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       I UVOD 

 

 

1   Akutna mijeloidna leukemija 

 

 

 

1.1.  Definicija akutne mijeloidne leukemije 

Akutna mijeloidna leukemija (AML) predstavlja maligni, klonski poremećaj na nivou 

hematopoezne matiĉne/progenitorne ćelije, u kome dolazi do nakupljanja steĉenih genetskih i 

epigenetskih promena, što menja normalne mehanizme ćelijskog rasta, proliferacije i 

diferencijacije [1].  AML je u osnovi veoma heterogeno oboljenje, sa razliĉitim citogenetskim i 

molekularnim promenama, zbog ĉega se deli u razliĉite kliniĉke i biološke entitete [2].   

 

1.2. Epidemiologija akutne mijeloidne leukemije 

Uĉestalost AML iznosi 3-4 sluĉaja na 100.000 stanovnika, sa eksponencijalnim porastom 

incidence nakon 50. godine ţivota [3]. Medijana ţivotnog doba obolelih od AML je 66 godina, s 

tim da više od polovine obolelih, u momentu postavljanja dijagnoze, ima preko 65 godina [4]. 

Prema podacima iz švedskog populacionog registra, medijana ţivotnog doba obolelih od AML je 

72 godine [5]. Nešto ĉešće oboljevaju muškarci, dok AML predstavlja vodeći uzrok smrti od 

kancera kod muškaraca mlaĊih od 40 godina [5].     
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1.3. Etiologija akutne mijeloidne leukemije 

Etiologija AML nije u potpunosti razjašnjena. Prepoznati su odreĊeni faktori rizika, koji 

predisponiraju razvoju AML, a mogu se podeliti na uroĊene genetske poremećaje, kao i faktore 

spoljašnje sredine (fiziĉke i hemijske) [3].   

UroĊeni oblici insuficijencije koštane srţi, kao što su Shwachmann Diamond sindrom, 

dyskeratosis congenita, Fankonijeva anemija, Daunov sindrom i drugi, predisponiraju razvoju 

AML [6-8]. Iako retke, opisane su i familijarne AML, koje nastaju kao posledica nasleĊenih, 

germinalnih mutacija gena, koji imaju ulogu transkripcionih faktora u normalnoj hematopoezi 

(CEBPA, RUNX1 i GATA2) [9-12]. Ipak, velike populacione studije nisu pokazale da, meĊu 

bliskim srodnicima obolelih od AML, postoji znaĉajniji porast oboljevanja od AML [13].   

Od faktora spoljašnje sredine za razvoj AML navodi se nesumnjiva povezanost sa 

jonizujućim zraĉenjem, kao i sa izlaganjem benzenu, pri ĉemu je ta veza dozno zavisna [14,15]. 

Slabija veza je pronaĊena izmeĊu drugih faktora spoljašnje sredine (pušenje, izlaganje 

pesticidima/herbicidima) i razvoja AML [16]. Ranija istorija autoimunih bolesti (npr. 

reumatoidni artritis, autoimuna hemolizna anemija i dr.) povećava rizik za razvoj AML, obiĉno 

nakon latentnog perioda od preko tri godine [17,18]. Gojaznost (indeks telesne mase preko 30 

kg/m
2
) se takoĊe povezuje sa AML, ĉak i sa odreĊenim citogenetskim riziko grupama AML [19]. 

Iako gojazni oboleli od AML imaju bolji odgovor na primenjenu terapiju, ukupno preţivljavanje 

je isto kao i kod obolelih koji nisu gojazni [20].     

Kod većine obolelih od AML ne postoji jasan uzrok i tada govorimo o primarnim ili de 

novo AML. Drugu grupu ĉine tzv. sekundarne AML, koje nastaju na terenu prethodne 

hematološke bolesti (ukljuĉujući mijelodisplastiĉne sindrome (MDS), pojedine 
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mijeloproliferativne neoplazme, mijeloproliferativno/mijelodisplastiĉne neoplazme, aplastiĉnu 

anemiju, paroksizmalnu noćnu hemoglobinuriju), odnosno nakon prethodne hemioterapije i/ili 

radioterapije (therapy-related myeloid neoplasm, odnosno therapy related AML (t-AML)) [21]. 

Postoji nekoliko grupa citostatika, koji mogu dovesti do sekundarne AML, meĊu kojima se 

izdvajaju: alkilirajući agensi (melfalan, ciklofosfamid, nitrogen mustard i drugi) i topoizomeraza 

II inhibiotori (npr.etopozid). Za prvu grupu je karakteristiĉan duţi latentni period do razvoja 

AML, sa citopeniĉnom, MDS fazom, kompleksnim kariogramom (koji ĉesto ukljuĉuje i -

5/del(5q), -7/del(7q)) i lošom prognozom, dok je za drugu grupu karakteristiĉan kraći latentni 

period do pojave, uglavnom, monoblastne leukemije sa rearanţmanom koji ukljuĉuje MLL 

(11q23), ali su moguće i druge hromozomske aberacije (ukljuĉujući t (8;21), inv(16) i t (15;17)), 

kada se moţe postići dobar odgovor na terapiju [22].  Bolesnici koji su primili visokodoznu 

hemioterapiju praćenu autologom transplantacijom matiĉnih ćelija (posebno u okviru leĉenja 

limfoma, ali i drugih hematoloških i solidnih maligniteta) imaju povećan rizik za razvoj t-AML 

[23]. Znaĉaj ovih posebnih bioloških entiteta (AML with MDS related changes i therapy related 

myeloid neoplasm) sa, po pravilu, lošijim terapijskim odgovorom, prepoznat je i u klasifikaciji 

mijeloidnih neoplazmi Svetske zdravstvene organizacije iz 2008. godine [24].   

 

1.4. Leukemogeneza 

Leukemogeneza predstavlja višestepeni proces, koji i pored mogućnosti šireg 

sagledavanja genomike AML, upotrebom uznapredovale tehnologije sekvencioniranja sledeće 

generacije (next generation sequencing NGS), ostaje u velikoj meri nerazjašnjen.  



4 
 

Pretpostavlja se da leukemijska transformacija (tzv. leukemijska matiĉna ćelija) nastaje 

na nivou hematopoezne matiĉne (stem) ćelije ili progenitorne ćelije hematopoeze, koja je ponovo 

stekla stem ćelijske karakteristike (mogućnost samoobnavljanja) [25]. Ukupan broj mutacija u 

hematopoeznim matiĉnim/progenitornim ćelijama raste u funkciji vremena [26]. Na tom terenu, 

sluĉajno nastalih somatskih mutacija (background mutacije), dolazi do pojave inicirajuće 

mutacije, koja u kooperaciji sa još minimum jednom mutacijom (two hit teorija), dovodi do 

formiranja “osnivaĉkog” leukemijskog klona [27]. Na prezentaciji, AML se sastoji iz više 

razliĉitih malignih subklonova, koji su nastali evolucijom iz osnivaĉkog klona i koji se dalje 

razvijaju (granaju) kao rezultat prirodne progresije bolesti, odnosno pod selektivnim pritiskom 

hemioterapije [28]. Relaps bolesti nastaje ili klonskom evolucijom osnivaĉkog klona ili, moţda i 

ĉešće, iz jednog od subklonova sa poĉetka bolesti [26,29].  

U maligno transformisanoj matiĉnoj/progenitornoj ćeliji, na temelju razliĉitih genetskih i 

epigenetskih promena, dolazi do poremećaja u transkripciji i ekspresiji gena, što konsekutivno 

dovodi do kompleksnih poremećaja u signalnoj transdukciji, kao i u procesima proliferacije, 

diferencijacije, samoobnavljanja, programiranoj ćelijskoj smrti (apoptozi). AML predstavlja 

jedan od maligniteta sa najmanjim brojem mutacija po individualnom sluĉaju [30]. Proseĉan broj 

kodirajućih mutacija po bolesniku je 13, od kojih je samo 5 koje se ponavljaju u svakom genomu 

[31]. Malo je dokaza o genskoj nestabilnosti u većini AML genoma [27]. Desetak godina ranije 

bile su opisivane samo dve klase mutacija, koje kooperiraraju u nastanku AML: klasa I (koja 

dovodi do poremećaja proliferacije) i klasa II (koja dovodi do poremećaja diferencijacije) [32]. 

Širim sagledavanjem genomike AML, izdvaja se 9 funkcionalnih kategorija mutiranih gena, 

koje, pored navedenih, ukljuĉuju i mutacije gena znaĉajnih u epigenetici (i to onih koji uĉestvuju 

u metilaciji DNK i onih koji uĉetvuju u posttranslacionoj modifikaciji histona), kao i mutacije 
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tumor supresor gena, mutacije gena za proteine kohezin i splajsozom kompleksa [31, 33, 34] 

(videti tabelu 1).  

Tabela 1. Podela mutacija u AML  

POREMEĆAJ 

PROLIFERACIJE 
aktivacija signalnih puteva 

FLT3 mutacija 

KIT mutacija 

RAS mutacija 

NUKLEOFOZMIN 1 

MUTACIJA 
 

NPM1 mutacija 

POREMEĆAJ 

DIFERENCIJACIJE 

 

translokacije koje pogaĊaju 

transkripcione faktore 

 

PML-RARA 

MYH11-CBFB 

RUNX1-RUNX1T1 

 

taĉkaste mutacije u transkripcionim 

faktorima 

 

RUNX1 (AML1) 

CEBPA 

PU.1 

EPIGENETSKE PROMENE 

 

DNK metilacija 

DNMT3A 

IDH 1 i 2 

TET 

modifikacija histona 

 

MLL-X fuzija 

MLL-PTD 

ASXL1 

EZH2 

OSTALE KATEGORIJE 

tumor supresor geni TP53, WT1, PHF6 

kohezin kompleks geni      

(eng.cohesin) 
STAG1, STAG2, SMC3 

splajsozom kompleks geni 

(eng.spliceosome) 
SF3B1, U2AF1, SRSF2 

Legenda: FLT3 (Fms-like tyrosine kinasa 3), RAS (Rat Sarcoma viral oncogene homolog), NPM1 

(Nucleophosmin/nucleoplasmin family, member 1), PML (Promyelocytic Leukaemia), RARA (Retinoic Acid Receptor Alpha), 

MYH11 (Myosin Heavy chain gene 11), CBFB (Core Binding Factor Beta),  RUNX1 (runt related transcription factor 1), 

AML1 (Acute Myeloid Leukaemia1), CEBPA (CCAAT/Enhancer-Binding Protein gene α), DNMT3A (DNK metiltransferaza 3 

A), IDH (izocitrat dehidrogenaza), TET (Ten-eleven translocation), MLL (Mixed Lineage Leukaemia ili Myeloid-Lymphoid 

Leukaemia), PTD (partial tandem duplication), ASXL1 (additional sex combs like transcriptional regulator 1), EZH2 

(enhancer of zeste homolog 2), TP53 (Tumour Protein p53), WT1 (Wilms Tumour 1), PHF6 (planthomeodomain finger protein 

6), STAG (stromal antigen), SMC3 (Structural maintenance of chromosomes 3), SF3B1(Splicing factor 3B subunit 1), 

U2AF1(U2 small nuclear RNA auxiliary factor 1), SRSF2 (serine/arginine-rich splicing factor 2).  
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Poslednjih godina velika paţnja je usmerena na otkrivanju inicirajućih mutacija, kao i 

otkrivanju sekvencijalnih dogaĊaja u patogenezi AML. Mutacije koje su ĉeste u AML 

(DNMT3A, NPM1, CEBPA, IDH1/2), se po pravilu ne javljaju sa translokacijama koje pogaĊaju 

transkripcione faktore (i koje se smatraju inicirajućim dogaĊajima u patogenezi AML), te se 

pretpostavlja da i one mogu imati ulogu inicirajućih mutacija [27,31]. TakoĊe, meta analizom 

rezultata istraţivanja, koja su se bavila prisustvom/odsustvom odreĊenih mutacija kod istog 

bolesnika u momentu dijaganoze i u relapsu, utvrĊeno je da su FLT3, KIT, RAS, WT1 mutacije, 

najĉešće mutacije koje se dobiju/izgube u relapsu, dok su najpostojanije DNMT3A, IDH1/2, 

TET2 [35]. Nukleofozmin 1 mutacija spada u postojane mutacije (samo u oko 10% dolazi do 

gubitka mutacije u relapsu), te je smatrana inicirajućom mutacijom [36,37]. 

Noviji radovi, koji se bave biologijom tzv. preleukemijske hematopoezne matiĉne ćelije, 

izdvajaju mutacije u genima koje dovode do epigenetskih promena (DNMT3A, IDH1/2, TET2), 

kao rane dogaĊaje u leukemogenezi, dok mutacije u genima koje dovode do poremećaja 

proliferacije (FLT3, RAS mutacije), kao kasne dogaĊaje [38,39,40]. Savremena terapija bi 

svakako trebala da bude usmerena na eradikaciju ovih preleukemijskih matiĉnih ćelija, koje su 

obiĉno rezistentne na konvencionalnu terapiju, i predstavljaju rezervoar za potencijalni relaps 

bolesti [41]. 

S obzirom na moguću ulogu u leukemogenezi i prognozi obolelih od AML, velika paţnja 

se pridaje i disregulaciji mikroRNK (miRNK) u leukemijama, pa i u AML [42]. Mikro RNK 

predstavljaju nekodirajuće RNK, koje na posttranskripcionom nivou (vezujući se za 

informacionu RNK) regulišu ekspresiju gena, te mogu igrati ulogu onkogena (miR-155 i miR-

196a) ili tumor supresor gena (miR-29, miR-181a, miR-223 i miR-29b) u AML [43]. OdreĊeni 

obrasci ekspresije miRNA su povezani sa odreĊenim citogenetskim grupama i molekularnim 
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markerima AML [44]. Tako je, na primer, visoka ekspresija miR-155, koja dovodi do 

poremećaja regulacije gena ukljuĉenih u procese antiapoptoze i ćelijske proliferacije, ĉesto 

povezana sa FLT3-ITD mutacijom [45]. S druge strane, nivo ekspresije miR-181a, koja moţe 

imati dodatni prognozni znaĉaj u FLT3 pozitivnoj AML, negativno korelira sa ekspresijom 

homebox (HOX) gena, ĉija preterana ekspresija igra vaţnu ulogu u samoobnavljanju 

hematopoezne (i leukemijske) matiĉne ćelije, a samim tim i u procesu leukemogeneze [46].  

 

1.5. Kliniĉka slika akutne mijeloidne leukemije 

Inicijalni kliniĉki simptomi i znaci akutne mijeloidne leukemije su nespecifiĉni, a javljaju 

se kao posledica insuficijencije koštane srţi, koja nastaje usled potiskivanja normalne 

hematopoeze od strane leukemijskih ćelija, a sa druge strane dolazi do leukemijske infiltracije 

razliĉitih tkiva i organa. Tako na primer u oko 50% sluĉajeva postoji umerena splenomegalija, 

moţe biti prisutna hepatomegalija, dok je limfadenopatija, za razliku od akutne limfoblastne 

leukemije, retka. Infiltracija gingive je posebno ĉesta u monoblastnim leukemijama, ali se moţe 

javiti i u drugim tipovima AML. TakoĊe, usled leukemijske ekspanzije, ali i dejstva citotoksiĉne 

terapije, dolazi i do niza metaboliĉkih komplikacija (posebno hiperurikemije i uratne nefropatije) 

i elektrolitskih poremećaja (obiĉno hipokalemije, hipomagnezemije sa poslediĉnom 

hipokalcemijom), koje zahtevaju redovno praćenje i adekvatnu korekciju [47].  

Poseban problem moţe predstavljati razvoj sindroma tumorske lize (TLS), kao posledica 

brzog raspadanja leukemijskih ćelija i naglog oslobaĊanja intracelularnog fosfata, kalijuma, 

nukleinskih kiselina i citokina [47]. Kod izrazito agresivnih limfoma/leukemija, moţe se javiti 

kao primarni TLS (pre zapoĉinjanja terapije), a ĉešće se javlja nakon zapoĉinjanja hemioterapije, 



8 
 

kao sekundarni sindrom tumorske lize [48]. Predisponirajući faktori za razvoj TLS su inicijalno 

visok broj leukocita, visoke vrednosti laktat dehidrogenaze (LDH), visok nivo mokraćne kiseline 

u serumu, odnosno preegzistirajuće bubreţno oštećenje, oligurija, hipotenzija [49]. Sindrom 

tumorske lize se moţe javiti samo u vidu laboratorijskog TLS, ako su prisutna minimum dva od 

ĉetiri karakteristiĉna laboratorijska poremećaja (hiperurikemija, hiperkalemija, hiperfosfatemija i 

hipokalcemija) [50]. Kliniĉki manifestan TLS nastaje kao posledica navedenih metaboliĉkih 

poremećaja, a manifestuje se u vidu akutne bubreţne insuficijencije, toniĉno-kloniĉkih grĉeva, 

poremećaja srĉanog ritma i iznenadne srĉane smrti. Zato je izuzetno bitno sprovoditi mere 

prevencije i adekvatno leĉenje TLS, a koje se sastoje od intenzivne hidracije, stimulacije diureze, 

korekcije elektrolitskog disbalansa, primene alopurinola (inhibicijom ksantin oksidaze spreĉava 

se formiranje mokraćne kiseline) i razburikaze (rekombinantna uratna oksidaza, kojom se 

sniţava nivo mokraćne kiseline). Alkalizacija urina se više standardno ne preporuĉuje u terapiji 

TLS, s obzirom na mogućnost precipitacije ksantina i kalcijum fosfata u bubreţnim tubulima 

[51].     

