotickih markera kao
objektivnih parametara u dijagnostickom procesu mijeloidnih malignih bolesti, oni nisu
inkorporirani kao biomarkeri u klinicku dijagnozu. Nedavni razvoj u multiparametarskoj
proto¢noj citometriji omogucuje kvantificiranje proliferativnih i (anti)apoptotickih pokazatelja u
mijeloidnim stanicama tijekom njihovih razliCitih faza sazrijevanja kao izdvojenih linija
hematopoetskih stanica (47). U normalnoj koStanoj srZzi tri glavne stani¢ne linije hematopoeze
pokazuju stopu proliferacije u skladu s njihovim Zivotnim vijekom i fizioloskim zahtjevima.
Nezrele stani¢ne populacije pokazuju visok postotak ekspresije Ki-67 koji se smanjuje
uzastopnim fazama sazrijevanja (48). Istrazivanje Alexandrakis i sur., na 54 uzorka koStane srzi
bolesnika s MDS-om, pokazalo je da je proliferativna frakcija Ki-67 mijeloidnih stanica znacajno

veca u visokorizi¢noj skupini MDS-a u usporedbi s niskorizicnom skupinom (49).

Povezanost SATBI i mijeloidnih malignih bolesti do sada je nedovoljno istrazena kao 1
njegova uloga u nastanku 1 progresiji istih. Isto tako Ki-67 kao proliferativni marker koji se rabi
za prognosticku procjenu mnogih solidnih tumora i limfoma nije inkorporiran kao biomarker u
dijagnozu mijeloidnih malignih bolesti. Stoga ¢emo u ovom istraZivanju ispitati na
nestimuliranim kultiviranim stanicama kostane srzi, imunofluorescencijom, metodom dvostrukog
bojanja, istovremenu ekspresiju SATB1 i Ki-67 u bolesnika s AML-om i MDS-om u kojih je

prethodno odreden kariotip iz iste suspenzije stanica.
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2. CILJ ISTRAZIVANJA
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2.1. Ciljevi istrazivanja

1. Istraziti ekspresiju proteina SATB1 i Ki-67 iz arhiviranih uzoraka fiksiranih stanica
suspenzija koStane srzi u bolesnika s AML-om i MDS-om i u kontrolnoj skupini.

2. Utvrditi moguce korelacije ekspresije SATBI s klini¢ko-patoloSkim podatcima bolesnika
s AML-om i MDS-om.

3. Utvrditi postoji li razlika u ekspresiji SATB1 i Ki-67 izmedu ispitivane i kontrolne
skupine.

4. Utvrditi moguce korelacije ekspresije proteina SATB1 i Ki-67 s citogeneticko-

prognostickim skupinama.

2.2. Hipoteza
Ekspresija SATB1 bit ¢e niska, a ekspresija Ki-67 visoka u bolesnika s kariotipskim

aberacijama.
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3. ISPITANICI I METODE
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3.1. Ispitanici

U istrazivanje je ukljueno 53 bolesnika iznad 18 godina. U obzir su uzeti bolesnici s
dijagnozom novootkrivene AML i MDS u ispitivanoj skupini. Dijagnoza leukemije bazirana je
na kriterijima SZO iz 2016. godine. Kontrolnu skupinu ispitanika ¢inili su bolesnici koji su
podvrgnuti biopsiji koStane srzi u dijagnosticke svrhe, a u kojih su nalazi citologije,
imunofenotipizacije i citogenetike bili normalni, odnosno iskljuena im je maligna bolest
hematopoetskog sustava. Svi bolesnici obradeni su u Citogenetickom laboratoriju pri Zavodu za
hematologiju, onkologiju, klinicku imunologiju 1 genetiku, Klinike za djecje bolesti, Klinickog
bolnickog centra Split, u razdoblju od lipnja 2018. do svibnja 2021. 1z medicinske dokumentacije
uzeti su podatci o spolu, dobi, broju leukocita, eritrocita, trombocita, koncentraciji hemoglobina i

laktat dehidrogenaze u vrijeme inicijalne dijagnoze.

3.2. Materijali i metode rada

3.2.1. Citogeneticke analize uzoraka

Analize su se vrSile na uzorcima nestimulirane jednodnevne kulture stanica koStane srzi.
Kulture stanica su se uspostavljale na dan prijema uzoraka koStane srzi pri dijagnozi bolesti,
odnosno prije lijeCenja. Svi uzorci stanica koStane srzi rutinski su kultivirani u 24-satnoj kulturi
prema standardnim protokolima koji se koriste u citogenetici hematoloskih bolesti (36). Analize
su izvedene u Citogenetickom laboratoriju Klinike za djecje bolesti, Klinickog bolnickog centra
Split. Promjene kariotipa (genoma) objektivizirane su konvencionalnom metodom GTG-pruganja
(Gimza-Tripsin-Gimza) i molekularnom metodom fluorescentne in situ hibridizacije na
interfaznim jezgrama (FISH od engl. Fluorescence In Situ Hybridization). Za interpretaciju
kariotipa koriSten je Medunarodni sustav za humanu citogenomsku klasifikaciju, ISCN 2016
(engl. International System for human cytogenomic nomenclature). Za vizualizaciju GTG-
pruganja i FISH-a koristio se svjetlosni odnosno fluorescentni mikroskop s pripadajuc¢im
filterima. U analizi su se koristila dva programa za analizu slike i signala, za GTG-pruganje

Ikaros program te za FISH program Isis.
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3.2.1.1. Konvencionalna citogenetika
Metode konvencionalne citogenetike koriste iskljuivo metafaze za opis promjena

kariotipa, Sto zahtijeva metafaze zadovoljavajuce kvalitete i zadovoljavajuc¢eg mitotskog indeksa,
odnosno broja. Kad se tijekom dijagnoze identificira klonalna abnormalnost, za interpretaciju
kariotipa gdje je to moguce mora se analizirati najmanje deset metafaza. Za zakljucenje nalaza
normalnog Kkariotipa potrebno je analizirati minimalno 20 metafaza. Metoda GTG-pruganja
kromosoma pruza analizu cijelog genoma otkrivajuéi i numericke 1 strukturne abnormalnosti te
omogucava identifikaciju klonalne evolucije i1 prisutnost vise neovisnih klonova. Na taj nacin

dobije se uvid u morfologiju i kompleksnost promjena kariotipa §to predstavlja bazu daljnje

obrade (50).

3.2.1.2. Fluorescentna in situ hibridizacija

Fluorescentna in situ hibridizacija molekularna je metoda kojom se identificiraju i
vizualiziraju specifi¢ni sljedovi DNA i mRNA molekule. Metodom je moguée dokazati promjene
dijelova gena ili pojedinih gena te specificne kromosomske regije pojedinih kromosoma. FISH
analiza je komplementarna metoda konvencionalnoj tehnici GTG-pruganja kromosoma
prvenstveno pri otkrivanju kripticki balansiranih preuredenja kao i za razjasnjenje nalaza
kariotipa dobivenog tehnikom GTG-pruganja. FISH se koristi oznacenim DNA probama
usmjerenim prema odredenim dijelovima kromosoma (50). Za svaku probu kod normalnog
nalaza analizirano je otprilike 100 interfaznih jezgara, a kod patoloSkog nalaza po 200 interfaznih

jezgara koristeci specificne LSI probe (Vysis; Abbott Molecular, Des Plaines, IL).

3.3. Imunofluorescencija

3.3.1. Protokol za imunofluorescenciju

Suspenzije arhiviranih stanica koStane srZi nanesene su na predmetna stakalca i tako su
napravljeni nativni preparati. Preparati su najprije obojani primarnim protutijelima i to,
monoklonskim protutijelom za Ki67 (rabbit X Ki67; sc-122, USA, razrjedenje 1:50) te
poliklonskim protutijelom za SATB1 (goat polyclonal SATBI; sc-5990, Santa Cruz, USA,
razrjedenje 1:500), a potom inkubirani 24 sata u tamnoj komori. Nakon toga preparati su bojani
sekundarnim protutijelima. Za prikazivanje Ki67 koristio se Rhodamine red (CRVENO, 1:400,
ab, Abcam, UK), a za prikazivanje SATB1 Alexa Fluor 488 (ZELENO, 1:400, ab150105,
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Abcam, UK). Nakon stavljanja sekundarnih protutijela, slijedila je inkubacija od jednog sata u
tamnoj komori. Kada je inkubacija zavrSila rezovi su isprani PBS-om i potom 1 do 2 minute
obojani 4'6'-diamidino-2-fenilindolom (DAPI) da bi se prikazale stani¢ne jezgre. Zatim su
preparati nakratko isprani u destiliranoj vodi i posuseni te su preko njih stavljena pokrovna

stakalca.

3.3.2. Imunofluorescencijska analiza

Analiza se provela na fluorescentnom mikroskopu (Olympus BX61, Tokio, Japan)
opremljenim digitalnim fotoaparatom DP71 (Olympus, Tokio, Japan). Izvorne slike dobivene su
NIS-Elements softverom, a potom obradene u AdobePhotoshop® CS6. Slike su superponirane
(merge) prema slijedu Ki-67/crveni, SATB1/zeleni 1 DAPI/plavi u ImagelJ softveru.

3.3.2.1. Imunofluorescencijska analiza SATB1

Obrazac bojanja, intenzitet bojanja i postotak stanica koje eksprimiraju SATB1 bili su
procijenjeni na 53 uzorka suspenzija stanica kostanih srzi. Obrasci bojanja su evaluirani koriste¢i
imunoreaktivni sustav bodovanja (IRS od engl. immunoreactive score). Prema ovom sustavu,
IRS je jednak umnosku intenziteta bojanja (SI od engl. staining intensity) i postotka pozitivnih
stanica (PP od engl. percentage of positive cells). S je definiran kao 0, negativan; 1, blago; 2,
umjereno; 1 3, snazno pozitivan. PP je definiran kao 0, nema pozitivnih stanica; 1, <10%
pozitivnih stanica; 2, 10-50% pozitivnih stanica; 3, 50-80% pozitivnih stanica; 1 4, >80%
pozitivnih stanica. IRS je bio definiran kao 0-1, negativan; 2-3, blago; 4-8, umjereno; 1 9-12,
snazno pozitivan (51). Intenzitet bojanja SATB1 je definiran kao negativan ili pozitivan, ukoliko
je IRS ispod 1, odnosno iznad 1. Izbrojano je 100 stanica na nasumi¢no odabranim vidnim

poljima pri povecanju 40x. Sve analize uzoraka pregledale su tri osobe.
3.3.2.2. Imunofluorescencijska analiza Ki-67

Bodovanje za Ki-67 definirano je postotkom obojenih jezgara u ukupnom broju jezgara
analiziranog uzorka, ne uzimajuéi u obzir intenzitet bojanja. Izbrojano je 100 stanica na
nasumicno odabranim vidnim poljima pri povecanju 40x za svaki od uzoraka suspenzija koStane
srzi. Ekspresija proliferacijskog indeksa Ki-67 stoga je kategorizirana u 5 skupina prema

rasponima: 0-20%, 21-40%, 41-60%, 61-80% i 81-100%. Uzorci s ekspresijom Ki-67 >40%
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smatrali su se visokim proliferativnim indeksom (PI od engl. proliferative index), a ekspresija

<40% niskim PI (52).