Hiperleukocitoza se javlja u 10-20% novodijagnostikovanih sluĉajeva obolelih od AML, 

posebno u AML M4 i M5 po FAB, kao i varijantnom obliku akutne promijelocitne leukemije 

(M3v po FAB). Za non-M3 AML, arbitrarna granica hiperleukocitoze je 50-100x10
9
/l, a 

simptomi leukostaze su dominantno respiratorni (dispnea, znaci hipoksemije, difuzne alveolarne 

hemoragije, respiratorne insuficijencije) i od strane centralnog nervnog sistema (glavobolja, 

konfuzija, poremećaj stanja svesti, neurološki ispadi, smetnje vida, retinalna hemoragija i drugi). 

Leukostaza dovodi do poremećaja mikrocirkulacije, koja nastaje kao posledica povećane 

viskoznosti krvi usled visokog broja leukocita (blasta), ali i povećane endotelijalne adhezije 

blasta. Blasti, produkujući citokine (Il-1 i TNF, tumor necrosis factor) dovode do povećane 
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ekspresije integrina i adhezivnih proteina (ICAM-1 i VCAM-1) na endotelijalnim ćelijama, što 

za posledicu ima slepljivanje i taloţenje (eng.sludging) leukocita, oštećenje endotela i 

mikrovaskularnu trombozu, odnosno hemoragiju [52]. Hiperleukocitoza je po ţivot ugroţavajuće 

stanje, sa visokom stopom rane smrtnosti (oko 20%), uzrokovane leukostazom, sindromom 

tumorske lize i krvarenjem (obiĉno u centralni nervni sistem) [53]. Pored visoke stope rane 

smrtnosti, hiperleukocitoza je povezana sa manjom stopom kompletnih remisija, visokom 

stopom relapsa i kraćim sveukupnim preţivljavanjem [54]. Od kliniĉkog znaĉaja je rano 

prepoznavanje simptoma leukostaze i diferencijalna dijagnoza (posebno u odnosu na plućnu 

infekciju i transfuzijom uzrokovano akutno oštećenje pluća), sa ciljem brzog sniţavanja broja 

leukocita, pre svega hemioterapijom (hidroksiureom ili malim dozama citozin arabinozida) i 

leukocitaferezom. Indikacija za sprovoĊenje leukocitafereze je simptomatska hiperleukocitoza 

[48]. Iako je ĉesta praksa sprovoĊenja leukocitafereze kod asimptomatskih bolesnika sa 

leukocitima iznad 100x10
9
/l, nije dokazan znaĉaj profilaktiĉne primene leukocitafereze, pre 

pojave znakova leukostaze [55]. Terapijska leukocitafereza moţe imati izvesni povoljan uticaj na 

rani morbiditet i mortalitet kod simptomatske leukostaze, ali je bez uticaja na sveukupno 

preţivljavanje kod ovih bolesnika [56]. 

 Ekstramedularne manifestacije akutne mijeloidne leukemije su relativno retke, a od 

kliniĉkog znaĉaja izdvajaju se mijeloidni granulocitni sarkom (hlorom) i zahvaćenost centralnog 

nervnog sistema.  

Mijeloidni sarkom se javlja u 2,5-9% obolelih od AML, predstavlja ektramedularni tumor 

nezrelih mijeloidnih ćelija, a moţe prethoditi, javiti se konkomitantno sa leukemijom u srţi, 

odnosno javiti se u relapsu AML. Najĉešće lokalizacije mijeloidnog sarkoma su meka tkiva, 

kost, limfni ĉvorovi, genitourinarni trakt, ali i brojne druge lokalizacije. Mijeloidni sarkom je 



10 
 

povezan sa odreĊenim citogenetskim promenama: t (8;21), inv(16), abnormalnostima 

hromozoma 8 i drugim [57]. Iako nije u potpunosti razjašnjen prognozni znaĉaj mijeloidnog 

sarkoma, generalno se smatra kao dodatno loš prognozni faktor u AML. Kao izolovan, 

mijeloidni sarkom je vesnik sistemske bolesti i zahvatanja koštane srţi, te se u njegovom leĉenju 

koriste protokoli za leĉenje AML, sa ili bez radioterapije [58]. 

Zahvatanje centralnog nervnog sistema (CNS) u AML je, za razliku od akutne 

limfoblastne leukemije, retko (oko 5-7% AML), a ĉešće se javlja u relapsu, nego na prezentaciji 

bolesti [47]. Pregled likvora se ne radi rutinski kod svih bolesnika sa AML, osim u sluĉaju 

prisustva CNS simptoma (meningealni znaci, znaci povišenog intrakranijalnog pritiska, ispadi u 

funkciji kranijalnih nerava) i kod visoko riziĉnih bolesnika. U velikim centrima se rutinski radi 

pregled cerebrospinalne teĉnosti i u okviru pripreme za alogenu transplantaciju matiĉne ćelije 

hematopoeze [59]. Pod visokim rizikom za razvoj CNS leukemije su mlaĊi bolesnici sa AML, 

koji imaju visok broj leukocita, visok procenat blasta u koštanoj srţi, visok nivo laktat 

dehidrogenaze (LDH), AML M4/M5, CD56 pozitivna AML, kao i oni sa FLT3-ITD mutacijom 

[60]. 

 Bolesnici sa AML su posebno skloni razvoju infekcija, koje su vodeći uzrok morbiditeta i 

mortaliteta kod ovih bolesnika. Pneumonija se javlja u oko petine obolelih od AML, kod kojih je 

zapoĉeta indukciona terapija, i predstavlja najvaţniju determinantu rane smrtnosti (pored 

starosne dobi i performans statusa) [61]. Faktori koji utiĉu na razvoj infekcije su dubina i duţina 

trajanja neutropenije, komorbiditeti, komplikacije (krvarenje, dehidratacija, jetrena lezija,…), 

prisustvo centralnog venskog katetera i dr. Povišena telesna temperatura, kao glavni znak 

infekcije, se javlja u više od 80% obolelih od hematoloških maligniteta nakon hemioterapije. 

Bakterijemija je prisutna u oko 10-25% febrilnih epizoda kod bolesnika sa febrilnom 
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neutropenijom [62,63]. Poslednjih par decenija je došlo do promene u glavnim bakterijskim 

uzroĉnicima infekcija, tzv. šift sa gram negativnih na gram pozitivne uzroĉnike. U zemljama u 

razvoju, gram negativne bakterije su i dalje vodeći uzroĉnici infekcija, s obzirom na reĊu 

upotrebu antibiotske profilakse fluorohinolonima i reĊu upotrebu centralnih venskih katetera 

[64]. Poslednjih godina se posebna paţnja pridaje multirezistentnim bakterijama (ESBL 

(extended-spectrum β-lactamase) ili karbapenemaza-produkujuće Enterobacteriaceae, 

Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Stenotrophomonas maltophilia, methicilin-

resistan S.aureus (MRSA), vancomycin-resistant enterococci (VRE) i dr.), kao uzroĉnicima 

potencijalno fatalnih intrahospitalnih infekcija kod obolelih od AML [65]. Kliniĉka prezentacija 

(komplikovana/nekomplikovana), poznata kolonizacija/prethodna infekcija rezistentnim 

bakterijama, kao i lokalna bakteriološka epidemiološka situacija, u velikoj meri diktiraju izbor i 

pristup (eskalacioni/deeskalacioni) inicijalnoj antibiotskoj terapiji [66]. Pored bakterijskih, meĊu 

infektivnim agensima, znaĉajno mesto zauzimaju i invazivne gljiviĉne infekcije (najĉešći 

uzroĉnici su iz roda Candida i Aspergillus). Na gljiviĉnu infekciju treba posumnjati kod 

neutropeniĉnog bolesnika kod koga temperatura ne prolazi ni posle ĉetiri do sedam dana 

upotrebe širokospektralnih antibiotika (perzistentna temperatura) [67]. Individualni pristup, u 

odnosu na rizik od razvoja invazivne gljiviĉne infekcije, uz upotrebu empirijske i preemptivne 

antigljiviĉne terapije (ukoliko je pozitivan nalaz na CT-u grudnog koša i/ili galactomannan test), 

znaĉajno su poboljšale ishod gljiviĉnih infekcija kod AML [68]. Iako su virusne infekcije od 

manjeg znaĉaja kod obolelih od AML, poslednjih godina se istiĉe i znaĉaj pandemijskih sojeva 

virusa gripe (tipa Influenza A H1N1), kao potencijalno fatalnih za ove, imunokompromitovane 

bolesnike [69,70,71]. Preporuka je da se sprovode preventivne mere, ne samo kod 
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transplantiranih i kod onih bolesnika sa AML koji se leĉe samo hemioterapijom, već i kod 

medicinskog osoblja, odnosno ĉlanova domaćinstava obolelih [72].  

Krvarenje, pre svega intrakranijalno, predstavlja drugi vodeći uzrok smrti kod obolelih od 

AML. Uĉestalost intrakranijalne hemoragije u AML je veća u odnosu na druge hematološke 

malignitete i iznosi oko 6%, s tim da bolesnici sa akutnom promijelocitnom leukemijom (M3 po 

FAB) imaju znaĉajno viši rizik za razvoj ove, po pravilu, fatalne komplikacije [73]. Kliniĉki se 

intrakranijalna krvarenja najĉešće prezentuju promenama mentalnog statusa i glavoboljom, a 

prema lokalizaciji su najĉešća intraparenhimalna krvarenja [74]. Krvarenje u AML je 

uzrokovano hemoragijskom dijatezom, tako da su glavni predisponirajući faktori za razvoj 

intrakranijalne hemoragije trombocitopenija, sepsa, produţenje protrombinskog vremena, 

diseminovana intravaskularna koagulacija, visok broj leukocita i cirkulišućih blasta, toksiĉnost 

hemioterapije. Rana fatalna intrakranijalna hemoragija (koja se javlja do sedam dana od 

postavljanja dijagnoze AML) u odnosu na kasnu fatalnu intrakranijalnu hemoragiju, je povezana 

sa višim brojem leukocita, tj. cirkulišućih blasta, duţim protrombinskim vremenom i niţim 

nivoom fibrinogena [74]. Nakon doţivljene intrakranijalne hemoragije u AML, nekoliko 

laboratorijskih i kliniĉkih parametara (nizak albumin, visok LDH u momentu krvarenja, starija 

dob, više od jedne primenjene hemioterapije), mogu posluţiti za procenu mortaliteta i shodno 

tome, potrebe za agresivnijim pristupom (neurohirurška intervencija) u tretiranju onih bolesnika 

sa proraĉunatim niţim mortalitetom [74]. Bolesnici sa subarahnoidalnom hemoragijom imaju 

ekstremno visoku stopu mortaliteta, u odnosu na bolesnike sa subduralnom hemoragijom. S 

obzirom na lošu prognozu kod bolesnika sa intrakranijalnom hemoragijom, izuzetno je bitno 

sprovoditi preventivne mere, a pre svega korekciju trombocitopenije, hipoprotrombinemije, 
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hipofibrinogenemije, redukciju hiperleukocitoze, leĉenje infekcije, kao i ranu primenu all trans 

retinoiĉne kiseline (ATRA) u akutnoj promijelocitnoj leukemiji.     

 

1.6.   Dijagnoza i klasifikacija akutne mijeloidne leukemije 

Definitivna dijagnoza AML se postavlja na osnovu citomorfološke, citohemijske analize, 

analize imunofenotipa blasta putem multiparametarske protoĉne citometrije (ili, u sluĉaju suve 

punkcije, imunohistohemijskom analizom bioptata koštane srţi), uz citogenetsku 

(konvencionalna citogenetska analiza i FISH-fluorescentna in situ hibridizacija) i molekularno 

genetsku analizu uzorka koštane srţi [76]. Sve navedene analize su meĊusobno komplementarne, 

s tim da je citomorfološka analiza ćelija periferne krvi i aspirata koštane srţi temelj postavljanja 

dijagnoze. Za postavljanje dijagnoze AML neophodno je prisustvo 20% ili više blasta u koštanoj 

srţi (pri brojanju na 500 ćelija sa jedrom u razmazu koštane srţi), izuzev za AML sa t (15;17), t 

(8;21), inv(16) ili t (16;16), kada se dijagnoza postavlja i pri manjem stepenu infiltracije koštane 

srţi, kao i u nekim sluĉajevima eritroleukemija (gde se procenat blasta od 20% i više, raĉuna u 

odnosu na neeritroidne ćelije, uz uslov da u koštanoj srţi eritroblasti ĉine više od 50% ćelija) 

[22,24,76,77]. Kod postavljanja dijagnoze AML, u blaste se ubrajaju mijeloblasti, monoblasti i 

megakarioblasti, kao i promonociti (ekvivalenti blasta u svim tipovima AML), odnosno 

promijelociti (ekvivalenti blasta samo u akutnoj promijelocitnoj leukemiji) [76,24]. Eritroblasti 

se ubrajaju u raĉunanje procenta blasta samo u sluĉaju ĉiste (eng. pure) akutne eritroleukemije, 

kada ĉine ≥80% svih ćelija sa jedrom u koštanoj srţi [77]. Za odreĊivanje linijske pripadnosti 

blasta koriste se citohemijska bojenja (MPO-mijeloperoksidaza ili SBB-Sudan black B, NSE-

nespecifiĉna esteraza i PAS-periodic acid Schiff) i imunofenotipizacija. Imunofenotipizacija 
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protoĉnom citometrijom ne moţe da zameni citomorfološku evaluaciju u utvrĊivanju procenta 

blasta, ali je neophodna kod postavljanja dijagnoze odreĊenih tipova (mijeloperoksidaza 

negativnih) AML: AML sa minimalnom diferencijacijom (M0) i akutne megakarioblastne 

leukemije (M7), odnosno u diferencijalnoj dijagnozi AML sa koekspresijom limfoidnih markera 

i akutne leukemije neutvrĊene linije (akutne nediferentovane i akutne leukemije mešanog 

fenotipa) [78].  

AML je, u osnovi, veoma heterogeno oboljenje, sa razliĉitim citogenetskim i 

molekularnim promenama, zbog ĉega se deli u razliĉite kliniĉke i biološke entitete, sa razliĉitim 

tokom, odgovorom na terapiju i sveukupnim preţivljavanjem [79]. Decenijama unazad u širokoj 

upotrebi je klasifikacija akutnih mijeloidnih leukemija prema FAB (francusko-ameriĉko-

britanska grupa autora) [80]. Prema FAB klasifikaciji, koja se temelji na citomorfološkim i 

citohemijskim karakteristikama blasta, izvršena je podela na osam tipova AML, od M0 do M7. 

MeĊutim, aktuelna podela AML, koju je predloţila i prihvatila Svetska zdravstvena organizacija 

(SZO) 2008. godine, deli AML u odreĊene biološke kategorije, prevashodno na osnovu 

genetskih (citogenetskih i molekularno genetskih) i kliniĉkih podataka (prethodna hemioterapija, 

prethodna dijagnoza mijelodisplastiĉnog sindroma, Down-ov sindrom) (tabela 2) [24].  

Sa ciljem što preciznijeg kategorisanja AML i suţavanja kruga AML koje nisu na drugi 

naĉin definisane (AML, NOS), a koje i dalje ĉine oko 25-30% svih AML, u novoj klasifikaciji 

SZO su izdvojena i tri nova citogenetska entiteta: AML sa t(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214, AML 

sa inv(3)(q21q26.2) ili t(3;3)(q21;q26.2); RPN1-EVI1, AML (megakarioblastna) sa 

t(1;22)(p13;q13); RBM15-MKL1. TakoĊe, izdvajaju se i dva proviziona entiteta: AML sa 

nukleofozmin 1 mutacijom i AML sa mutiranim CEBPA, s obzirom na prognostiĉki znaĉaj, 

posebno u AML sa normalnim kariogramom [24]. 
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Tabela 2. Podela AML prema Svetskoj zdravstvenoj organizaciji iz 2008.  

 

AML sa rekurentnim citogenetskim abnormalnostima  

AML sa t(8;21)(q22;q22); RUNX1-RUNX1T1 

AML sa inv(16)(p13.1q22) ili t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYH11 

APL  sa t(15;17)(q22;q12); PML-RARA 

AML sa t(9;11)(p22;q23); MLLT3-MLL 

AML sa t(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214 

AML sa inv(3)(q21q26.2) ili t(3;3)(q21;q26.2); RPN1-EVI1 

AML (megakarioblastna) sa t(1;22)(p13;q13); RBM15-MKL1 

Provizioni entitet: AML sa mutiranim NPM1 

Provizioni entitet: AML sa mutiranim CEBPA 

 

AML sa promenama koje su u vezi sa mijelodisplazijom 

Prisustvo ≥20% blasta i podatak o prethodnom MDS ili MDS/MPN, ili 

                                       prisustvo citogenetskih abnormalnosti povezanih sa MDS *  ili 

                                       prisustvo multilinijske displazije (u minimum dve linije, najmanje 50% ćelija 

displastiĉno) uz odsustvo podatka o ranije primljenoj citotoksiĉnoj terapiji, odnosno u odsustvu rekurentnih 

citogenetskih abnormalnosti. 