3.4.Statisticka analiza podataka

Statisticka analiza provedena je pomoc¢u GraphPad Prism for Windows (verzija 9.1.0,
GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Kontinuirane varijable prikazane su kao medijan i
raspon, a razlike u njima testirane su ¢ testom. Kategorijske varijable prikazane su kao postotci, a
razlike medu njima hi kvadratnim testom za trend ili Fisherovim egzaktnim testom. Rezultati su

se interpretirali na razini znacajnosti P<0,05.

3.5. Eti¢ka nacela

Tijekom i nakon istrazivanja Stite se prava i osobni podaci ispitanika u skladu sa Zakonom
o zastiti prava bolesnika (NN 169/04, 37/08) 1 Zakonom o zastiti osobnih podataka (NN 103/03-
106/12), a istrazivanje je uskladeno s odredbama Kodeksa lije¢nicke etike 1 deontologije (NN
55/08, 139/15) te pravilima Helsinske deklaracije (1964. - 2013.). Pristupnica i njezina mentorica
uputili su zamolbu Etickom povjerenstvu KBC-a Split za odobrenje provedbe naslovnog

istrazivanja koje je studiju odobrilo rjeSenjem br. 2181-147/01/06/M.S.-21-02.

20



4. REZULTATI
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U istrazivanje je uklju¢eno 53 bolesnika, od toga 30 bolesnika s AML-om i MDS-om te
23 bolesnika u kontrolnoj skupini. Raspodjela ispitanika po skupinama i raspodjela po spolu

prikazane su u Tablici 4.

Tablica 4. Prikaz bolesnika prema broju i spolu u ispitivanoj i kontrolnoj skupini

Karakteristika skupine AML/MDS Kontrolna Ukupno
Broj ispitanika

(No)(%) 30(57%) 23(43%) 53

Spol M/Z* (No)(%) 19(63%)/11 14(61%)/9 33(62%)/20

*M — muski spol; Z — Zenski spol

NajviSe bolesnika, 14/30, nalazi se u dobnoj skupini od 60 do 79 godina. U toj skupini
najucestalije su i kromosomske aberacije i kompleksni kariotip, a nalaze se u 10/30 bolesnika s

MDS-om 1 AML-om. Raspodjela ispitanika prema dobi i tipu bolesti prikazana je na Slici 2.

m18-39 ®40-59 m60-79 m>80
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Slika 2. Distribucija ispitivane skupine prema dobi 1 tipu bolesti ovisno o citogenetickom nalazu
* kariotipske aberacije bez kompleksnog kariotipa
® kompleksni kariotip

¢ normalni kariotip
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U ispitivanoj skupini 74% bolesnika imalo je kromosomske aberacije u kariotipu (22/30).
Od toga, u 11 bolesnika pronaden je kompleksni kariotip, a preostalih 11 imali su kromosomske
aberacije bez kompleksnog kariotipa. U skupini bolesnika s kompleksnim kariotipom dominirao
je muski spol (8/11), dok su u preostaloj skupini s kromosomskim aberacijama bez kompleksnog
kariotipa dominirale bolesnice zenskog spola (7/11). U skupini bolesnika s normalnim kariotipom
(8/30) prevladava muski spol (7/8). Karakteristike ispitivane skupine s obzirom na citogeneticki

nalaz prikazane su u Tablici 5. i na Slici 3.

Tablica 5. Karakteristike ispitivane skupine s obzirom na citogeneticki nalaz

Karakteristike skupine KA —ne KK" KK*® NK“ Ukupno (No)
Broj (No)(%) 11(37%) 11(37%) 8(26%) 30
Spol M/Z* (No)(%) 4(36%)/7 8(73%)/3 7(88%)/1 19(63%)/11

*muski spol; zenski spol
® kariotipske aberacije bez kompleksnog kariotipa
“kompleksni kariotip

¢ normalni kariotip

M mZ

5
3 3 >
d BN l 0
Ukupno  AML KA -ne AML KKb AML NKe¢  MDS KA -ne MDS KK MDS NK
KKa KK

Slika 3. Distribucija ispitivane skupine prema spolu i tipu bolesti ovisno o citogenetickom nalazu

* kariotipske aberacije bez kompleksnog kariotipa
® kompleksni kariotip

¢ normalni kariotip
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Od 30 bolesnika s AML-om i MDS-om u 22 ispitanika pronadene su kariotipske

aberacije, a s obzirom na citogeneticki rizi¢nu skupinu, 13 bolesnika pripadalo je nepovoljnoj

citogeneticko-prognostickoj skupini i to 11 s kompleksnim kariotipom i 2 bolesnika s

kromosomskom aberacijom -7/7q. Deset bolesnika je u povoljnoj, a sedam u intermedijarnoj

prognostic¢koj skupini.