 

AML koje nisu na drugi naĉin definisane (NOS-not otherwise specified) 

AML sa minimalnom diferencijacijom (M0 prema FAB) 

AML bez sazrevanja (M1 prema FAB) 

AML sa sazrevanjem (M2 prema FAB) 

Akutna mijelomonoblastna leukemija (M4 prema FAB) 

Akutna monoblastna/monocitna leukemija (M5a/M5b) 

Akutna eritroidna leukemija (M6 prema FAB) 

Akutna megakarioblastna leukemija (M7 prema FAB) 

Akutna bazofilna leukemija 

Akutna panmijeloza sa mijelofibrozom 

 

Mijeloidni sarkom 

 

AML u vezi sa Down-ovim sindromom 

 

Neoplazma blastnih plazmocitoidnih dendritiĉnih ćelija 

 

* -kompleksni kariotip (definisan kao tri ili više hromozomskih abnormalnosti, koje ne ukljuĉuju rekurentne hromozomske 

abnormalnosti)- nebalansirane promene: -7 or del(7q); -5 or del(5q); i(17q) or t(17p); -13 or del(13q); del(11q); del(12p) or  

    t(12p); del(9q); idic(X)(q13); - balansirane translokacije: t(11;16)(q23;p13.3); t(3;21)(q26.2;q22.1); t(1;3)(p36.3;q21.1); 

t(2;11)(p21;q23); t(5;12)(q33;p12); t(5;7)(q33;q11.2); t(5;17)(q33;p13); t(5;10)(q33;q21); t(3;5)(q25;q34) 
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1.7      Terapija i odgovor na terapiju 

 

Standardna šema leĉenja kod bolesnika sa non-M3 AML obuhvata uvodnu (indukcionu) 

terapiju sa ciljem postizanja kompletne remisije, na koju se nadovezuje postremisiona 

(konsolidaciona) terapija u vidu intenzivne hemioterapije i/ili autologe, odnosno alogene 

transplantacije matiĉne ćelije hematopoeze (MĆH). Cilj konsolidacione terapije je prevencija 

relapsa, kao najĉešće manifestacije rezistencije na terapiju i poslediĉnog neuspeha terapije. 

Verovatnoća rezistencije na terapiju se moţe predvideti na osnovu tipa AML (de novo versus 

sekundarna), citogenetsko/molekularnih karakteristika blasta, kao i procene odgovora na terapiju 

(vreme, odnosno broj ciklusa do postizanja remisije, praćenje minimalne rezidualne bolesti i dr.). 

Drugi bitan uzrok neuspeha terapije je mortalitet vezan za terapiju (treatment-related mortality), 

na koga uglavnom utiĉe dob bolesnika, ali se poslednjih godina istiĉu i druge bitne kovarijable, 

pre svega performans status i komorbiditet [81]. Savremeni pristup izboru terapije kod AML se 

bazira, pre svega, na proceni prognoze (risk adapted therapy), uzimajući u obzir faktore koji 

utiĉu na rezistenciju na terapiju i mortalitet vezan za terapiju [82]. Detaljnije o stratifikaciji 

obolelih od AML u odnosu na prognozu videti u narednom poglavlju (1.8. Prognostiĉki faktori 

od znaĉaja u AML). 

 

1.7.1 Indukciona terapija 

 

 Odluke o inicijalnom leĉenju kod AML se uglavnom donose u odnosu na kliniĉke 

podatke, kao što su ţivotna dob, performans status, tip AML (de novo/sekundarna), s obzirom da 

nalazi bitnih prognoznih markera (citogenetika i molekularni markeri) uglavnom nisu dostupni 
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pre zapoĉinjanja indukcije. Kod planiranja leĉenja, za arbitrarnu granicu ţivotne dobi uzima se 

60 godina, mada hronološka starost nije presudna, jer i stariji bolesnici, bez  većih komorbiditeta, 

uz oĉuvani funkcionalni (perfomans) status, mogu imati benefita od standardne (intenzivne) 

indukcione terapije, pogotovu kada se radi o citogenetski/molekularno povoljnoj grupi. Pod 

standardnom indukcionom terapijom se, decenijama unazad, smatra kombinacija antraciklina 

(daunorubicina ili idarubicina) i citarabina (“3+7” protokol). Iako se pokušalo sa modifikacijama 

standardnog indukcionog protokola (korišćenjem visokih doza citarabina u indukciji, dodavanje 

etopozida i sliĉno), nije se mogla dokazati prednost u preţivljavanju u odnosu na zlatni standard 

“3+7” protokol [83-85]. Poslednjih godina se, u okviru standardnog indukcionog protokola, 

preporuĉuje eskalacija doze daunorubicina sa standardnih 45 mg/m
2
 na 60 do 90 mg/m

2
 tri dana, 

što bi odgovaralo ekvivalentnim dozama idarubicina od 12 mg/m
2
 tri dana, uz kontinuiranu 

infuziju citarabina u dozama od 100-200 mg/m
2 

u trajanju od sedam dana [86]. Pokazano je da 

eskalacija doze daunorubicina dovodi do povećane stope remisija i utiĉe na ukupno 

preţivljavanje, posebno kod mlaĊih bolesnika sa povoljnom i intermedijarnom citogenetikom 

[87,88]. Mutacioni profil kod bolesnika mlaĊih od 60 godina, moţe izdvojiti grupu (oni sa 

DNMT3a ili NPM1 mutacijom ili MLL translokacijom), kod koje će eskalacija doze 

daunorubicina dovesti do poboljšanja preţivljavanja [89]. Poljska grupa za adultnu leukemiju je 

pokazala da dodatak kladribina standardnoj indukcionoj terapiji ipak moţe poboljšati stopu 

kompletnih remisija i sveukupno preţivljavanje kod mlaĊih bolesnika, te je protokol sa 

daunorubicinom, citarabinom i kladribinom uvršten kao kategorija 1 prema NCCN (National 

Comprehensive Cancer Network) preporukama iz 2013. godine [86,90]. S druge strane, kod 

starijih bolesnika sa neleĉenom AML, dodatak gemtuzumab ozogamicina standardnim 

indukcionim reţimima poboljšava sveukupno preţivljavanje, bez dodatne toksiĉnosti [91,92]. 
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Stariji bolesnici, koji nisu kandidati za standardnu indukciju (loš perfomans, komorbiditeti), 

mogu se leĉiti niskim dozama subkutanog citozara (20 mg citarabina dva puta dnevno subkutano 

deset dana na 4-6 nedelja), hipometilirajućim agensima (posebno oni sa 20-30% blasta u 

koštanoj srţi), monoterapijom klofarabinom, ili su pak kandidati za palijativno zbrinjavanje 

(transfuziona podrška, prevencija i leĉenje infekcije, hidroksiurea za kontrolu leukocitoze) [93]. 

Bolesnici kod kojih je dijagnoza visokoriziĉne AML (ukljuĉujući citogenetsko/molekularne 

markere) postavljena pre zapoĉinjanja indukcije, su kandidati za eksperimentalnu terapiju 

(kliniĉke studije) i ranu HLA tipizaciju i potragu za davaocem matiĉnih ćelija hematopoeze 

(MĆH), jer se standardnom indukcijom ne postiţu zadovoljavajući rezultati [94].  

  

1.7.2. Postremisiona terapija 

 

Posle postizanja kompletne remisije, neophodno je leĉenje nastaviti konsolidacijom, sa 

ciljem prevencije relapsa. U ovom trenutku leĉenja su pristigli svi inicijalno uzeti nalazi, koji će 

omogućiti adekvatnu risk stratifikaciju bolesnika, na osnovu koje će se bazirati izbor 

postremisione terapije (videti poglavlje 1.8.).  

Za bolesnike sa dobrom prognozom (CBF AML, kao i NK AML sa NPM1 mutacijom i 

bez FLT3 ITD mutacije, odnosno CEBPA
double mut

) preporuka je intenzivna hemioterapija 

visokim dozama citarabina (2-3 g/m
2
, dva puta dnevno, 1, 3. i 5. dana), tri do ĉetiri 

konsolidaciona ciklusa [95]. MeĊutim, postoje indicije i da su manje doze citarabina (1,0 do 1,5 

g/m
2 

na 12h, 6 dana) jednako efikasne kao standardne visoke doze [96]. Alternativa za bolesnike 

iz grupe sa dobrom prognozom, i selektovanih bolesnika iz grupe sa intermedijarnom 

prognozom, je i visokodozna terapija praćena autologom transplantacijom MĆH, obiĉno nakon 



19 
 

1-2 ciklusa standardne konsolidacije [76]. Alogena transplantacija nije indikovana u prvoj 

remisiji kod bolesnika sa dobrom prognozom (iako se dugogodišnje preţivljavanje kod CBF 

AML postiţe samo u oko 50%), već je rezervisana za sluĉaj relapsa bolesti (u drugoj kompletnoj 

remisiji) [97]. Ako se izuzme grupa sa povoljnom prognozom, alogena transplantacija MĆH je 

predloţena kao odgovarajući oblik postremisione terapije, u prvoj kompletnoj remisiji, praktiĉno 

za sve ostale riziko grupe, a posebno kod bolesnika sa visokim rizikom od relapsa, a relativno 

niskim ili intermedijarnim rizikom od transplantacije, tzv. nerelapsni mortalitet [76]. Alogena 

transplantacija je modalitet leĉenja AML, povezan sa najmanjom stopom relapsa, što se pripisuje 

ne samo dejstvu visokodozne terapije, već i T ćelijama posredovanom graft versus leukemia 

efektu. Upotrebom HLA tipizacije visoke rezolucije, omogućeno je pronalaţenje visoko 

podudarnog nesrodnog davaoca (fully matched unrelated donor) za većinu bolesnika, a rezultati 

transplantacije u smislu sveukupnog preţivljavanja su komparabilni sa rezultatima 

transplantacije od srodnog podudarnog davaoca [98,99]. S druge strane, postoje i alternativni 

izvori za transplantaciju, kao što su matiĉne ćelije porekla pupĉanika i haploidentiĉne srodne 

transplantacije, potonje se sprovode obiĉno kod mlaĊih, visokoriziĉnih bolesnika, koji nemaju 

vremena za pretragu za nesrodnog, odnosno nemaju srodnog podudarnog davaoca [100].  

Nema standardnog pristupa postremisionoj terapiji kod starijih bolesnika sa AML, niti 

postoje randomizovane studije koje su potvrdile korist postremisione terapije u ovoj grupi 

bolesnika. Oni koji su dobrog performansa, bez komorbiditeta, sa normalnim ili niskoriziĉnim 

kariogramom, mogu primiti 1-2 ciklusa konsolidacije, obiĉno monoterapijom citarabinom (1,0-

1,5g/m
2
/d x 4-6 doza) [86,93]. Ostale opcije su kliniĉke studije, kombinacija antraciklina i 

citarabina (npr. “2+5”), alogena transplantacija uz primenu reţima redukovanog intenziteta 

kondicioniranja (RIC) [86].   
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 Poseban kliniĉki problem predstavljaju primarno refrakterne i AML u relapsu bolesti, gde 

jedino alogena transplantacija daje izgleda za višegodišnje preţivljavanje. Iako postoje brojna 

otvorena pitanja u vezi sa transplantacijom u relapsu bolesti (da li primeniti reindukciju pre 

transplantacije ili ne, primena kombo reţima (kombinacija lekova koji se koriste u reindukciji i u 

okviru kondicionih reţima), broj ciklusa terapije pre transplantacije, preemptivna primena 

salvage protokola na osnovu nalaza pozitivne minimalne rezidualne bolesti, itd.), jedno je 

izvesno - ako bolesnik postigne sekundarnu remisiju i ako ima odgovarajućeg donora, apsolutno 

je indikovana alogena transplantacija MĆH [101]. Ishod terapije u relapsu se moţe predvideti na 

osnovu: duţine trajanja prve remisije (rani relaps podrazumeva trajanje remisije manje od šest 

meseci), starosne dobi u vreme relapsa, citogenetsko/molekularne riziko kategorije na 

prezentaciji, i da li je već primenjena transplantacija u prvoj remisiji ili ne [102]. Standardni 

salvage protokoli za reindukciju su protokoli koji sadrţe purinske analoge, npr. fludarabin 

(protokol FLAG-Ida), potom visoke doze citarabina sa/bez antraciklina, kao i kombinacija 

mitoksantrona i vepezida, i sliĉni, a sa druge strane su eksperimentalni salvage protokoli 

(kliniĉke studije), koje se preporuĉuju uglavnom bolesnicima sa nepovoljnim prognoznim 

indeksom (kojih je i najviše, oko 2/3 bolesnika u prvom relapsu).              

 

1.7.3.   Inovativni lekovi 

 

Upotrebom visoke tehnologije sekvencioniranja DNK, došlo je do otkrivanja novih 

mehanizama u procesu leukemogeneze, a samim tim i potencijalnih mesta za ciljano delovanje 

hemioterapeuticima, što daje nadu za dalju individualizaciju terapije AML. U toku su brojna 

kliniĉka ispitivanja lekova iz grupe kinaznih inhibitora (FLT3 inhibitori, cKIT inhibitori, 
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inhibitori Aurora i polo-like kinaza, i dr.), potom epigenetska terapija (hipometilirajući agensi, 

inhibitori histondeacetilaze, DOT1l inhibitori,…), hemosenzitirajući agensi (CXCR4 inhibitori), 

kao i brojni imunoterapeutici u razvoju [103].   

 

1.7.4.   Odgovor na terapiju 

 

Procena odgovora na primenjenu terapiju, kod konvencionalne indukcione terapije, vrši 

se 28.dana indukcije, s tim da se procena vrši na 200 ćelija sa jedrom u aspiratu koštane srţi sa 

spikulama. Cheson i sararadnici su definisali kriterijume odgovora na primenjenu hemioterapiju 

(tabela 3) [104]. Kod onih koji primaju intenzivnu hemioterapiju, većina studija navodi da je 

stopa kompletnih remisija kod mlaĊih bolesnika oko 70%, dok je kod starijih (preko 60 godina) 

izmeĊu 40% i 60% [95]. Godine 2003. uvode se i kategorije odgovora koje ne ispunjavaju stroge 

kriterijume kompletne remisije (CR), tzv. CRi (kompletna remisija sa nepotpunim oporavkom), 

odnosno CRp (ako uz ostale kriterijume kompletne remisije, nije došlo do oporavka trombocita 

(trombociti ispod 100x10
9
/l), a pri tome ne postoji potreba za transfuzijama koncentrata 

trombocita). Walter i saradnici su istakli kliniĉki znaĉaj “odgovora manjih od kompletne 

remisije” na preţivljavanje, koje je lošije od onih koji su postigli kompletnu remisiju, ali ipak 

bolje od onih koji nisu uspeli da postignu CR ili CRi [105]. Kod upotrebe novijih lekova, npr. 

hipometilacionih agenasa (azacitidin), akcenat je na preţivljavanju, a ne na postizanju kompletne 

remisije, s obzirom da se efekat ove terapije oĉekuje tek posle nekoliko (4 do 6) ciklusa terapije 

[106,107]. Citogenetska kompletna remisija podrazumeva reverziju normalnog kariograma kod 

onih koji su u CR/CRi, a koji su inicijalno imali abnormalni kariogram. Za sada ne postoji 

standardna definicija molekularne kompletne remisije.   
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Tabela 3. Procena odgovora na terapiju (prema referenci br.104) 

Kategorija Definicija 

Kompletna remisija (CR) Blasti u KS ≤5%, odsustvo Auerovih štapića u blastima; odsustvo 

ekstramedularne bolesti; neutrofili ≥1,0x10
9
/l, tombociti ≥100 

x10
9
/l, transfuziona nezavisnost 

Kompletna remisija sa 

nepotpunim odgovorom (CRi) 

Svi kriterijumi za CR,  izuzev rezidualne neutropenije (ispod 1,0 

x10
9
/l) ili trombocitopenije (ispod 100 x10

9
/l) 

Parcijalna remisija (PR) Smanjenje blasta u KS na 5-25% ili za najmanje 50%, uz uslov da su 

neutrofili ≥1,0x10
9
/l, trombociti ≥100 x10

9
/l.  