Tablica 6. Klinicke i citogenetske karakteristike 30 bolesnika s AML-om i MDS-om

No. Spolidob Dijagnoza Kariotip kostane srzi FISH Prognosticka
skupina
1 7%/69 MDS del(5)(q22q34)[5],-5[4] -5q, -5 Intermedijarna
2 7/83 MDS del(5)(q22q34)[5] -5q Povoljna
y 2,-4,-6,-7,der’(7)(q),-8,-9,-10,-13,-14,-15-  -7q, -19q, +12, .
o4 AML 17, -18, -19,der(19)(q),+21,+mar‘1 [cp20] -17 Nepovoljna
b -3,del(3)(q?).der(5)(q?).hsr'(11)(q?),-13,-20 -5q, -11q, - .
4 M7 MDS [cp20] 13q, -13 Nepovoljna
+(1)(q)9_37del(5)(q)’+8’_]05_13’_ 165 .
5 M/87 AML +20,421,422,+marl [cp18] -5q, +8, +21 Nepovoljna
y +1,t5(2;3)(q?;p10),t(3;5) (q10;p10),-5, .
6 Z/71 MDS der(17)[20] -5q, +1, -17p Nepovoljna
del(5)(q13—term), del(7)(q3 1 —term),+i"(8) .
7 M/73 MDS (q10),-8,-13,+marl[12] -5q,-7q, +8 Nepovoljna
del(5q),-7,+8,+Y, +marl, .
8 M/78 AML +mar2,+mar3[cp10] -5q, -7q, +8 Nepovoljna
del(5)(q22q35),+del(5)(q22,q35),del(7)(q31),
9 M/61 AML -10,-12, -13,-14,-15,-16, -17,-18,-19,421,-22, -5q, -7q Nepovoljna
+marl, +mar2 [cpl14]
10 M/37 AML i(8)(q10),der(8),del(13q),t(8;16)(p11;p13)[20] +8, -13q Nepovoljna
11 M/18 AML +8[20] +8 Intermedijarna
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20
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22

23

24

25

26

M/26

M/63

M/81

M/57

7/86

7/81

718

M/87

7/69

7/66

7/35

M/55

M/75

M/85

M/33

AML

AML

AML

MDS

MDS

MDS

AML

AML

AML

AML

AML

MDS

MDS

MDS

AML

-7,t(11;17)(q23;25)[20] t(11;17), -7
47,XY[20] +21
del(12)(p11),der(19)(p) [15] -12pl13
-Y,+1q,+8,+9[20] +1q, +8, +9
+8[10] +8

del(5)(q22q35),t(6;14) (p25;q11),der(7),-7,-

18, -20[cp14] -39:-7-7q
t(15;17)(q22;912)[16] t(15:17)
del(7)(q21),+13, [13] 7/7q, +13

t(15:17)[15] t(15:17)

der(14)t(1514)(@12:p12) [15].der(22)¢(1;22) 1q

(q12:p11.2)[3]
t(15;17)(q22;q21)[15] t(15:17)

46.XY[20] normalan
nalaz
46,XY[15] “";;‘]1:;3“
46,XY[20] “O;;‘E;a"
46,XY[20] “"If:;:ian

Nepovoljna

Intermedijarna

Intermedijarna

Nepovoljna

Intermedijarna

Nepovoljna

Povoljna

Nepovoljna

Povoljna

Nepovoljna

Povoljna

Povoljna

Povoljna

Povoljna

Intermedijarna
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normalan

27 M/69 MDS 46,XY[10] nalaz Povoljna
28 MJ/56 AML 46,XY[20] “";:11:?“ Povoljna
29 7/74 AML 46,XY[20] no;:;:ian Intermedijarna
30 M/60 MDS 46,XY[10] “";:11:?“ Povoljna

* zenski spol

® muski spol

“ delecija

¢ derivirani kromosom

“ marker kromosom

" homogeno obojene regije
€ translokacija

b jzokromosom

Pozitivna reakcija na SATBI1 pronadena je u 11/30 slu¢ajeva AML/MDS i 14/23
slucajeva kontrole (P=0,101). Ekspresija SATB1 u ispitivanoj i kontrolnoj skupini prikazana je u

Tablici 7. i na Slici 4.

Tablica 7. Ekspresija SATBI u ispitivanoj i kontrolnoj skupini

SATBI
Ispitanici

Negativan (IRS<1)  Pozitivan (IRS>1) P’

Kontrolna skupina (No)(%)

9 (39%) 14 (61%) 0,101
N =23
Ispitivana skupina (No)(%)
19 (63%) 11 (37%)
N =30
Ukupno (No)(%)
28 (53%) 25 (47%)
N=353

" Fisherov egzaktni test
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Slika 4. Ekspresija SATBI1 u ispitivanoj i kontrolnoj skupini

U skupini AML/MDS s normalnim kariotipom 6/8 bolesnika imalo je negativnu
ekspresiju SATB1. U skupini bolesnika s kromosomskim aberacijama bez kompleksnog kariotipa
3/11 bolesnika imalo je negativnu ekspresiju SATB1. U skupini bolesnika s kompleksnim
kariotipom 10/11 bolesnika imalo je negativnu ekspresiju na SATBI1. Hi kvadrat testom s
trendom utvrdeno je da je ekspresija SATB1 niza u razli¢itim citogenetickim skupinama, a
najvise bolesnika negativnih na SATBI bilo je u skupini s kompleksnim kariotipom, u usporedbi

s kontrolnom skupinom (P=0,045). Podatci su prikazani u Tablici 8. i na Slici 5.
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Tablica 8. Ekspresija SATB1 u kontrolnoj skupini i ispitivanoj skupini ovisno o citogenetickom

nalazu
SATBI1
Ispitanici Negativan Pozitivan P
(IRS<1) (IRS>1)
Kontrolna skupina (No)(%) 9 (39%) 14 (61%) 0,045
N=23
Ispitivana skupina (No)(%) 19 (63%) 11 (37%)
N =30
AML/MDS NK* 6 (75%) 2 (25%)
AML/MDS KA-ne KK" 3 (27%) 8 (73%)
AML/MDS s KK¢ 10 (91%) 1 (9%)

" hi kvadrat test za trend
*akutna mijeloi¢na leukemija/mijelodisplasti¢ni sindrom s normalnim kariotipom
® akutna mijeloi¢na leukemija/mijelodisplasti¢ni sindrom s kromosomskim aberacijama, nekompleksni kariotip

¢ akutna mijeloi¢na leukemija/mijelodisplasti¢ni sindrom s kompleksnim kariotipom
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Srednja vrijednost ekspresije Ki-67 u kontrolnoj skupini bila je 25,96%, a u ispitivanoj
skupini 24,77%. U kontrolnoj skupini je 19/23 ispitanika imalo niski proliferacijski indeks (PI), a
u ispitivanoj skupini je 26/30 ispitanika imalo niski PI. Samo 1/11 ispitanika u skupini
AML/MDS s kromosomskim aberacijama bez kompleksnog kariotipa i 3/8 ispitanika u skupini
AML/MDS s normalnim kariotipom imala su visoki proliferacijski indeks (P=0,149). Ekspresija

Ki-67 u ispitivanoj i kontrolnoj skupini prikazana je u Tablici 9.

Tablica 9. Ekspresija Ki-67 u ispitivanoj i kontrolnoj skupini

Ki-67
Srednja vrijednost

Ispitanici .
Ki-67 LowPI  HighPI .
(<40%)"  (>40%)°

Kontrolna skupina (No)(%)

N = 23 25,96 19 (83%) 4 (17%) 0,149
Ispitivana skupina (No)(%) 24,77 26 (63%) 4 (37%)

N =30

AML/MDS NK* 35,63 5 (19%) 3 (75%)

AML/MDS KA —ne KK 2545 10 (91%) 1 (9%)

AML/MDS KK* 16,18 11 (100%) O

" hi kvadrat test za trend

* normalni kariotip

® kromosomske aberacije, nekompleksni kariotip
¢ kompleksni kariotip

4 niski proliferacijski indeks

¢ visoki proliferacijski indeks
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Slika 5. Prikaz ekspresije SATB1 (a) i Ki-67 (b) u ispitivanoj i kontrolnoj skupini ovisno o

citogenetickom nalazu

Na Slikama 6. i 7. prikazane su stanice koStane srzi dobivene imunofluorescentnim
mikroskopom. Stanice su obojane SATBI1 (zeleno) 1 Ki-67 (crveno) kao i 4'6'-diamidino-2-

fenilindolom za prikaz stani¢nih jezgara (DAPI, plavo).

Ki-67 DAPI Merge

Slika 6. Imunofluorescencija metodom dvostrukog bojanja. Prikaz pozitivne ekspresije SATBI i
Ki-67 u istoj stanici oznacen je strelicom.
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Ki-67 DAPI Merge

Slika 7. Imunofluorescencija metodom dvostrukog bojanja. Strelicom su prikazane stanice s

pozitivnom ekspresijom SATBI.

U nepovoljnoj prognostickoj skupini 10/13 bolesnika negativno je na SATBI1, a u svih tih
ispitanika (13/13) nalazi se niski proliferacijski indeks Ki-67. Polovina bolesnika (5/10) povoljne
prognosticke skupine negativno je na SATB1, a u istoj skupini niski proliferacijski indeks Ki-67

nalazi se u 8/10 bolesnika (Tablica 10. i Slika 8).

Tablica 10. Ekspresija SATB1 i Ki-67 u ispitivanoj skupini ovisno o citogeneti¢koj
prognostickoj skupini

Prognostiéka SATBI1 Ki-67

skupina — . i . b .
Pozitivan Negativan P Low PI High PI P

Povoljna 5 (50%) 5 (50%) 0,113 8 (80%) 2 (20%) 0,138

Intermedijarna 3 (43%) 4 (57%) 5(71%) 2 (29%)

Nepovoljna 3 (23%) 10 (77%) 13 (100%) O

" hi kvadrat test za trend
* niski proliferacijski indeks

® visoki proliferacijski indeks
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Slika 8. Ekspresija SATBI1 i Ki-67 ovisno o prognosti¢koj skupini

U Tablici 11. i na Slici 9. prikazane su klini¢ke karakteristike u ispitivanoj skupini
bolesnika ovisno o statusu SATB1. Srednja vrijednosti dobi u bolesnika negativnih na SATB1 je
68,53 godina, a u bolesnika pozitivnih na SATB1 55 godina (P=0,082). Vecina bolesnika (13/19)
s negativnom ekspresijom SATBI bili su muskarci (P=0,695). Srednja vrijednost leukocita u
bolesnika s negativnom ekspresijom SATBI1 je 7,83x10°/L, a u bolesnika s pozitivnom
ekspresijom SATBI 15,01x10°/L (P=0,243). Srednja vrijednost trombocita u skupini bolesnika
negativnih na SATBI bila je 79,32x10°/L, dok je u skupini pozitivnih bila 87x10°/L (P=0,775).
Srednja vrijednost hemoglobina u bolesnika negativnih na SATBI1 bila je 93,58 g/L, a u
bolesnika pozitivnih na SATB1 100,27 g/l (P=0,421). Srednja vrijednost LDH-a u skupini
negativnih bolesnika bila je 413,3 U/1, a u skupini pozitivnih 669,8 U/I (P=0,334).
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Tablica 11. Klinicke karakteristike ispitivane skupine ovisno o statusu SATB1

SATB1
Karakteristika
negativan pozitivan p*
Dob (godine)
Srednja vrijednost 68,53 55 0,082
Raspon 33-87 18-86
Spol
Muski 13 6 0,695"
Zenski 6 5
Leukociti, x10°/L
Srednja vrijednost 7,83 15,01 0,243
Raspon 0,7-52,5 0,5-68.3
Trombociti, x10°/L
Srednja vrijednost 79,32 87 0,775
Raspon 8-248 12-215
Hemoglobin, g/L.
Srednja vrijednost 93,58 100,27 0,421
Raspon 62-143 66-126
LDH, U/L
Srednja vrijednost 4133 669,8 0,334
Raspon 131-2856 142-2562