Citogenetska kompletna remisija Reverzija inicijalno abnormalnog kariotipa u normalan, kod 

bolesnika koji je postigao CR/CRi  

Molekularna kompletna remisija Nema standardne definicije 

             Neuspeh terapije 

Rezistentna bolest Nepostizanje CR, CRi ili PR kod bolesnika koji su preţiveli više od 

7 dana od završetka indukcije (dokaz perzistentne leukemije u krvi 

ili KS) 

Smrtni ishod u aplaziji Smrtni ishod nakon 7 dana od završetka indukcije, sa citopenijom u 

krvi; aplastiĉnom/hipoplastiĉnom KS analiziranom unutar sedam 

dana pre smrti, bez znakova perzistentne leukemije 

Smrtni ishod usled drugog uzroka Smrtni ishod pre završetka, odnosno manje od 7 dana nakon 

završetka indukcije ili više od 7 dana od završetka terapije, bez 

blasta u krvi 

Relaps Ponovna pojava blasta u krvi ili u KS (više od 5%) ili nastanak 

ekstramedularne bolesti 

 

 

1.8.  Prognostiĉki faktori od znaĉaja u akutnoj mijeloidnoj leukemiji 

 

Prognoza obolelih od AML, na osnovu koje se temelji i odluka o naĉinu leĉenja, je 

odreĊena brojnim faktorima, od kojih su neki u vezi sa bolesnikom (kao što su dob, performans 

status, komorbiditeti), a neki u vezi sa samom bolesti (inicijalni broj leukocita, postojanje 

prethodne mijelodisplazije ili primena citotoksiĉne terapije, citogenetske i molekularne promene 

u leukemijskim ćelijama pri postavljanju dijagnoze) [76].  
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1.8.1. Standardni prognostiĉki faktori od znaĉaja u akutnoj mijeloidnoj leukemiji 

Starija ţivotna dob (arbitrarna granica, za obolele od AML, je 60 godina) predstavlja 

nepovoljan prognostiĉki ĉinilac. Sa godinama raste broj komorbiditeta, takoĊe je lošiji i 

performans status, a sa druge strane menja se i biologija leukemije (veća je uĉestalost 

sekundarnih leukemija, nepovoljnih citogenetskih abnormalnosti (ukljuĉujući kompleksni 

kariotip), kao i ekspresije MDR (multidrug resistance) gena [108]. Starija dob nije sama za sebe 

kontraindikacija za primenu intenzivne terapije u standardnim dozama, već u razmatranje 

svakako treba uzeti performans status, komorbiditetni indeks, de novo/sekundarna AML 

[81,109,110]. Samo prisustvo nepovoljne citogenetike ne bi trebalo da utiĉe na odluku da se kod 

starijih bolesnika inicijalno ne pokuša postizanje kompletne remisije (kompletnu remisiju 

postigne oko 25-30% onih sa nepovoljnom citogenetikom) [110].   

Inicijalno visok broj leukocita (iznad 100 x 10
9
/L, u sluĉaju M3 iznad 10 x 10

9
/L), kao 

indirektni pokazatelj veliĉine tumorske mase, predstavlja loš prognostiĉki faktor [54,111]. U 

tradicionalno loše prognostiĉke faktore spada i sekundarna AML, nastala iz prethodne klonske 

hematološke bolesti (MDS ili mijeloproliferativna neoplazma) [111-113]. I dalje ostaje 

diskutabilno pitanje da li je prognozni uticaj multilinijske displazije posledica ĉešće udruţenosti 

ovog tipa AML sa nepovoljnim citogenetskim promenama i starijom ţivotnom dobi, ili sama za 

sebe predstavlja nezavisni prognostiĉki faktor [113,114].  

 Konvencionalna citogenetska analiza blasta, sprovedena na poĉetku bolesti, je 

najznaĉajniji nezavisni prognostiĉki faktor u predviĊanju ishoda oboleleih od AML [115-119]. 

Na osnovu citogenetike, izvršena je podela u tri grupe bolesnika (povoljna, intermedijarna, 

nepovoljna) u odnosu na prognozu [76,120]. Grupu sa povoljnom prognozom ĉine core binding 
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factor (CBF) AML: AML sa t (8;21) i AML sa inv(16) ili t(16;16), kao i akutna promijelocitna 

leukemija, u ĉijoj osnovi je t(15;17). Uticaj sekundarnih citogenetskih abnormalnosti na 

prognozu CBF AML nije u potpunosti definisan, osim prisustva trizomije 22, koja predstavlja 

povoljan prognostiĉki faktor u AML sa inv (16) [97]. Većina studija se slaţe da grupu sa 

nepovoljnom prognozom ĉine monozomije hromozoma 5 i 7, del (5q), abn (3q), AML sa MLL 

(mixed lineage leukemia) rearanţmanom (11q23) izuzev t (9;11), potom t (6;9), abn (17p), kao i 

kompleksni kariotip (sa tri i više hromozomskih aberacija). Prisustvo monozomalnog kariotipa 

(MK) (dve ili više autozomalne monozomije, odnosno jedna autozomalna monozomija sa 

dodatnom strukturnom abnormalnošću) predstavlja grupu sa veoma lošom prognozom 

[121,116,122]. Uĉestalost monozomalnog kariotipa raste sa godinama (20% obolelih preko 60 

godina ima MK), i negativno utiĉe na već lošu prognozu obolelih sa kompleksnim kariotipom 

[123]. AML sa normalnim kariotipom, potom AML sa t (9;11), kao i ostale citogenetske 

promene koje nisu kvalifikovane kao povoljne ili nepovoljne, ĉine veliku grupu sa nedovoljno 

definisanom-intermedijarnom prognozom. Iako nezaobilazna u risk stratifikaciji obolelih od 

AML, konvencionalna citogenetika ima i nekoliko svojih ograniĉenja: oko 40-50% AML ima 

normalan kariotip, takoĊe postoje i skriveni hromozomski rearanţmani, kao i mogućnost 

neuspelih citogenetskih analiza [123]. 

 

 1.8.2. Molekularni markeri i prognoza u akutnoj mijeloidnoj leukemiji 

Poslednjih desetak godina, otkrivena je ĉitava paleta molekularnih markera u AML 

(mutacije razliĉitih gena i poremećaja ekspresije gena), koji su delom doprineli razjašnjenju 

leukemogeneze, a delom proceni prognoze AML, posebno unutar grupe sa normalnim 



25 
 

kariotipom (CN AML) [124]. Od molekularnih markera-NPM1 mutacija, FLT3 ITD (unutrašnja 

tandem duplikacija) mutacija i CEBPA imaju već potvrĊeni prognostiĉki znaĉaj, posebno u 

okviru CN AML i zajedno sa citogenetikom, predstavljaju osnov za podelu u odreĊene 

prognostiĉke grupe [76,125,126].  

Mutacija FLT3 gena spada u jednu od najĉešćih mutacija u AML (25-35% bolesnika), a 

postoje dve klase aktivirajućih FLT3 mutacija: unutrašnja tandemska duplikacija (ITD-internal 

tandem duplication) u kodirajućoj sekvenci za jukstamembranski domen receptora i taĉkasta 

mutacija (obiĉno D835) unutar aktivacione petlje tirozin kinaznog domena (TKD-tyrosine kinase 

domain). FLT3-ITD mutacija je prisutna u oko 30% CN AML i potvrĊen je njen negativni 

prognostiĉki uticaj kod ovih bolesnika [127-129]. Na prezentaciji, bolesnici sa FLT3-ITD 

mutacijom, tipiĉno imaju veliku tumorsku masu (visok procenat blasta u koštanoj srţi i 

perifernoj krvi, praćen leukocitozom) i obiĉno de novo AML. Iako je stopa remisija kod FLT3-

ITD pozitivnih i FLT3-ITD negativnih AML na pribliţno istom nivou, FLT3-ITD pozitivne 

AML su sklone brzim relapsima (unutar 6-7 meseci), a u relapsu po pravilu ne reaguju na 

primenjenu konvencionalnu salvage terapiju [130]. FLT3-ITD mutacija je ĉesto udruţena sa 

NPM 1 mutacijom i/ili DNMT3a mutacijom. Ne samo prisustvo/odsustvo FLT-ITD mutacije, 

već i visok odnos mutiranog FLT3-ITD/wild type alela ima negativan prognostiĉki znaĉaj [131-

133]. U relapsu FLT3-ITD pozitivne AML, ĉesto dolazi do gubitka FLT3 wild type alela 

mehanizmom steĉene uniparenteralne dizomije hromozoma 13q, što dovodi do homozigotne 

FLT3 mutacije i delom objašnjava mehanizam progresije bolesti [134,135]. Za razliku od FLT3-

ITD mutacije, FLT3-TKD se reĊe javlja (oko 7% CN AML) i nije potvrĊen njen nezavisni 

prognostiĉki znaĉaj [136]. 
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AML sa nukleofozmin 1 (NPM1) mutacijom predstavlja zaseban entitet, što je 

prepoznato i u klasifikaciji SZO iz 2008. godine [137]. NPM1 mutacija je najĉešća mutacija u 

AML sa normalnim kariotipom (uĉestalost oko 50%) i relativno je specifiĉna za AML. U 85% 

AML sa NPM1 mutacijom je prisutan normalan kariogram, a NPM1 mutacija je udruţena i sa 

leukocitozom, AML M4/M5, CD34 negativnim AML i obiĉno dobrim odgovorom na 

indukcionu terapiju [36]. Neretko je NMP1 mutacija udruţena sa drugim molekularnim 

markerima, posebno FLT3-ITD mutacijom (u oko 40% sluĉajeva) [138]. Prisustvo invaginacija 

jedra u blastima (tzv. cup like nukleusi) predstavljaju citološki znak, koji moţe da ukaţe na 

prisustvo NPM1 i/ili FLT3-ITD mutacije [139,140]. Prognoza AML sa NPM1 mutacijom, ali 

bez prisustva FLT3-ITD mutacije, je sliĉna prognozi koju imaju CBF AML [127,141].  

AML sa mutiranim CEBPA genom (CCAAT/Enhancer-Binding Protein gene α), genom 

odgovornim za granulocitnu diferencijaciju, predstavlja još jedan provizioni entitet u klasifikaciji 

mijeloidnih neoplazmi SZO. Uĉestalost CEBPA mutacije u AML je izmeĊu 5% i 14% [142]. 

Većina CEBPA mutacija su dvostruke alelske mutacije (CEBPA
double-mut

) i samo kao takva 

predstavlja povoljni prognostiĉki marker kod CN AML [143]. CEBPA
double-mut

 se, po pravilu, ne 

javlja udruţena sa NPM1 mutacijom, a vrlo retko je udruţena sa FLT3-ITD mutacijom. 

  Mutacija u genu za c KIT (stem ćelijski faktor receptor), koja dovodi do ligand 

nezavisne aktivacije receptorske tirozin kinaze, prisutna je u oko trećine CBF AML i predstavlja 

faktor loše prognoze (veća incidenca relapsa i kraće preţivljavanje) kod ove grupe bolesnika 

[144]. RAS mutacije su relativno ĉeste u CBF AML (u 10-20% AML sa t(8;21) i 35-50% AML 

sa inv(16)), ali nije utvrĊen njihov prognostiĉki znaĉaj [97].  
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Pored navedenih molekularnih markera, postoji ĉitav niz molekularnih markera sa još 

nepotvrĊenim prognoznim znaĉajem, koji se za sada ne preporuĉuju u rutinskoj kliniĉkoj praksi 

(tabela 4).  

Tabela 4.       Mutacije od prognostiĉkog znaĉaja za AML (modifikovano iz reference 145) 

Mutacija Uĉestalost u CN AML (%) Uticaj na prognozu 

FLT3 ITD 25-35 nepovoljan (posebno ako je visok odnos mut/wild type 

alela) 

FLT3 TKD 5-10 kontraverzno 

NPM1 45-60 povoljan, ukoliko je FLT3 ITD neg. 

CEBPA 10-15 povoljan (posebno ako su oba alela mutirana) 

DNMT3A 27,2-33,7 nepovoljan (zavisno od uzrasta i tipa mutacije) 

IDH1 7,6-13,6 nepovoljan u CN AML, kontraverzno 

IDH2 8,7-19 nepovoljan kod starijih  (posebno R172), kontraverzno 

TET2 23 
nepovoljan u okviru ELN povoljne risk grupe, 

kontraverzno 

ASXL1 10,4 nepovoljan u okviru ELN povoljne risk grupe 

RUNX1 6,3-13,2 nepovoljan, i dalje se ispituje prognozni uticaj 

WT1 10-13 nepovoljan, kontraverzno 

MLL-PTD 11 nepovoljan 

 

MeĊu molekularnim markerima, posebnu grupu ĉine mutacije, koje uĉestvuju u 

epigenetskim promenama u AML, a prema uĉestalosti i znaĉaju istiĉe se mutacija u DNA 

metiltransferazi 3A (DNMT3A). DNMT3A mutacija je jedna od najĉešćih mutacija u CN AML 

sa uĉestalošću oko jedne trećine sluĉajeva [146]. U većini istraţivanja, DNMT3A mutacija je loš 

prognozni marker kod AML sa intermedijarnom prognozom [147-149]. Prema pojedinim 

istraţivanjima, prognozni znaĉaj DNMT3A mutacije zavisi od starosne dobi i tipa mutacije (R-

882 vs non-R882) [146]. DNMT3A mutacija je ĉesto udruţena sa NPM1 i/ili FLT3 mutacijom, a 

na dominantno negativan uticaj DNMT3A mutacije na prognozu CN AML ne utiĉu prisustvo 

NPM1 i FLT3 mutacije [31,150]. Za razliku od DNMT3A mutacije, ĉija uloga u patogenezi 

AML nije u potpunosti razjašnjena, uloga i mesto mutacije gena za IDH 1 i 2 (izocitrat 
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dehidrogenaza 1 i 2), kao i TET 2 (ten-eleven translocation 2) u leukemogenezi su relativno jasni 

(ove mutacije se meĊusobno iskljuĉuju, s obzirom na preklapajuće biološke efekte), ali o 

prognostiĉkom znaĉaju ovih markera i dalje postoje kontradiktorni podaci [151,152]. 

 

1.8.3. Prognostiĉki modeli u akutnoj mijeloidnoj leukemiji 

S obzirom na heterogenost AML (posebno CN AML) i veliki broj 

citogenetskih/molekularnih markera, postoje razliĉiti prognostiĉki modeli, koji se, većinom, 

baziraju na kombinaciji citogenetskih i nekoliko molekularnih markera. Aktuelne risk 

stratifikacije predloţene od strane ELN (European LeukemiaNet) i NCCN (National 

Comprehensive Cancer Network), temelje se na citogenetskim/molekularnim markerima sa već 

potvrĊenim znaĉajem (tabele 5 i 6) [76,153].  

 

Tabela 5. Prognostiĉke grupe AML prema NCCN vodiĉu 

Risk grupa Citogenetika molekularni markeri 

povoljna 

inv (16) ili t(16;16) 

t(8;21) 

t (15;17) 

normalna citogenetika: 

NPM1 mutacija u odsustvu FLT-ITD 

ili izolovana bialelska CEBPA mut 

intermedijarna 

normalna citogenetika 

+8 izolovana 

t (9;11),  

druge nedefinisane 

t(8;21), inv (16), t(16;16): 

sa c-KIT mutacijom 

nepovoljna 

kompleksni kariotip (≥3 

klonske hromozomske 

abnormalnosti) 

monozomalni kariotip 

-5,5q-,-7,7q- 

11q23 abn (osim t 9;11) 

inv 3, t (3;3) 

t (6;9),  

t (9;22) 

normalna citogenetika: 

sa FLT3-ITD mutacijom 
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Tabela 6. Prognostiĉke grupe AML prema ELN 

Risk grupa citogenetske/molekularne kategorije 

povoljna 

t(8;21)(q22;q22); RUNX1-RUNX1T1 

inv(16)(p13.1q22) ili t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-

MYH11 

NPM1 mut bez FLT3-ITD (normalan kariotip) 

CEBPA mut (normalan kariotip) 

intermedijarna I 

NPM1 mut i FLT3-ITD (normalan kariotip) 

Wild-type NPM1 i FLT3-ITD (normalan kariotip) 

Wild-type NPM1 bez FLT3-ITD (normalan kariotip) 

intermedijarna II 

t(9;11)(p22;q23); MLLT3-MLL 

citogenetske promene koje nisu klasifikovane kao 

povoljne/nepovoljne 

Nepovoljna 

inv(3)(q21q26.2) ili t(3;3)(q21;q26.2); RPN1-EVI1 

t(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214 

t(v;11)(v;q23); MLL rearanţman 

5 ili del(5q); -7; abn (17p); kompleksni kariotip 

  

 

Sve je više prognostiĉkih modela, koji ukljuĉuju novije (posebno DNMT3A, ali i 

IDH1/2, TET2, ASXL1,…), ali i starije molekularne markere, sa uglavnom lošim prognostiĉkim 

karakteristikama (MLL-PTD, mutacija p53) [89,141,154]. Integracijom većeg broja 

molekularnih markera, posebno unutar grupe sa intermedijarnom prognozom (gde spada i CN 

AML), moguće je ovu relativno heterogenu grupu dodatno stratifikovati u odnosu na rizik [155, 

156].  
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1.8.4. Postindukcioni faktori znaĉajni za prognozu u akutnoj mijeloidnoj leukemiji 

Pored navedenih, inicijalnih prognostiĉkih faktora, od postindukcionih faktora znaĉajnih 

za prognozu obolelih od AML navodi se brzina klirensa blasta iz periferne krvi i koštane srţi 

(pregled koštane srţi se radi 7-10 dana nakon završetka indukcije). Rani klirens blasta 

predstavlja in vivo pokazatelj hemiosenzitivnosti blasta na primenjenu terapiju i nezavisni je 

prognozni marker u AML [157-159]. MeĊutim, bolesnici koji nakon indukcione terapije 14.dana 

u koštanoj srţi imaju rezidualnu leukemiju, potom odmah prime još jedan ciklus hemioterapije i 

postignu kompletan odgovor, imaju prognozu sliĉnu onima koji su kompletnu remisiju postigli 

nakon samo jednog indukcionog ciklusa [160]. S druge strane, odgovor na indukcionu terapiju 

(procenjen 28.dana indukcije) i vreme do postizanja kompletne remisije (kada se druga indukcija 

primeni nakon završenog prvog ciklusa), predstavljaju snaţne prognostiĉke faktore [161]. 