"t test

" Fisherov egzaktni test
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Slika 9. Klini¢ke karakteristike ispitivane skupine ovisno o statusu SATBI1. Prikaz broja
leukocita (a), dobi (b), laktat dehidrogenaze (c), broja trombocita (d), hemoglobina (e) i spola (f)

u bolesnika s AML-om i MDS-om, s negativnom odnosno pozitivnom ekspresijom SATB1.
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5. RASPRAVA
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SATBI1 je kromatin remodeliraju¢i protein koji veZze nuklearni matriks i DNA u
jedinstvenu nuklearnu strukturu i regulira ekspresiju vise od 1000 gena, od kojih su brojni
ukljuc¢eni u karcinogenezu poput: ERRB2, ABLI, MMP-2, CDHI, VEGFB i TGFp1 (31).
Poremecena ekspresija gena SATBI povezuje se s raznim vrstama solidnih tumora, tako da visoka
ekspresija SATB1 obicno korelira s visokim metastatskim potencijalom kao i loSim
prognostickim ishodom, a specificna je za odredenu vrstu karcinoma (14,33-35). Suprotno
opazanjima kod solidnih tumora, povecana ekspresija SATB1 ima povoljan ucinak i suzbija
napredovanje leukemije i limfoma. Poznata je i njegova uloga u diferencijaciji hematopoetskih
stanica pa nedostatak SATB1 uzrokuje ozbiljnu imunodeficijenciju i viSestruke poremecaje u

razvoju T-stani¢ne loze (31,37,38).

Ki-67 je veliki nuklearni nehistonski protein prisutan tijekom svih aktivnih faza stanicnog
ciklusa (G1, S, G2 i mitoza) te vazan proliferativni marker za prognosticku procjenu mnogih
solidnih tumora i limfoma (45), medutim nije inkorporiran kao biomarker u klinickoj dijagnozi
mijeloidnih malignih bolesti (47). Na nestimuliranim kultiviranim stanicama koStane srzi
metodom imunofluorescencije s dvostrukim bojanjem ispitali smo istovremenu ekspresiju
SATBI i Ki-67 u skupini bolesnika s mijeloidnim poremecajima pri dijagnozi AML-a i MDS-a,
u kojih je prethodno odreden kariotip iz istog uzorka.

U ovom istrazivanju pronadene su sli¢ne ekspresije SATB1 (P=0,101) i Ki-67 (P=0,149)
u ispitivanoj i kontrolnoj skupini, vjerojatno zbog ograni¢enog broja slucajeva u studiji.
Medutim, u studiji smo pokazali nize ekspresije SATB1 ovisno o citogeneticCkom nalazu
(P=0,045) u usporedbi s kontrolnom skupinom, a najveca razlika pokazala se u skupini bolesnika
s kompleksnim kariotipom. Luo 1 sur. u svojem istrazivanju pokazali su sniZenu ekspresiju
SATBI u 52 bolesnika s AML-om pri dijagnozi, a u 29 bolesnika iz iste skupine koji su usli u
remisiju ekspresija gena se povecala te su tako ukazali da je SATB1 moguci pokazatelj boljeg
odgovora na lijeenje. U istoj studiji na animalnom modelu nadeno je da sniZzena ekspresija
SATBI1 utje¢e na proliferaciju leukemijskih stanica aktivacijom NF-kB signalnog puta (14).
Ranija istraZivanja pokazala su sniZzenu ekspresiju gena SATB/ u T stani¢nim leukemijama (39).

U naSoj skupini ispitanika, 91% bolesnika iz skupine AML/MDS s kompleksnim
kariotipom ima negativnu ekspresiju na SATBI1 $to podrzava istrazivanje Steidl i sur. koji su
pronasli da su AML bolesnici s kompleksnim kariotipom veé¢inom homozigoti za SNP u

distalnom pojacivacu URE, u odnosu na bolesnike s normalnim kariotipom (40). Iako nismo
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istrazili SNP, naSe istrazivanje podrzava da je nedostatak SATBI1 te gubitak njegove funkcije
moguc¢i prediktor kompleksnog kariotipa u kojem brojnim kromosomskim aneuploidijama
posljedi¢no nastaje njegova poremecena transkripcija. Dosadasnja istrazivanja pokazala su
povezanost SATB1 i transkripcijskog faktora PU.1. SATB1 ima ulogu pozitivnog regulatora
PU.1 ekspresije u mijeloidnim stanicama, a regulacija ekspresije PU.1 odvija se pomo¢u SATB1
vezanjem na distalni pojac¢iva¢ URE. Stoga, nedostatak SATB1 ili mutacije u URE regiji dovode
do narusene ekspresije PU.1 jer gubi vezno mjesto (40). Na animalnom modelu Rosenbauer i sur.
pokazali su da miSevi, s AML-om 1 ucestalim kromosomskim aberacijama, kojima nedostaje
URE imaju 80% smanjenu ekspresiju PU.1 u koStanoj srzi (43). Torkildsen i sur. u svojem
istrazivanju pokazali su na primjeru bolesnika s AML-om da kromosomsko preuredenje lokusa
(3p24) za gen SATBI ili njegova disrupcija, a koja je nastala kao posljedica kromosomske
translokacije t(3;5)(p24;q14), dovodi do poremecene regulacije transkripcije proteina SATBI1, a
time i gubitka njegove funkcije $to moze biti vazan ¢imbenik u leukemogenezi (15). Gagat i sur.
pokazali su da je gubitak SATBI indikator lose prognoze u hematoloskim malignim bolestima
(53).