Procena minimalne rezidualne bolesti kod bolesnika u morfološki kompletnoj remisiji (metodom 

protoĉne citometrije-na osnovu leukemija specifiĉnog fenotipa, odnosno kvantitativnom PCR 

metodom) ima sve veći znaĉaj u predviĊanju relapsa, a samim tim i ishoda obolelih od AML 

[162].    

 Savremeni pristup stratifikaciji bolesnika u odnosu na rizik i izboru postindukcione 

terapije (da li se odluĉiti za alogenu transplantaciju matiĉne ćelije hematopoeze ili ne) zahteva 

integrativni pristup svih navedenih prognostiĉkih faktora [101]. Iako citogenetika i molekularni 

markeri ĉine osnov podele u odreĊene riziko grupe, novije preporuke (European LeukemiaNet 

2012) uzimaju u obzir i dob, inicijalni broj leukocita, odgovor na indukcionu terapiju i vreme do 

postizanja kompletne remisije, prisustvo/odsustvo minimalne rezidualne bolesti, ali i 

komorbiditetni indeks (koji predviĊa nerelapsni mortalitet nakon transplantacije) [125].  
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Ne samo prisustvo/odsustvo mutacija gena, već i nivoi ekspresije (nizak nivo ekspresije 

ili visoka ekspresija) odreĊenih gena, predstavljaju potencijalne prognozne markere. Visoka 

ekpresija BAALC (brain and acute leukemia gene, cytoplasmic), kao i ERG (Ets related gene) i 

MN1 (meningioma 1) gena, povezana je obiĉno sa lošom prognozom u AML [145,163-167]. 

Pored navedenih, i poremećaj ekspresije EVI1 (ecotropic virus integration-1) gena u AML je 

predmet mnogobrojnih istraţivanja, kako uticaja u patogenezi leukemije, tako i prognoznog 

znaĉaja, kao pojedinaĉnog odnosno u kombinaciji sa drugim molekularnim markerima.  

 

 

 

2.          EVI 1 gen i akutna mijeloidna leukemija 

 

2.1.        EVI1 gen 

Humani EVI1 (ecotropic virus integration-1) gen je lokalizovan na hromozomu 3q26.2 i 

sastoji se od 16 egzona, a ima dva zinc finger (ZF) domena (proksimalni, na N terminalnom 

kraju sa 7 zinc fingera i distalni, na C terminalnom kraju, sa 3 zinc fingera), kao i represivni 

domen (RD) i region bogat kiselim aminokiselinama (Ac-acidic region) (slika 1) [168]. Postoji 

nekoliko splajs (eng. splice) varijanti EVI1 iRNK, koje se razlikuju u svom 5’ netranslacionom 

regionu, a svaka daje isti EVI1 protein. Intergenskim in frame splajsingom izmeĊu MDS1 

(myelodysplasia syndrome 1) gena i drugog egzona EVI1 gena nastaje MDS/EVI1 (ME) 

transkript [142]. EVI1 gen kodira protein molekulske mase 145 kDa, koji se sastoji od 1051 

aminokiseline i lokalizovan je u jedru. EVI1 gen je otkriven još 1988.godine, kao zajedniĉko 
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mesto integracije retrovirusa koji uzrokuje mijeloidnu leukemiju u mišijim modelima, ali mesto i 

uloga ovog gena u embriogenezi, normalnoj i malignoj hemato/onkogenezi se i dalje ispituje 

[169,170].  

 

2.2.  EVI1 gen i leukemogeneza 

Leukemijske matiĉne ćelije (LSC-leukemic stem cell) dele odreĊene mehanizme 

regulacije samoobnavljanja, mirovanja, proliferacije i dugoveĉnosti sa normalnim 

hematopoeznim matiĉnim ćelijama [25]. EVI1 igra jednu od kljuĉnih uloga u transkripcionoj 

regulaciji navedenih procesa, kako u normalnoj, tako i malignoj hematopoezi. EVI1 se 

predominantno eksprimira u dugotrajnim repopulišućim matiĉnim ćelijama hematopoeze, 

ćelijama sposobnim za neograniĉenu samoobnovu. Kao takav, EVI1 moţe posluţiti kao marker 

funkcionalnih MĆH i u kombinaciji sa odreĊenim površinskim antigenima doprineti izolaciji i 

izuĉavanju biologije matiĉne ćelije [171]. Za razliku od normalne hematopoeze, gde EVI1 

iskljuĉivo doprinosi odrţavanju samoobnavljanja matiĉnih ćelija (ali nije neophodan za 

diferencijaciju), visoka EVI1 ekspresija u AML dovodi i do blokade granulocitne i eritroidne 

diferencijacije (delujući na trankripcione faktore hematopoeze- PU.1, Cebpα, Runx1, GATA1), a 

indukuje megakariocitnu (što objašnjava trombocitozu u 3q21q26 sindromu) [172]. Eppert i 

saradnici su u svom istraţivanju pokazali da tzv. “besmrtni” transkripcioni profil, koji dele 

leukemijske i hematopozne matiĉne ćelije, doprinosi lošoj prognozi u AML [173]. Analizom 

genske ekspresije, utvĊeno je da EVI1 pozitivne leukemije imaju upravo stem ćelijski fenotip, 

što delom objašnjava lošu prognozu kod AML sa visokom EVI1 ekspresijom [174].   
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EVI1 protein ima sposobnost vezivanja za specifiĉne DNK sekvence preko jednog od 

svoja dva zinc finger domena (proksimalni i distalni), te ima ulogu multifunkcionalnog 

nuklearnog transkripcionog faktora, sa mogućnošću aktivacije i represije transkripcije ciljnih 

gena, ukljuĉenih u procese samoobnavljanja MĆH i leukemogeneze (slika 1) [168].  

 

Slika 1. Shema EVI1 gena i potencijalni target geni (modifikovano iz reference 168)           

Legenda:HDACs-histon deacetilaze, HMTs-histon metiltransferaze, JNK-c-Jun N-terminalna kinaza, 

SMAD3-SMAD family member 3, CtBP-C-terminalni vezujući protein, TGFβ-transformišući faktor rasta 

beta, ZF-zinc finger, RD-represioni domen, Ac-acidic region (region bogat kiselim aminokiselinama).   

  

EVI1 se direktno vezuje za GATA2 promoter i ima ulogu njegovog pojaĉivaĉa. GATA2 

ima kljuĉnu ulogu u odrţavanju i proliferaciji HMĆ. TakoĊe direktno, EVI1 dovodi do pojaĉane 

transkripcije Pbx1, još jednog transkripcionog faktora bitnog u regulaciji samoobnavljanja i 

odrţavanja HMĆ u stanju relativnog mirovanja. Za razliku od prethodnih, EVI1 preko svog 

distalnog zing finger domena pojaĉava aktivnost AP-1 transkripcionog faktora (JunB) i to ĉini 

transaktivacijom c-fos promotera, ĉime pojaĉava ćelijsku proliferaciju. EVI1 reguliše ekspresiju 
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ciljnih gena ne samo vezujući se direktno za DNK, već i interreakcijom sa transkripcionim 

regulatorima, korepresorima, kao što je CtBP (C-terminal-binding protein 1 ), koji dovodi do 

utišavanja ciljnih gena [175]. TakoĊe preko CtBP, ali i fiziĉkom interreakcijom sa SMAD3, 

EVI1 inhibiše TGF-β (transforming growth factor beta) signalni put, koji je ukljuĉen u kontrolu 

ćelijske proliferacije i diferencijacije. EVI1 je ukljuĉen i u procese inhibicije apoptoze i to 

interreakcijom sa JNK (c-Jun N-terminalne kinaze, grupa MAP kinaza znaĉajnih u zapoĉinjanju 

apoptoze), tako što suprimira JNK1 posredovnu fosforilaciju c-Jun transkripcionog faktora 

(tabela 7)[176-194].   

Tabela 7.          Molekularni mehanizmi EVI1 leukemogeneze  

Mesto/mehanizam 

delovanja 

Naziv gena/signalnog 

puta/proteina 

Uloga Reference 

target geni 

GATA2 proliferacija MĆH [176,177] 

PBX1 
odrţavanje samoobnavljanja 

MĆH 

[178,179] 

PU.1, Cebpα, Runx1 mijeloidna diferencijacija [180,181,182] 

GATA1 eritroidna diferencijacija [183] 

Aktivator protein (AP)-1 ćelijska proliferacija [184] 

singnalni putevi 

TGF beta 
ćelijska proliferacija i 

diferencijacija 

[185,186] 

JNK MAP kinaza Apoptoza [187] 

PI3K/PTEN/AKT/mTOR ćelijska proliferacija [188] 

JAK/STAT 
ćeijska 

proliferacija/diferencijacija 

[182] 

modifikacija histona 

Histon metiltransferaze: 

SUV39H1 i G9a 

EZH2, EED, SUZ12 

 

epigenetsko utišavanje (H3K9) 

epigenetsko utišavanje 

(H3K27m
3
) 

 

[189;190] 

 

[188] 

Histon acetiltransferaze: 

CBP i P/CAF 

 

epigenetsko pojaĉavanje 

 

[191] 

hromatin 

remodeling 

kompleks 

BRG 1 (SWI/SNF) epigenetsko pojaĉavanje [192] 

NuRD (HDAC i MBD3) epigenetsko utišavanje 
[193] 

DNK metilacija DNMT3A, DNMT3B epigenetsko utišavanje [194] 
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Fosfatidil inozitol 3’ kinazni put (PI3K/AKT/mTOR) je ĉesto aktiviran u AML, iako je 

mehanizam aktivacije uglavnom nepoznat. PTEN (phosphatase and tensin homolog) je tumor 

supresor, koji negativno reguliše PI3K/AKT/mTOR signalni put. U EVI1 posredovanoj 

leukemogenezi, dolazi do transkripcione represije PTEN i, samim tim, aktivacije 

PI3K/AKT/mTOR signalnog puta.   EVI1 angaţuje PcG (polycomb group) proteine (EZH2 je 

histon metiltransferaza iz polycomb repressive complex 2) i putem trimetilacije histon 3 rezidue 

27 (H3K27m
3
) dovodi do epigenetskog utišavanja PTEN. Angaţovanjem drugih histon 

metiltransferaza, histon acetiltransferaza, kao i proteina hromatin remodeling kompleksa, EVI1, 

poslediĉnom modifikacijom strukture hromatina, dovodi do epigenetskog utišavanja/pojaĉavanja 

ciljnih gena. EVI1 je ukljuĉen u epigenetsku regulaciju ciljnih gena i putem DNK metilacije i to 

interreakcijom sa DNK metiltransferazom 3A i DNK metiltransferazom 3B, pri ĉemu AML sa 

visokom EVI1 ekspresijom ima specifiĉni, aberantni DNK metilacioni profil [194]. Nivo 

ekspresije EVI1 korelira i sa ekspresijom pojedinih mikroRNK (miR-1-2 i miR133a-1), tako da 

EVI1, menjajući ekpresiju miR-1-2, utiĉe na proliferaciju u AML [195] (tabela 7).   

Poznavajući mehanizme leukemogeneze sa aktivacijom EVI1, otvaraju se potencijalni 

molekularni targeti za ciljanu terapiju, a ukljuĉuju: inhibitore PI3K/AKT/mTOR signalnog puta, 

inhibitore epigenetskih targeta (inhibitori metiltransferaza, inhibitori histondeacetilaza), 

monoklonska antitela (antiCD52, s obzirom na visoku ekspresiju u EVI1 pozitivnim 

leukemijama), arsentrioksid (degradacija EVI1 putem ubikvitin-proteazoma puta) [171]. 

Eksperimentalni modeli na miševima su pokazali da preterana ekspresija EVI1 dovodi do 

klonske ekspanzije i displastiĉne hematopoeze (mijelodisplaznog sindroma), ali da bi se razvila 

akutna leukemija, neophodna je pojava bar još jednog dodatnog genetskog dogaĊaja (tzv. two hit 

model) [196]. Od dodatnih genetskih dogaĊaja za razvoj akutne leukemije, navode se 
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rearanţman koji ukljuĉuje MLL gen, 7q delecija, preterana ekpresija HoxA9/Meis1, Runx1 

mutacija, N ras mutacije i druge [197,198]. Svoj uticaj na ćelijsku proliferaciju i diferencijaciju, 

EVI1 vrši na dozno zavisan naĉin, što znaĉi da efekat ovoga gena direktno zavisi od nivoa 

njegove ekspresije [168]. 

 

2.3. EVI1 i povezanost sa odreĊenim tipovima akutne mijeloidne leukemije 

Visoka ekspresija i poremećaj ekspresije EVI1 gena je povezana sa hematološkim 

malignitetima (akutna mijeloidna leukemija, mijelodisplastiĉni sindromi, hroniĉna mijeloidna 

leukemija-blastna transformacija), ali i sa nehematološkim, solidnim malignitetima (kolorektalni 

karcinom, ovarijalni karcinom, karcinom dojke, nazofaringealni karcinom,…) [199-202].  

Prototip AML sa povećanom ekspresijom EVI1 gena je AML sa inv 

(3)(q21q26,2)/t(3;3)(q21;q26.2), koja predstavlja zaseban entitet u klasifikaciji mijeloidnih 

neoplazmi SZO iz 2008. AML sa inv(3)/t(3;3) predstavlja poseban kliniĉki, citogenetski i 

molekularni entitet povezan sa nepovoljnom prognozom [203]. Retko se javlja (1-2% svih AML) 

i moţe nastati kao de novo ili iz prethodnog mijelodisplastiĉnog sindroma, a na prezentaciji je 

broj trombocita u više od 50% bolesnika veći od 100 x 10
9
/L (neretko je prisutna i trombocitoza) 

[204]. Za 3q21q26 sindrom je karakteristiĉna multilinijska displazija i umnoţeni atipiĉni 

megakariociti (mali, mono/bilobarni megakariociti). Mijeloperoksidaza 

(citohemijski/floucitometrijski) je negativna u oko 60% bolesnika sa EVI1 rearanţmanom [205]. 

Imunofenotipski, AML sa inv(3)/t(3;3) ekspimiraju rane mijeloidne markere (CD13, CD33, 

CD117), kao i markere progenitornih (stem) ćelija (CD34, HLA-DR) [206]. AML i 

mijelodisplastiĉni sindrom sa inv (3)(q21q26,2)/t(3;3)(q21;q26.2) imaju sliĉne kliniĉke i 
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patološke karakteristike i bez obzira na procenat blasta, sveukupno preţivljavanje se znaĉajnije 

ne razlikuje [207]. Mehanizam leukemogeneze u AML sa rekurentnom hromozomskom 

aberacijom koja ukljuĉuje 3q26 i poslediĉnom visokom ekspresijom EVI1 gena, nije u 

potpunosti razjaţnjen. Navedenim hromozomskim rearanţmanom ne nastaje fuzioni gen, već 

dolazi do fuzije pojaĉivaĉa (RPN1) i EVI1 promotera, što dovodi do transaktivacije EVI1 

ekpresije [142]. Prema novijim radovima, identifikovan je GATA2 distalni hematopoezni 

pojaĉivaĉ (G2DHE) koji, kada doĊe u neposrednu blizinu  proksimalno od EVI1 promotera, 

dovodi do deregulacije EVI1 ekspresije i leukemogeneze [208,209]. Delom su razjašnjeni EVI1 

target geni, ali ostaje nerazjašnjeno pitanje transkripcionih faktora, koji dovode do deregulacije 

EVI gena. Maicas i sar. [210] su u svom istraţivanju dokazali da RUNX1 i ELK1 (ĉlan ETS 

familije transkipcionih faktora) direktno regulišu transkripciju EVI1 gena. RUNX1 to ĉini 

epigenetskim mehanizmima, acetilacijom histona H3 u regiji promotera.      

 EVI1 je visoko eksprimiran i u sluĉajevima obolelih od akutne mijeloidne leukemije i bez 

3q26 rearanţmana, kada se radi ili o skrivenim rearanţmanima ili do aktivacije ovog gena dolazi 

alternativnim mehanizmima [211-214]. Osim AML sa inv(3)/t(3;3), utvĊena je povezanost 

visoke ekspresije EVI1 i sa drugim  citogenetskim/molekularnim grupama: monozomijom 7, 

translokacijama koje ukljuĉuju 11q23 (MLL translokacije), kao i AML sa normalnim 

kariotipom, koje su NPM1
wt

/FLT3-ITD
neg

/CEBPA
wt

 [215,216]. MeĊu AML sa dobrom 

prognozom, ukljuĉujući i NPM1
mut

AML, praktiĉno nema bolesnika sa visokom ekspresijom 

EVI1. Monozomija 7 je najĉešća sekundarna hromozomska aberacija u AML sa inv(3)/t(3;3) 

(javlja se u oko 50% sluĉajeva) i praktiĉno svi ovi sluĉajevi imaju visoku ekpresiju EVI1 i 

poslediĉnu lošu prognozu. MeĊutim, i bolesnici sa monozomijom 7 i visokom EVI1 ekspresijom, 

koji nemaju 3q26 abnormalnost, takoĊe imaju lošu prognozu [215]. Konvencionalna 
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hromozomska analiza metodom pruganja je standardna u identifikaciji 3q26 rearanţmana. 

MeĊutim, standardni kariogram, posebno ako je lošije rezolucije, moţe i da previdi ovu 

hromozomsku abnormalnost. Za otkrivanje ovih kriptiĉnih rearanţmana koristi se ciljane, FISH 

(fluorescentna in situ hibridizacija), tzv. dual color, double fusion tehnike [217]. Uzimajući u 

obzir gore navedeno, kao skrining metoda za 3q26 rearanţman, FISH se koristi u sluĉajevima 

visoke ekspresije EVI1 gena, ali i u sluĉajevima monozomije 7, kao i AML sa normalnim 

kariogramom (i bez NPM1 mutacije), posebno u sluĉajevima AML i MDS sa megakariocitnom 

displazijom i normalnim ili povišenim brojem trombocitima [217,213].  

Drugi poznati mehanizam EVI1 aktivacije (pored 3q26 rearanţmana) je MLL rearanţman 

(translokacija koja ukljuĉuje 11q23). U ovim sluĉajevima, pored visoke EVI1 ekspresije, beleţi 

se i visoka ekspresija MDS1/EVI1 transkripta. MLL rearanţmanom posredovana aktivacija 

EVI1 gena se dešava iskljuĉivo u hematopoeznoj matiĉnoj ćeliji, ali ne i u opredeljenim ćelijama 

hematopoeze [218]. Bindels i saradnici su na mišijim modelima za MLL-AF9 leukemiju, 

pokazali da MLL-AF9 fuzioni gen uzrokuje da ne doĊe do “gašenja” ekspresije EVI1 gena u 

matiĉnoj ćeliji hematopoeze i da visoka ekspresija EVI1, kao kljuĉna u patogenezi ovog tipa 

leukemija, predstavlja potencijalnu metu terapije [219]. Oko 45% bolesnika sa AML koji imaju 

MLL rearanţman (11q23), imaju i visoku ekspresiju EVI1, što predstavlja nezavisni loš 

prognostiĉki faktor unutar AML sa t(11q23) i AML sa (9;11)(p22;q23) [220,221].  
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2.4. Nivo ekspresije EVI1 gena i prognoza u akutnoj mijeloidnoj leukemiji  

U razliĉitim istraţivanjima beleţi se razliĉita uĉestalost visoke ekspresije EVI1 gena u 

akutnoj mijeloidnoj leukemiji, što u velikoj meri zavisi i od razliĉitih cut off-ova, a kreće se u 

rasponu od 10-25% [212, 215, 216, 222-226]. Langabeer i sar. [224] nisu uspeli da dokaţu da 

visoka ekspresija EVI1 gena bitno utiĉe na prognozu obolelih od AML (osim ako se ne radi o 

rearanţmanu koji ukljujuje 3q26), a sliĉnog su stanovišta i Haferlach i sar. [212], koji smatraju 

da je prognozni znaĉaj visoke EVI1 ekspresije posledica bliske povezanosti sa EVI1 i MLL-

rearanţmanom, koji mogu biti i kriptiĉni u odreĊenom procentu bolesnika. Ipak, većina drugih 

istraţivanja istiĉe negativan prognostiĉki uticaj visoke EVI1 ekpresije u AML, posebno u mlaĊih 

bolesnika (ispod 60 odnosno 65 godina) [215, 216, 223, 225, 226,]. Prevalenca visoke EVI1 

ekspresije se razlikuje u odnosu na citogenetske risk grupe, sa najvećom uĉestalošću (oko trećine 

svih sa visokom EVI1 ekpresijom) u grupi sa lošom prognozom [225, 215, 216]. U zdravoj 

populaciji, ekspresija EVI1 gena je niska, ali detektabilna [218, 227]. U istraţivanju Vazquez-a i 

saradnika [216] istiĉe se prognozni znaĉaj nivoa ekspresije EVI1 gena i to ne samo da je visoka 

ekspresija ovog gena povezana sa lošom prognozom, već i da oboleli od AML bez bazalne 

ekspresije EVI1 imaju bolje preţivljavanje.      
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II    PROBLEM, PREDMET I CILJEVI ISTRAŽIVANJA 

 

Akutna mijaloida leukemija predstavlja heterogenu grupu oboljenja u odnosu na 

morfologiju, citogenetiku, molekularnu genetiku, zbog ĉega se deli u razliĉite kliniĉke i biološke 

entitete, sa razliĉitim odgovorom na terapiju i razliĉitim ishodom terapije. Na osnovu procene 

prognoze se temelji savremeni, individualni pristup u postremisionoj terapiji obolelih od AML, 

pre svega odluka da li i u kojim sluĉajevima primeniti alogenu transplantaciju matiĉnih ćelija 

hematopoeze. Sadašnje preporuke za terapiju AML se temelje na standarnim kliniĉkim, 

citogenetskim i molekularnim markerima sa već potvrĊenim prognostiĉkim znaĉajem. Od 

molekularnih markera sa već potvrĊenim prognoznim znaĉajem su FLT3-IDT mutacija, 

nukleofozmin 1 mutacija, kao i CEBPA dvostruka (bialelska) mutacija.  

Imajući u vidu da grupa sa intermedijarnom prognozom (gde spada i AML sa normalnim 

kariogramom) nema jasno definisanu prognozu, a samim tim ne postoje ni jasne preporuke za 

izbor postremisione terapije, istraţivanje obuhvaćeno ovom doktorskom disertacijom ima za cilj 

dobijanje podataka koji bi doprineli boljem definisanju prognoznog znaĉaja ekspresije EVI1 

gena u akutnoj mijeloidnoj leukemiji, kao još jednog markera prognoze, koji će, u kombinaciji sa 

drugim, doprineti boljoj risk stratifikaciji obolelih od AML. 

Ciljevi istraţivanja su: 

1) Da se ispita prognostiĉki znaĉaj ekspresije gena EVI1 (ecotropic virus integration 1) 

kod odraslih obolelih od akutne mijeloidne leukemije. 

2) Da se utvrdi povezanost ekspresije gena EVI1 sa nalazima citogenetskog ispitivanja i 

drugim molekularnim markerima: FLT3 mutacija i nukleofozmin 1 mutacija. 
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Hipoteze: 

1) Visoka ekspresija gena EVI1 ima nepovoljan prognostiĉki znaĉaj u akutnoj 

mijeloidnoj leukemiji. 

2) Postoji statistiĉki znaĉajna negativna korelacija visoke ekspresije gena EVI1 sa 

povoljnim molekularnim markerom: nukleofozmin 1 mutacijom. 

 

 

III MATERIJAL I METODE 

  

1. MATERIJAL 

 

 1.1. Naĉin izbora, veliĉina i konstrukcija uzorka 

Istraţivanjem je obuhvaćena grupa od 38 odraslih bolesnika, oba pola, obolelih od akutne 

mijeloidne leukemije, koji su dijagnostikovani i leĉeni u Klinici za hematologiju, Kliniĉkog 

centra Vojvodine u Novom Sadu.  

Kriterijumi za ukljuĉivanje u istraţivanje su bili novodijagnostikovani bolesnici od de 

novo AML, kod kojih je zapoĉeta indukciona terapija. Kriterijumi za neukljuĉivanje su bili 

oboleli od akutne promijelocitne leukemije (AML M3 po FAB klasifikaciji), oboleli od 

sekundarne AML (prethodno dijagnostikovan poremećaj u koštanoj srţi) i oboleli od AML kod 

kojih se ne planira primena intenzivne hemioterapije. Kriterijum za iskljuĉenje iz istraţivanja je 

odluka bolesnika da samovoljno istupi iz istraţivanja.  
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Ispitivanje je bilo prospektivno, a ukljuĉivani su bolesnici, prema gore navedenim 

kriterijumima, koji su dijagnostikovani u Klinici za hematologiju, Kliniĉkog centra Vojvodine u 

periodu od jula 2012. do marta 2014. godine. Kontrolnu grupu za ispitivanje nivoa ekspresije 

EVI1 gena ĉinilo je 10 zdravih osoba, pribliţne starosne i polne strukture kao i ispitivana grupa. 

 

1.2. Mesto eksperimentalnog istraživanja 

Mesto eksperimentalnog istraţivanja su bili Klinika za hematologiju, Kliniĉkog centra 

Vojvodine u Novom Sadu i Institut za molekularnu genetiku i genetiĉko inţenjerstvo, u 

Beogradu.  

SprovoĊenje ovog istraţivanja odobrio je Etiĉki komitet Kliniĉkog centra Vojvodine i 

Etiĉki komitet Medicinskog fakulteta  u Novom Sadu.  

 

2 METODE 

2.1. Kliniĉka i laboratorijska ispitivanja 

Dijagnoza bolesti (AML) je postavljana na osnovu anamneze, kliniĉkog pregleda, 

standardnih laboratorijskih i dopunskih hematoloških ispitivanja, koji su obuhvatali kompletnu 

krvnu sliku, diferencijalnu krvnu sliku, analizu koštane srţi (mijelogram, citohemijska bojenja-

PAS, Sudan BB, Alfa naftil esteraza, imunofenotipsko ispitivanje, upotrebom protoĉne 

citometrije ili imunohistohemijskim pregledom bioptata koštane srţi). Citogenetski pregled 

koštane srţi (kariogram) je raĊen iz aspirata koštane srţi, klasiĉnom tehnikom G pruganja (G 

banding), koristeći meĊunarodnu nomenklaturu ISCN 2009 (International System for Human 
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Cytogenetic Nomenclature). Citogenetska ispitivanja su vršena u citogenetskoj laboratoriji 

Instituta za zdravstvenu zaštitu dece i omladine Vojvodine u Novom Sadu. Na prezentaciji 

bolesti prikupljani su demografski podaci (pol, ţivotna dob), vršena je procena opšteg 

funkcionalnog stanja prema ECOG skali (Eastern Cooperative Oncology Group) i odreĊivan je 

komorbiditetni indeks (Hematopoietic cell transplantation-comorbidity index) [228,229]. 

Dijagnoza, vrsta terapije i odgovor na terapiju su odreĊivani u odnosu na ELN (European 

LeukemiaNet) kriterijume [76], a odreĊivan je tip akutne mijeloidne leukemije prema FAB 

(French American Bitish) klasifikaciji [80] i klasifikaciji Svetske zdravstvene organizacije 

(WHO classification) iz 2008. godine [24]. Pratili su se vreme postizanja kompletne remisije, 

duţina trajanja remisije i vreme nastanka relapsa bolesti.  

 

2.2.  Molekularna genetska ispitivanja 

Nakon potpisivanja informisanog pristanka od strane bolesnika, u okviru inicijalne 

obrade bolesnika (u toku postavljanja dijagnoze AML) uziman je i materijal (periferna krv i 

aspirat koštane srţi) za dopunske molekularne analize (sa ciljem odreĊivanja FLT3 mutacije, 

nukleofozmin 1 mutacije, odreĊivanje ekspresije EVI1 gena), koje su vršene u Institutu za 

molekularnu genetiku i genetsko inţenjerstvo u Beogradu. Molekularna genetska ispitivanja su 

vršena na izolovanim mononuklearnim ćelijama periferne krvi i/ili koštane srţi.  

 

2.2.1 Izolacija mononuklearnih ćelija 

Izolacija mononuklearnih ćelija iz aspirata koštane srţi/periferne krvi, je vršena prema 

sledećem protokolu: 
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• na dno sterilne epruvete zapremine 10 ml sipati 3 ml Ficoll-Plaque PLUS (GE 

Healthcare), a zatim na ovaj gradijent naneti 4 ml razblaţenog uzorka (1:1, uzorak:fiziološki 

rastvor) 

• centrifugirati na 1 500 g/25 min na sobnoj temperaturi, u kliniĉkoj centrifugi, bez 

koĉenja 

• nakon centrifugiranja, pipetom prebaciti „buffy coat“ interfazu koja je sastavljena 

od mononuklearnih ćelija  u novu sterilnu epruvetu 

• isprati dva puta u PBS-u (phosphate-buffered saline). Nakon svakog ispiranja 

sledi centrifugiranje na 1 500 g/15 min 

• talog resuspendovati u TRIzol®-u (Invitrogen). 

 

2.2.2. Izolacija DNK iz periferne krvi i/ili koštane srži 

Za izolaciju DNK iz periferne krvi odnosno koštane srţi korišćen je QIAamp DNA Blood 

Mini Kit (Qiagen, Germany), a vršena je prema sledećem protokolu: 

• na dno tube sipati 20 μl proteinaze K (20 mg/ml), dodati 200 μl uzorka, 200 μl 

pufera AL i promešati vorteksovanjem 

• inkubirati u vodenom kupatilu 10 min/56°C 

• dodati 200 μl 96-100% etanola i promešati vorteksovanjem 
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• ovako pripremljen uzorak naneti na QIAamp Mini spin kolonicu i centrifugirati 

na  8 000 rpm/1 min 

• kolonicu isprati sa 500 μl pufera AW1, centrifugirati na 8 000 rpm/1 min 

• kolonicu isprati sa 500 μl pufera AW2, centrifugirati na 13 000 rpm/3 min 

• na kraju prebaciti kolonicu u ĉistu tubu, dodati 200 μl pufera AE i centrifugirati 

na 8 000 rpm/1 min 

 

 2.2.3. Izolacija RNK iz mononuklearnih ćelija 

Za izolaciju RNK iz mononuklearnih ćelija je korišćen TRIzol® (Invitrogen). TRIzol® 

predstavlja monofazni rastvor fenola i guanidin-izotiocijanata, a sam proces izolacije pretstavlja 

unapreĊen klasiĉni metod izolacije RNK definisan od strane Chomczynski i Sacchi [230]. 

Izolacija RNK iz mononuklearnih ćelija je vršena prema sledećem protokolu: 

 u 1 ml TRIzol®-a resuspendovano je maksimalno 1x10
7
ćelija i lizirano provlaĉenjem 

kroz iglu promera 0,7 mm   

 liziran uzorak se ostavi da stoji na sobnoj temperaturi 5-10 min 

 dodaje se 200 μl hloroforma, snaţno promućka, a zatim uzorak ostavi da stoji 5-15 min 

na sobnoj temperaturi 

 nakon centrifugiranja na 12 000rcf/15 min/+4°C pojavljuju se jasno odvojene faze; 

gornja vodena faza u kojoj se nalazi RNK, interfaza i donja, crvena, organska faza u kojoj 

se nalazi DNK i proteini 
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 gornja vodena faza se prebacije u novu tubu i dodaje se 0,5 ml izopropanola. Promešati 

invertovanjem tube i ostaviti da stoji 10-15 min na sobnoj temperaturi (precipitacija 

RNK) 

 centrifugirati na 12 000rcf/15 min/+4°C, a zatim ukloniti supernatant dekantovanjem i 

oprati talog sa 1 ml hladnog 70% etanola 

 centrifugirati na 12 000rcf/10 min/+4°C, ukloniti paţljivo etanol i talog osušiti na sobnoj 

temperaturi 

 talog RNK rastvoriti u „RNAse-free“ vodi, a koncentraciju i ĉistoću RNK odrediti 

merenjem A260/A280 na spektrofotometru 

        Po izolaciji RNK se ĉuvala na -80 °C do sprovoĊenja molekularno genetskog ispitivanja. 

  

2.2.4. Reverzna transkripcija 

Iz RNK se, metodom reverzne transkripcije, vršila sinteza komplementarne DNK 

(cDNK). Reverzna transkripcija se vršila prema sledećem protokolu: 

• smešu finalnog volumena 11, 5 μl koja sadrţi 2 μg RNK i 100 pmol  

„random-hexamer“ prajmera inkubirati 5 min na 70°C, a zatim ohladiti na ledu 

• dodati smešu finalnog volumena 8,5 μl koja sadrţi 4 μl 5x RT-pufera, 20U RNase-

inhobitora, 2 μl dNTP (10 mM) i 40 U M-MuLV reverzne transkriptaze (Fermentas) 

• inkubirati 10 min na 25°C, a zatim 1h na 42°C 

• reakcija se zaustavlja inkubacijom od 10 min na 70°C. 
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2.2.5 Reakcija lanĉanog umnožavanja DNK 

U cilju utvrĊivanja najĉešćih mutacija u FLT3 genu, FLT3-ITD i FLT3-TKD (D835) 

mutacije, raĊena je reakcija lanĉanog umnoţavanja DNK (polymerase chain reaction-PCR), 

odnosno PCR-RFLP (PCR-restriction fragment length polimorphysm) metoda. 

Lanĉana reakcija polimerazom (PCR-polymerase chain reaction) je u osnovi tehnika in 

vitro umnoţavanja definisane DNK sekvence i predstavlja imitaciju procesa DNK replikacije. 