S obzirom na citogeneticki rizicnu skupinu, 13 bolesnika pripadalo je nepovoljnoj
citogenetickoj prognostickoj skupini, i to 11 s kompleksnim kariotipom i 2 bolesnika s
kromosomskom aberacijom -7/7q. Iako smo ocekivali da ¢e u nepovoljnoj citogeneticko-
prognostic¢koj skupini, prema ELN 2017 i IPSS (5,18), svi bolesnici imati negativnu ekspresiju na
SATBI, ipak njih 10/13 imalo je negativnu ekspresiju. U visokoriziénim i niskorizi¢nim
skupinama bolesnika gotovo jednak broj ispitanika imao je negativnu, odnosno pozitivnu
ekspresiju SATB1 (P=0,113).

Prema literaturi poznato je da incidencija AML 1 MDS raste s porastom dobi, a
najucestalija je u osoba iznad 70 godina te je ucestalija u muskaraca (3,54), Sto se podudara s
rezultatima ovog istraZivanja. Akutna mijeloi¢na leukemija s kompleksnim kariotipom poseban
je bioloski entitet okarakteriziran naglim rastom incidencije sa starijom dobi (55). U naSoj studiji
imali smo 11 bolesnika s kompleksnim kariotipom, a od toga 5 bolesnika s AML-om i 4
bolesnika s MDS-om u populaciji iznad 60 godina, Sto je takoder sukladno dosadasnjim
studijama (12,55). Najucestalije kromosomske aberacije su delecije -5/5q-, -7/7q- 1 +8 u AML i
MDS skupini, a bolesnici s MDS-om zbog takvog kariotipa imaju visoki rizik progresije u AML.

U ovom istrazivanju dobivena je srednja vrijednost dobi u ispitivanoj skupini bolesnika s
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negativnom ekspresijom na SATB1 68,53 godina, dok je srednja vrijednost dobi u bolesnika s
pozitivnhom ekspresijom bila 55 godina (P=0,082). Luo 1 sur. pokazali su da je srednja vrijednost
dobi u skupini de novo AML bolesnika s niskom ekspresijom SATB1 50,5 godina, a u bolesnika
s visokom ekspresijom 51 godina (P=0,839) (14). Treba istaknuti da u navedenoj studiji nisu
prikazani citogeneticki nalazi kariotipa.

Istrazivanje Alexandrakis i sur., na 54 uzorka kostane srzi bolesnika s MDS-om, pokazalo
je da je proliferativna frakcija Ki-67 mijeloidnih stanica znacajno veca u visokorizi¢noj skupini
MDS-a u usporedbi s nisko-rizicnom skupinom MDS-a i u usporedbi s kontrolnom skupinom
(49). Druga studija nije pronasla razliku u ekspresiji Ki-67 mRNA izmedu AML, ALL i
normalnih kontrola (56).

U ovoj studiji ispitivana je ekspresija Ki-67 u skupini bolesnika s AML-om 1 MDS-om 1
kontrolnoj skupini. Pronasli smo gotovo podjednaku srednju vrijednost ekspresije Ki-67 u
kontrolnoj (25,96%) i ispitivanoj skupini (24,77%). Kontrolnu skupinu ¢inili su bolesnici koji su
podvrgnuti biopsiji koStane srzi zbog sumnje na hematolosku malignu bolest zbog poremecaja
jedne od tri stani¢ne loze periferne krvi, a u kojih je ista iskljuena nalazima citologije,
imunofenotipizacije 1 citogenetike. U drugim istrazivanjima kontrolnu skupine ¢ine zdravi donori
kostane srzi (14,47,48). Uzorci koStane srzi ispitivane i kontrolne skupine kultivirani su na isti
nacin sa svrhom dobivanja §to ve¢eg mitotoskog indeksa radi analize kariotipa pa i o¢ekujemo da
se stanice nalaze u svim fazama stani¢nog ciklusa. Iz suspenzije arhiviranih stanica nestimulirane
jednodnevne kulture koStane srzi napravljeni su citoloski preparati metodom dvostrukog bojanja.
Poznato je da u normalnoj koStanoj srzi nezrele stani¢ne populacije pokazuju visok postotak
ekspresije Ki-67 koji se smanjuje uzastopnim fazama sazrijevanja (48). Isto istrazivanje pokazalo
je da su nezreli eritroblasti 100% pozitivni na Ki-67, dok su mijeloblasti 1 monoblasti pokazali
nizi indeks proliferacije priblizno 50%, $to moZe ukazivati na to da su ove stanice u stanju
mirovanja 1ili pripadaju neproliferativnoj fazi (GO/rana GI1) (48). Nedavni razvoj u
multiparametarskoj  proto¢noj citometriji omogucéuje kvantificiranje  proliferativnih i
(anti)apoptotickih pokazatelja u mijeloidnim stanicama tijekom njihovih razli¢itih faza
sazrijevanja kao izdvojenih linija hematopoetskih stanica (47).

Bitno je naglasiti da istrazivanje ima i svoje nedostatke. Naime, istrazivanje je

retrospektivno i ne daje jasnu sliku o promatranim parametrima u sadasnjosti. Ispitanici ukljuceni
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u istrazivanje ¢ine heterogenu skupinu (bolesnici s de novo AML i de novo MDS) i malen uzorak

za promatranje $to ogranicava usporedbe s drugim studijama.
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6. ZAKLJUCCI

40



1.

Ova studija je po prvi put ispitivala istovremenu ekspresiju SATBI i1 Ki-67 u bolesnika s
AML-om i MDS-om na nestimuliranim kultiviranim stanicama kostane srzi. Kromatin
remodeliraju¢i protein, SATB1, ima nedostatnu ekspresiju u specificnom bioloSkom
entitetu mijeloidnih poremecaja ovisno o citogenetickom nalazu, a najniza ekspresija
pokazala se u bolesnika muskog spola i starije zivotne dobi te s kompleksnim kariotipom.
Pronasli smo gotovo podjednaku srednju vrijednost ekspresije Ki-67 u kontrolnoj
(25,96%) i ispitivanoj skupini (24,77%).