Reakcija koristi dva oligonukleotida, komplementarna krajevima sekvence koja se umnoţava 

(prajmeri), koji su meĊusobno suprotno orijentisani i dugaĉki 15-20 nukleotida. Sinteza DNK 

katalizovana je termostabilnom DNK polimerazom. Ponavljanje ciklusa, od kojih se svaki sastoji 

od denaturacije DNK, hibridizacije prajmera (aniling) i ekstenzije hibridizovanih prajmera od 

strane termostabilne DNK polimeraze, za rezultat ima eksponencijalnu amplifikaciju specifiĉnog 

DNK fragmenta. Krajevi amplifikovanog fragmenta su definisani 5’ krajevima prajmera, a 

njihova veliĉina odreĊena je rastojanjem izmeĊu sekvenci koje prajmeri prepoznaju. PCR 

reakciona smeša mora sadrţati u sebi komponente potrebne za in vitro sintezu DNK: matrica 

(DNK koja se kopira), prajmeri (oligonukleotidi komplementarni krajevima sekvence koja se 

kopira), nukleotidi (gradivni elementi DNK), Taq polimeraza (termostabilna DNK polimeraza 

koja katalizuje ugradnju nukleotida po principu komplementarnosti sa matricom), joni 

magnezijuma i pufer (neophodni za optimalni rad Taq polimeraze) [231]. 

PCR-RFLP (Polimerase chain reaction - Restriction fragment length polymorphism) je 

metoda koja se koristi za direktnu detekciju mutacije koja menja, kreira novo ili ukida postojeće 

mesto prepoznavanja nekog restrikcionog enzima. 
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2.2.6. Detekcija FLT3/ITD mutacije 

Reakciona smeša zapremine 30 μl, sastojala se od sledećih elemenata; 100 – 300 ng 

DNK, 1x PCR pufer, 1x Q-solution, dNTP (2 mM finalno), MgCl2 (2,75 mM finalno), prajmeri 

14F i 15R (Tabela 8)  (350 mM finalno) i 2U HotStarTaq®DNA Polimerase (Qiagen, Nemaĉka).            

Tabela 8. Sekvence prajmera za detekciju i sekvenciranje FLT3/ITD, FLT3/D835 i NPM1 

mutacija. 

Prajmer sekvenca (5’-3’) 

14F GCA ATT TAG GTA TGA AAG CCA GC 

15R CTT TCA GCA TTT TGA CGG CAA CC 

21F CCG CCA GGA ACG TGC TTG 

21R GCA GCC TCA CAT TGC CCC 

NPM1-F TTA ACT CTC TGG TGG TAG AAT GAA 

NPM1-R CAA GAC TAT TTG CCA TTC CTA AC 

NPM1_1112R CCT GGA CAA CAT TTA TCA AAC ACG GTA 

 

Temperaturni profil PCR reakcije  

1. 15 min/95⁰C – akctivacija HotStarTaq polimeraze 

2. 35 ciklusa; 

 1 min/95°C – denaturacija 

 1 min/60°C – aniling 

 2 min/72°C – elongacija 

3. 10 min/72°C – finalna elongacija. 

Analiza dobijenih PCR produkata je vršena elektroforezom na horizontalnom agaroznom 

gelu odgovarajuće koncentracije (4%). U gelove je pre polimerizacije dodavan etidijum bromid 

(5µg/ml). Elektroforeza je tekla u 1XTAE puferu (40mM Tris, 20 mM Na-acetat, 1mM 
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Na2EDTA), pri voltaţi od 4-7 V/cm. DNK je vizuelizovana osvetljavanjem gela UV svetlom 

talasne duţine 266 nm. Trajni zapis rezultata dobija se fotografisanjem gela CCD kamerom 

integrisanom u sistem za automatsku digitalnu akviziciju slike, BioDocAnalyze sistemom. 

Veliĉina fragmenata DNK odreĊuje se pomoću adekvatnih komercijalnih markera (Fermentas). 

Oĉekivana duţina wild type PCR pordukta je 325 bp. Postojanje FLT3-ITD mutacije je praćeno 

prisustvom dodatnog PCR produkta veće duţine. Kod FLT3-ITD pozitivnog nalaza, vršeno je 

isecanje duţeg PCR produkta sa agaroznog gela, a nakon preĉišćavanja je izvršeno sekvenciranje 

upotrebom prajmera koji su korišćeni za PCR apmlifikaciju.   

 

2.2.7. Detekcija FLT3/D835 mutacije 

Reakciona smeša zapremine 30 μl, sastojala se od sledećih elemenata; 100 – 300 ng 

DNK, 1xPCR pufer, 1x Q-solution, dNTP  (2 mM finalno), MgCl2 (2,75 mM finalno), prajmeri 

21F i 21R (Tabela 8)  (350 mM finalno) i 2U HotStarTaq® DNA Polimerase (Qiagen, 

Nemaĉka).   

Temperaturni profil PCR reakcije  

1. 15 min/95⁰C – akctivacija HotStarTaq polimeraze 

2. 35 ciklusa; 

 1 min/95°C – denaturacija 

 1 min/58°C – aniling 

 2 min/72°C – elongacija 

3. 10 min/72°C – finalna elongacija 
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Produkt PCR reakcije za FLT3/D835 je 114 bp. Detekcija mutacije se vrši digestijom 

ovako dobijenog PCR fragmenta restrikcionim enzimom EcoRV (Fermentas). Prisustvo mutacije 

narušava restrikciono mesto za ovaj enzim, tako da će se seći samo nemutirani fragmenti. U 

sluĉaju digestije dobijamo produkte duţina 68 bp i 46 bp. 

Smeša za digestiju sadrţi sledeće komponente: 

 10 µl PCR produkta 

 1 x pufer R 

 20U EcoRV (Fermentas) 

Uslovi digestije su 12 sati na 37°C. Analiza fragmenata se vrši na 8% poliakrilamidnom 

gelu. Fragmenti DNK su razdvajani na nedenaturišućem 8% poliakrilamidnom gelu (Akrilamid: 

N,N-metilenbisakrilamid (29:1) (30% w/v), 100mM Tris, 83mM borna kiselina, 1mM EDTA pH 

8; 0,1% (w/v) amonijumpersulfat, 0,01% (v/v) TEMED). Elektroforeza je tekla pri naponu od 10 

V/cm u 1xTBE puferu (100mM Tris, 83 mM borna kiselina, 1mM EDTA pH 8). Po završetku 

elektroforeze, gelovi su bojeni srebronitratom, radi vizualiacije DNK. 

2.2.8. Detekcija mutacije u nukleofozmin 1 genu 

Reakciona smeša zapremine 50 μl, sastojala se od sledećih elemenata; 100 – 300 ng 

DNK, 1x PCR pufer, 1x Q-solution, dNTP (0,3 mM finalno), MgCl2 (2,25 mM finalno), 

prajmeri NPM1-F i NPM1-R (Tabela 8)  (500 mM finalno) i 2U HotStarTaq®DNA Polimerase 

(Qiagen, Nemaĉka).  

Temperaturni profil PCR reakcije  

      4. 15 min/95⁰C – akctivacija HotStarTaq polimeraze 
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     5. 35 ciklusa; 

• 1 min/95°C – denaturacija 

• 1 min/60°C – aniling 

• 2 min/72°C – elongacija 

      6. 10 min/72°C – finalna elongacija 

Nakon PCR amplifikacije izvršeno je preĉišćavanje na koloni (QIAquick PCR 

Purification kit, Qiagen) prema uputstvu proizvoĊaĉa. Nakon toga je izvršena reakcija 

sekvenciranja upotrebom NPM1_1112R prajmera (Tabela 8). Sekvenciranje DNK je raĊeno 

BigDyeTM Terminators Version 3.1 Ready Reaction Kit-om (Applied Biosystems) kapilarnom 

elektroforezom na automatskom sekvenceru (3130 Genetic Analyzer, Applied Biosystems).  

 

2.2.9. OdreĊivanje ekpresije EVI1 gena kvantitativnom (“real-time”) PCR metodom 

(q-PCR) 

2.2.9.1. Princip metode kvantitativnog (“real-time”) PCR 

„Real-time“ PCR ili kvantitativni PCR (q-PCR) jeste metod koji omogućava taĉnu 

kvantifikaciju koliĉine PCR produkta u toku svakog PCR ciklusa, tj. u realnom vremenu („real-

time“). U qPCR meri se fluorescentni signal koji se emituje u toku PCR reakcije, koji je direktno 

proporcionalan koliĉini PCR produkta u datom ciklusu [232]. Za razliku od „klasiĉnog“ PCR, 

gde se koliĉina produkta moţe meriti samo na kraju PCR reakcije, ovde se kvantifikacija odvija 



52 
 

u toku eksponencijalne faze reakcije, u toku koje dolazi do udvostruĉavanja PCR produkta 

prilikom svakog PCR ciklusa (Slika 2). 

 

Slika 2. Faze PCR amplifikacije. Rn predstavlja vrednost fluorescencije reporterske boje, a ΔRn 

predstavlja razliku Rn vrednosti izmeĊu uzorka i kontrole („no template control“). Slika preuzeta sa 

sajta:http://www.ncbi.nlm.nih.gov/probe/docs/techqpcr/ 

  

U poĉetnim ciklusima intenzitet fluorescencije ne prelazi bazalni nivo („baseline“). 

Ciklus u kome je fluorescentni signal uzorka znaĉajno viši od bazalnog signala, naziva se 

„treshold cycle“ – Ct. Vrednost Ct je direktno proporcionalna koliĉini target sekvence u uzorku. 

Što je veći poĉetni broj kopija target sekvence, Ct je niţi, i obratno, Ct je viši u uzorcima sa 

manjom poĉetnom koliĉinom target sekvence. 

TaqMan tehnika koristi 5’→3’egzonukleaznu aktivnost Taq polimeraze za specifiĉnu 

detekciju PCR produkata. TaqMan proba je dvostuko obeleţena oligo-nukleotidna proba; na 

5’kraju je fluorescentna, reporter boja-R (slika 3) (najĉešće FAM, VIC ili JOE), a na 3’kraju se 

nalazi kvenĉer-Q. Sve dok se reporter i kvenĉer boja nalaze „blizu“ jedna drugoj, tj. dok je 

TaqMan proba intaktna, nema emitovanja fluorescencije, jer fluorescencija koju emituje repoter 

biva „apsorbovana“ od strane kvenĉera. MeĊutim, u toku PCR amplifikacije  
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5’→3’egzonukleazna aktivnost Taq polimeraze izmešta probu i uklanja je sa DNK lanca, što 

rezultira u emitovanju detektabilne fluorescencije od strane reporter boje. U toku svakog novog 

ciklusa PCR reakcije, fluorescencija će rasti kao posledica akumulacije „slobodnih“ reportera. 

 

    

                          Slika 3 Princip rada Taqman tehnike 

                                                (slika preuzeta sa sajta http://dyes.gene-quantification.info/) 

 

 

Kvantifikacija qPCR podataka moţe biti: 

1. Apsolutna kvantifikacija, gde je rezultat izraţen kao apsolutni broj kopija target 

sekvence. Taĉna kvantifikacija target sekvence se dobija poreĊenjem sa standardnom krivom 

izraĊenom od uzoraka poznate koncentracije i 

2. Relativna kvantifikacija, gde je rezultat predstavljen kao relativni odnos reference 

(kalibrator) i merenog uzorka. 
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U oba pristupa kvantifikaciji, veoma je vaţno izvršiti normalizaciju dobijenih podataka 

[233]. Kako je  koliĉina dobijenih PCR produkata direktno zavisna od poĉetne koliĉine matrice 

da bi se izbegle greške nastale prilikom postavke eksperimenta, uporedo sa umnoţavanjem target 

sekvence vrši se i umnoţavanje takozvane endogene kontrole. Endogena kontrola je obiĉno 

housekeeping gen, ĉija je ekspresija stabilana u svim uzorcima koji se kvantifikuju, odnosno ĉija 

se eksperesija ne menja prilikom eksperimentalnih tretmana. U toku ovog istraţivanja ekpresija 

EVI1 gena je odreĊivana komparativnim ddCt metodom, koja je opisana u nastavku. 

 

2.2.9.2. OdreĊivanje ekspresije EVI1 gena komparativnim ddCt metodom  

Ekspresija EVI1 gena je praćena primenom „real-rime“ PCR metode na 7900HT Real-

time PCR aparatu (Applied Biosystems), upotrebom TaqMan hemije. Kao endogena kontrola 

korišćen je ABL gen. Prajmeri i probe za ABL i EVI1 gen kao i njihove sekvence su navedeni u 

tabeli 9, a sastav finalnog volumena PCR reakcije je prikazan u tabeli 10. 

 

Tabela 9. Sekvence prajmera i probe za „real-time“ PCR kvantifikaciju gena za 

ABL i EVI1. 

Prajmeri sekvenca (5’-3’) 

ABL – F 

ABL – R 

EVI1 – F 

EVI1 - R 

TGG AGA TAA CAC TCT AAG CAT AAC T AA AGG T 

GAR GTA GTT GCT TGG GAC CCA 

AGT GCC CTG GAGT ATG AGT TG 

TTT GAG GCT ATC TGT GAA GTG C 
Probe sekvenca (5’-3’) 

ABL – P 

EVI1 – P  

(FAM) – CCA TTT TTG GTT TGG GCT TCA CAC CAT T – (TAMRA) 

(FAM) – CCC CAG TGA GGT ATA AAG AGG A – (TAMRA) 
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Tabela 10. Finalni volumen PCR reakcije je bio 10 μl sledećeg sastava: 

prajmeri sekvenca (5’-3’) 

ABL - F 

ABL – R 

EVI1 – F 

EVI1 - R 

TGG AGA TAA CAC TCT AAG CAT AAC T AA AGG T 

GAR GTA GTT GCT TGG GAC CCA 

AGT GCC CTG GAGT ATG AGT TG 

TTT GAG GCT ATC TGT GAA GTG C 

probe sekvenca (5’-3’) 

ABL – P 

EVI1 – P  

(FAM) – CCA TTT TTG GTT TGG GCT TCA CAC CAT T – (TAMRA) 

(FAM) – CCC CAG TGA GGT ATA AAG AGG A – (TAMRA) 

 

Termperaturni profil za sve PCR reakcije je bio: 

1. 2 min/50°C  

2. 10 min/95°C 

3. 50 ciklusa; 

• 15 sec/95°C  

• 1 min/60°C 

Obrada rezultata je izvršena primenom komparativnog ddCt metoda, a kao kalibrator je 

korišćena medijana dCt vrednosti naĊena kod analiziranih zdravih kontrola;Q = 2-ddCt ;  gde je 

ddCt = dCtuzorak - dCtKALIBRATOR = dCtuzorak – dCtzdrave kontrole(medijana).  

 

IV METODE STATISTIĈKE OBRADE 

U radu su korišćeni sledeće statistiĉke metode: osnovne metode deskriptivne statistike, u 

sluĉaju da distribucija vrednosti za odreĊene varijable odgovara normalnoj distribuciji, 

upotrebljena je aritmetiĉka sredina, koeficijent varijacije, standardna devijacija. U sluĉaju kada 

se nije radilo o normalnoj distribuciji koristila se medijana, interkvartalni opseg (raspon). 
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Rezultati su prikazani tekstualno, grafikonima i tabelarno. Kategorijalne varijable su ispitivane 

primenom Fišerovog egzaktnog testa i χ
2
testa. U cilju utvrĊivanja razlike izmeĊu grupa 

korišćen je Mann-Whitney „U“ test. Statistiĉka znaĉajnost je definisana nivoom od p<0,05. 

Ispitivanje verovatnoće preţivljavanja je utvrĊeno primenom Kaplan-Meirovog testa. 

PoreĊenje preţivljavanja meĊu razliĉitim grupama je sprovoĊeno primenom log rank testa. U 

multivarijantnoj analizi uticaja pojedinih faktora na ukupno preţivljavanje, koristili smo Cox 

regresionu analizu. Statistiĉka obrada podataka je raĊena uz upotrebu SPSS i Stata (verzija 12) 

programa.  

Merenje preţivljavanja je vršeno u skladu sa ELN preporukama, a izraţavano u 

mesecima [76]. Sveukupno preţivljavanje (overall survival, OS) je definisano za sve bolesnike, 

a mereno je od datuma dijagnoze bolesti do datuma smrti od bilo kog uzroka. Za bolesnike koji 

su bili izgubljeni u praćenju, vreme sveukupnog preţivljavanja je cenzurisano na poslednji 

datum kada se zna da su bili ţivi. Preţivljavanje bez relapsa bolesti (relapse-free survival, RFS) 

je mereno samo za bolesnike koji su postigli kompletni odgovor (CR/CRi) i to od datuma 

postizanja remisije do datuma relapsa ili smrti od bilo kog uzroka. Preţivljavanje bez relapsa 

bolesti i preţivaljanje bez bolesti (disease free survival, DFS) su definisane na isti naĉin. 

Preţivljavanje bez dogaĊaja (event-free survival, EFS) je mereno je od datuma postavljanja 

dijagnoze bolesti do dogaĊaja (datuma neuspeha indukcione terapije, tj. nepostizanja CR, datuma 

relapsa nakon postignute remisije (CR/CRi), odnosno do datuma smrti iz bilo kog uzroka). Za 

bolesnike za koje se ne zna da li su imali bilo koja od navedena tri dogaĊaja, EFS je cenzurisan 

na datum poslednje kontrole.  
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V REZULTATI 

1. Demografski podaci 

U istraţivanje je ukljuĉeno ukupno 38 bolesnika (13 muškaraca, 25 ţena) (grafikon 1). 