U ovom istrazivanju dobivena je srednja vrijednost dobi u ispitivanoj skupini bolesnika s
negativnom ekspresijom na SATB1 68,53 godina, dok je srednja vrijednost dobi u
bolesnika s pozitivnom ekspresijom bila 55 godina. Srednje vrijednosti leukocita,
trombocita, hemoglobina 1 LDH bile su gotovo podjednake u bolesnika s negativnom,
odnosno pozitivnom ekspresijom SATBI.

Ekspresija SATB1 je niza u razliitim citogenetickim skupinama, a najvise bolesnika
negativnih na SATBI1 bilo je u skupini s kompleksnim kariotipom u usporedbi s
kontrolnom skupinom.

U visokorizi¢nim 1 niskorizi€nim skupinama bolesnika gotovo jednak broj ispitanika imao

je negativnu, odnosno pozitivnu ekspresiju SATB1.
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8. SAZETAK
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Cilj istrazivanja: Ciljevi istrazivanja bili su odrediti ekspresiju proteina SATBI1 i Ki-67 iz
arhiviranih uzoraka fiksiranih stanica suspenzija kosStane srzi bolesnika s AML-om i MDS-om i
utvrditi moguce korelacije njihove ekspresije s kontrolnom skupinom, klini¢ko-patoloskim

podatcima i citogeneticko-prognostickim skupinama.

Ispitanici i metode: U ovo retrospektivno istrazivanje bilo je uklju¢eno 30 bolesnika iznad 18
godina, s dijagnozom AML-a i MDS-a u ispitivanoj skupini. Kontrolna skupina ispitanika
ukljucivala je 23 bolesnika koji su podvrgnuti biopsiji kostane srzi u dijagnosticke svrhe, a u
kojih je iskljucena maligna bolest hematopoetskog sustava. Svi bolesnici obradeni su pri Klinici
za djecje bolesti KBC-a Split, u razdoblju od lipnja 2018. do svibnja 2021. Prikazani su podatci o
citogenetickom nalazu, spolu, dobi, broju leukocita, eritrocita, trombocita, koncentraciji
hemoglobina i laktat dehidrogenaze u vrijeme inicijalne dijagnoze. Analiza uzoraka stanica

kostane srzi izvrS$ila se imunofluorescencijom, metodom dvostrukog bojanja.

Rezultati: U ovom istrazivanju pronadene su sli¢ne ekspresije SATB1 (P=0,101) i Ki-67
(P=0,149) u ispitivanoj i kontrolnoj skupini. U studiji smo pokazali nize ekspresije SATBI
ovisno o citogenetickom nalazu u usporedbi s kontrolnom skupinom, a 91% bolesnika iz skupine
AML/MDS s kompleksnim kariotipom ima negativnu ekpresiju na SATB1 (P=0,045). Srednja
vrijednost dobi u ispitivanoj skupini bolesnika s negativnom ekspresijom na SATBI bila je 68,53
godina, dok je srednja vrijednost dobi u bolesnika s pozitivnom ekspresijom bila 55 godina
(P=0,082). Srednje vrijednosti ekspresije Ki-67 u kontrolnoj (25,96%) 1 ispitivanoj skupini
(24,77%) bile su gotovo podjednake.

Zakljuéci: Kromatin remodelirajuéi protein, SATB1, ima nedostatnu ekspresiju u specificnom
bioloSkom entitetu mijeloidnih poremecaja ovisno o citogenetickom nalazu, a najniza ekspresija
se pokazala u bolesnika muskog spola, starije Zivotne dobi i s kompleksnim kariotipom te moze

biti vaZzan ¢imbenik u leukemogenezi.
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9. SUMMARY
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Diploma thesis title: Correlation of SATB1 and Ki-67 expression with chromosomal aberrations

in patients with acute myeloid leukemia and myelodysplastic syndrome

Objectives: The aim of the study was to determine expression of SATB1 and Ki-67 in archived
bone marrow aspirate samples of patients with AML and MDS and the correlation of their

expression with control group, clinical-pathological information and cytogenetic risk categories.

Materials and methods: This retrospective study included 30 patients above age of 18 with the
diagnosis of AML and MDS. Control group consisted of 23 patients, without hematologic
malignancy, who underwent bone marrow biopsy for diagnostic purposes. All patients were
processed in Cytogenetics laboratory of the Clinic for Children's Diseases of the University
Hospital of Split from June 2018. until May 2021. Data included cytogenetic findings, gender,
age, blood cell count, hemoglobin concentration and lactate dehydrogenase levels at the

diagnosis. Bone marrow specimen were analyzed using double immunofluorescence staining.

Results: This study showed similar expression of SATB1 (P=0,101) and Ki-67 (P=0,149) in
examined and control group of patients. There was significantly lower SATB1 expression
depending on cytogenetic findings (P=0,045), in comparison to control group, and 91% of
patients with complex karyotype had negative SATB1 expression. Mean age of patients in
examined group with negative SATB1 expression was 68,53 years, while the mean age of those
with positive SATBI1 expression was 55 years (P = 0,082). Mean values of Ki-67 were almost

equal, 25,96% and 24,77% in control and examined group, respectively.

Conclusions: Chromatin-remodeling protein, SATB1, expression was inadequate in specific
biologic entity of myeloid disorders depending on cytogenetic findings, and the lowest
expression was found in males of older age, and complex karyotype, which suggest that it can

play an important role in leukemogenesis.
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