Medijana starosti bolesnika je 52 godine (23-80). Starosna struktura bolesnika je prikazana na 

grafikonu 2. Bilo je 68% mlaĊih od 60 godina, dok je starijih od 60 godina bilo 32%.  

 

                                                Grafikon 1. Polna struktura bolesnika    

 

                                                  Grafikon 2. Starosna struktura  bolesnika 
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2. Kliniĉko laboratorijski podaci 

 U momentu dijagnoze 87% bolesnika je imalo performans status ECOG≤2, dok je 13% 

imalo ECOG 3 i 4 (grafikon 3), dok je komorbiditetni indeks (HCT-CI) kod 79% bolesnika bio 

≤2, a HCT-CI≥3 je imalo 21% bolesnika (grafikon 4). Medijana broja leukocita na prezentaciji je 

bila 27,56x10
9
/l (0,5-247), tešku anemiju (≤80 g/l) je imalo 37% bolesnika (medijana nivoa 

hemoglobina je 87 g/l (41-123)). Medijana broja trombocita je bila 56x10
9
/l (3-237). Kliniĉki 

ispoljen izraţen hemoragijski sindrom je bio prisutan u polovine bolesnika na prezentaciji, dok je 

znake infekcije imalo ĉetvrtina bolesnika. Medijana nivoa laktat dehidrogenaze je bila 466,5 U/l 

(130-9009), što je dva puta iznad gornje granice normale. Medijana broja blasta u perifernoj krvi 

je bila 60% (0-98), dok je u koštanoj srţi bila 80% (28-97).  

 

   

Grafikon 3. Distribucija bolesnika u odnosu                           Grafikon 4. Distribucija bolesnika u  odnosu  na 

performans status                                                                                          na komorbiditetni indeks 

             

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                            

         

3. Podela akutnih mijeloidnih leukemija 

Svi bolesnici su imali novootkivenu, de novo akutnu mijeloidnu leukemiju. Distribucija 

AML prema FAB klasifikaciji je prikazana na grafikonu 5. Većina bolesnika (52,63%) je imala 

dijagnostikovanu akutnu mijelomonoblastnu leukemiju (M4 po FAB). U našem uzorku bolesnika 
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nije bilo dijagnostikovanih bolesnika sa akutnom eritroblastnom leukemijom (M6) i akutnom 

megakarioblastnom leukemijom (M7). Prema klasifikaciji Svetske zdravstvene organizacije 

(SZO), sve dijagnostikovane AML, kod naših bolesnika, pripadaju grupi AML, koje nisu na 

drugi naĉin definisane (AML, not otherwised specified). Provizioni entitet prema klasifikaciji 

SZO, AML sa NPM1
mut

, ĉine 45% svih dijagnostikovanih bolesnika.  

 

            Grafikon 5. Distribucija bolesnika u odnosu na podtip AML prema FAB 

 

4. Citogenetske i molekularne karakteristike AML i podela u odnosu na rizik 

Prema standardnim citogenetskim riziĉnim kategorijama, većina bolesnika (60%) je 

imalo citogenetski normalnu (CN) AML, koja spada u intermedijarnu grupu rizika. Kod jednog 

bolesnika je uoĉen gubitak Y hromozoma (u 100% metafaza), a kod jedne ţene gubitak X 

hromozoma (u 30% metafaza). Samo kod jedne bolesnice je dijagnostikovana povoljna 

citogenetska promena (t 15;17), ali je ona po postavljanju dijagnoze varijantnog oblika akutne 

promijelocitne leukemije (M3v), iskljuĉena iz istraţivanja. Od izolovanih citogenetski 
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nepovoljnih aberacija, najuĉestalija je bila monozomija 7 (3/38 bolesnika), dok je kompleksni 

kariogram imalo takoĊe 3 bolesnika. Jedna bolesnica je imala neartetraploidni kariogram. Nije 

dobijen adekvatan materijal za citogenetsku analizu, odnosno nisu viĊene metafaze kod tri 

bolesnika (7,9%).  

Kod svih bolesnika je uraĊeno, sada već standardno, molekularno ispitivanje u smislu 

prisustva FLT3 mutacije i mutacije u genu za nukleofozmin 1. FLT3 mutacija je prisutna kod 

13/38 bolesnika (34% od svih AML) i to, u glavnom, u vidu FLT3-ITD mutacija (u 85%), dok su 

ostali bolesnici (15%) imali FLT3-TKD(D835) mutaciju. Nukleofozmin 1 mutacija je bila 

prisutna u 45% bolesnika i praktiĉno sve mutacije su bile A tipa (osim kod jednog bolesnika, koji 

je imao mutaciju B tipa). Od svih NPM1
mut

 AML, 86% su imale normalan kariogram, a u oko 

30% sluĉajeva je pored NPM1
mut

 bila prisutna i FLT3-ITD 
mut

. 

U odnosu na ELN kategorije rizika, bolesnici su podeljeni u ĉetiri grupe (grafikon 6). 

 

 

Grafikon 6. Distribucija bolesnika u odnosu na ELN prognozne grupe 

(INT-intermedijarna grupa) 
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5. Terapija i odgovor na terapiju 

Kod svih bolesnika je zapoĉeta terapija. Svi bolesnici su uniformno leĉeni prema 

protokolu “3+7” (tri dana antraciklina i sedam dana citarabina u kontinuiranoj infuziji). Doza 

antraciklina je korigovana u odnosu na dob i performans status. Doza daunorubicina se kretala 

od 45 mg/m
2
 do 60 mg/m

2
, odnosno idarubicina 12 mg/m

2
, dok je doza citarabina bila 100-200 

mg/m
2
. Kod bolesnika sa hiperleukocitozom, zapoĉinjalo se terapijom citarabinom, a poslednja 

tri dana su primili antraciklin. Na primenjenu terapiju kod više od polovine je postignut odgovor 

i to kao parcijalni odgvoror (PR) kod 13,1% bolesnika, kompletni odgovor (CR) kod 39,5% 

bolesnika, kod 15,8% nije postignut zadovoljavajući odgovor na primenjenu terapiju (induction 

failure), dok je kod 31,6% bolesnika zabeleţena rana smrtnost (grafikon 7).  

 

                             Grafikon 7. Odgovor na primenjenu terapiju 

39.5

13.1

31.6

15.8

kompletni odgovor

parcijalni odgovor

rana smrt

induction failure
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6. Rana smrtnost    

U našoj seriji bolesnika je zabeleţena uĉestalost rane smrti (early death) u 31,6% 

bolesnika. Medijana ţivotne dobi bolesnika je bila 61 godinu (37-74). Bolesnici lošijeg 

performans statusa (ECOG 3 i 4) sa pridruţenim komorbiditetima su ĉinili oko trećine bolesnika. 

Medijana broja leukocita, pri postavljanju dijagnoze, kod ove grupe bolesnike, je bila 95x10
9
/l 

(25,6-247), a aritmetiĉka sredina (±SD) je 113,7±70,45. Inicijalni broj leukocita preko 50x10
9
/l 

je imalo 82% ovih bolesnika. Prema FAB kategoriji su sve, osim jedne, AML bile 

mijelomonoblastnog, odnosno monoblastnog tipa. 

 

7. Relativna ekspresija gena EVI1 u kontrolnoj grupi (zdravi) i kod ispitivane grupe 

bolesnika 

Zdrave kontrole su imale vrednost relativne ekspresije EVI1 gena 1,087±0,187 

(aritmetiĉka sredina±standarna devijacija), medijana 1,09 (0,06-2,18), dok je u ispitivanoj grupi 

naših bolesnika relativna ekspresija (raĉunato na 30 bolesnika, s obzirom da je kod 8 bolesnika 

bilo odsustvo ekspresije) bila 8,33±4,04 (aritmetiĉka sredina±standarna devijacija), medijana 

0,05 (0,01-91,8). Dokazana je znaĉajno povećana ekspresija EVI1 gena kod naših bolesnika sa 

AML u odnosu na zdrave kontrole (p=0,008, Man-Vitni “U”-test).  

 

8. Visoka ekspresija EVI1 gena u našem uzorku bolesnika  

 Za graniĉnu vrednost (cut off) visoke ekspresije EVI1 gena, u ovom istraţivanju, je uzeta 

srednja vrednost relativne ekspresije kod zdravih (kontrolna grupa) i na nju je dodato 3 puta 
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standardna devijacija (1,087+3x0,187=1,648). Sve vrednosti iznad 1,648 su smatrane visokom 

ekspresijom (eng.overexpression) EVI1 gena. Primenom ove vrednosti, u našem uzorku 

bolesnika imamo 5 bolesnika (13,2%) koji imaju visoku ekspresiju EVI1 gena (EVI1 pozitivni) i 

33 bolesnika (86,8%)  koji nemaju visoku ekspresiju EVI1 gena (EVI1 negativni).  

 

 9. Povezanost visoke ekspresije EVI1 gena  sa demografskim, kliniĉko-

laboratorijskim, molekularnim karakteristikama 

 Kada se uporede sledeće karakteristike: pol, starost, parametri krvne slike, nivo laktat 

dehidrogenaze, procenat blasta u perifernoj krvi i koštanoj srţi, komorbiditetni indeks, 

performans status, ELN grupe rizika, tip akutne mijeloidne leukemije u odnosu na FAB 

klasifikaciju, procenat rane smrtnosti, ishod bolesti, nije ustanovljena statistiĉki znaĉajna razlika 

izmeĊu EVI1 pozitivnih i EVI1 negativnih bolesnika (tabela 11).  

Postoji statistiĉki znaĉajna povezanost izmeĊu visoke ekspresije EVI1 i nepostojanja 

NPM1 mutacije (p=0,031), kao i izmeĊu visoke ekspresije EVI1 gena i prisustva monozomije 7 

(p=0,047) (tabela 12). Nije ustanovljena povezanost visoke ekspresije EVI1 gena sa 

neprisustvom FLT3-ITD mutacije (p=0.126). Nijedan od EVI1 pozitivnih bolesnika nije imao 

ove dve mutacije (NPM1
mut

 i FLT3-ITD
mut

). Citogenetski normalan kariogram je imalo 60% 

EVI1 pozitivnih bolesnika, dok je 40% imalo monozomiju 7 (grafikon 8).  

Svih pet EVI1 pozitivnih bolesnika je imalo smrtni ishod i niko nije postigao kompletnu 

remisiju (p=0,053). 
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Tabela 11. Kliniĉke i laboratorijske karakteristike ispitivanog uzorka bolesnika i    

povezanost visoke ekspresije EVI1 gena sa kliniĉkim i laboratorijskim markerima 

Parametar Ukupno (n=38)    EVI1
+ 

(n=5)
 

EVI1
- 
(n=33)

 
p vrednost 

Pol    0.770 

muški (%) 13 (34.2) 2 11  

ženski (%) 25 (65.8) 3 22  

Starost (godine) 

medijana(opseg) 

srednja vr.±SD 

 

52(23-80) 

51.45±2.204 

 

52(26-62) 

 

52(23-80) 

0.529 

Br.leukocita (x10
9
/l) 

medijana(opseg) 

srednja vr.±SD  

 

27.56(0.5-247) 

51.73±9.64 

 

26.6(0.5-68) 

 

28.5(1.03-247) 

0.424 

Hemoglobin (g/l) 

medijana(opseg) 

srednja vr.±SD  

 

87 (41-123) 

87±3.44 

 

75(64-98) 

 

89(41-123) 

0.172 

Trombociti (x10
9
/L) 

medijana(opseg) 

srednja vr.±SD  

 

56 (3-237) 

72.32±8.82 

 

23(19-92) 

 

63(3-237) 

0.102 

Eritrociti (x10
12

/l) 

medijana(opseg) 

srednja vr.±SD  

 

2.62(1.17-4.30) 

2.72±0.122 

 

0.21(1.98-3.19) 

 

2.72(1.17-4.30) 

0.235 

Granulociti (x10
9
/l) 

medijana(opseg) 

srednja vr.±SD 

 

3.26(0-59.28) 

5.64±1.62 

 

1.08(0.2-6.04) 

 

3.72(0-59-28) 

0.252 

LDH (U/L) 

medijana(opseg) 

srednja vr.±SD  

 

466.5 (130-9009) 

919.61±248.31 

 

381(138-1301) 

 

 

480(130-9009) 

0.501 

Blasti u perif.krvi (%) 

medijana(opseg) 

srednja vr.±SD 

 

60 (0-98) 

59.16±4.68 

 

54(1-90) 

 

60(0-98) 

0.529 

Blasti u koštanoj srži (%) 

medijana(opseg) 

srednja vr.±SD  

 

80 (28-97) 

75.55±2.62 

 

70(60-95) 

 

80(28-97) 

0.353 

HCT-CI    0.337 

<2 24(63.26%) 2 22  

≥2 14(36.84%) 3 11  

Performance status    0.141 

<2 22(57.89%) 1 21  

≥2 16(42.11%) 4 12  

ELN kategorije rizika    1.0 

povoljna+intermedijerna I 

grupa rizika 

16(42.11%) 2 14  

intermedijerna II + 

nepovoljna grupa rizika 

22(57.89%) 3 19  

FAB (%)    0.814 

  M0 1(2.6) 0 1(100)  

  M1 3(7.9) 0 3(100)  

  M2 6(15.8) 1(16.7) 5(83.3)  

  M4 20(52.6) 2(10) 18(90)  

  M5 8(21.1) 2(25) 6(75)  
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Nastavak tabele 11.     

     

Kompletna remisija    0.053 

  da (%) 15(39.5) 0(0) 15(45.5)  

  ne (%) 23(60.5) 5(100) 18(54.5)  

Rana smrt    0.664 

  da (%) 12(31.6) 2(16.7) 10(83.3)  

  ne (%) 24(68.4) 3(12.5) 23(95.8)  

Smrtni ishod    0.152 

  da (%) 28(73.7) 5(100) 23(69.7)  

  ne (%) 10(26.3) 0 10(30.3)  

 

Tabela 12.          Citogenetske i molekularne karakteristike ispitivanog uzorka bolesnika i 

povezanost visoke ekspresije EVI1 gena sa citogenetskim i molekularnim karakteristikama 

 

Parametar     Ukupno (n=38)    EVI1
+ 

(n=5) EVI1
- 
(n=33) p vrednost 

AML normalni kariogram    0.68 

da (%) 21(60) 3 (60) 18 (60)  

ne(%) 12 (40) 2 (40) 15 (40)  

Monozomija 7    0.047 

prisutna (%)   3  (8,58) 2 (40) 1 (3,33)  

odsutna (%) 32 (91,42) 3 (60) 29 (96,6)  

FLT3/ITD    0.126 

  prisutna (%)  11(28.9) 0 11(100)  

  odsutna (%)  27(71.1) 5(18.5) 22(81.5)  

NPM1mut    0.031 

prisutna (%) 17(44.7) 0 17(100)  

odsutna (%) 21(55.3) 5(23.8) 16(76.2)  

 

 

Grafikon 8. AML sa visokom ekspresijom EVI1 gena i citogenetsko/molekularne 

karakteristike 

 

40%

60%

Monozomija 7

Normalni kariogram (FLT3/ITD neg i NPM1neg)
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10. Uticaj nivoa ekspresije gena EVI1 na ukupno preživljavanje 

Najpre smo izvršili poreĊenje preţivljavanja bolesnika sa razliĉitim nivoom ekspresije 

gena EVI1, ukljuĉujući bolesnike sa odsustvom ekspresije (odnosno bez bazalne ekspresije), 

bolesnike sa niskom i bolesnike sa visokom ekspresijom EVI1 gena. Postoji statistiĉki znaĉajna 

razlika u ukupnom preţivljavanju bolesnika sa odsustvom EVI1 ekspresije i bolesnika sa 

visokom EVI1 ekspresijom (p=0,0274). PoreĊenjem bolesnika sa niskom i visokom ekspresijom 

EVI1 gena, takoĊe smo dobili statistiĉki znaĉajnu razliku u odnosu na preţivljavanje (p=0,0068). 

MeĊutim, ne postoji statistiĉki znaĉajna razlika u preţivljavanju bolesnika sa odsustvom 

ekspresije i bolesnika sa niskom ekspresijom EVI1 gena (p >0,9) (grafikon 9). 

 

Grafikon 9. Uticaj nivoa ekspresije gena EVI1 na ukupno preživljavanje 
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11. Uticaj visoke ekspresije EVI1 gena na preživljavanje kod naših bolesnika  

Visoka ekspresija EVI1 gena je povezana sa kraćim ukupnim preţivljavanjem (p=0,025) 

(grafikon 10). EVI1 pozitivni bolesnici su imali medijanu ukupnog preţivljavanja 1 mesec, dok 

su EVI1 negativni bolesnici imali 5 meseci (EVI1 pozitivni ukupno 5, 0 cenzurisano; EVI1 

negativni ukupno 33, 10 cenzurisano). 

 

Grafikon 10. Uticaj visoke ekspresije EVI1 na ukupno preživljavanje kod AML 

Visoka ekspresija EVI1 gena je povezana i sa kraćim preţivljavanjem bez dogaĊaja 

(event free survival-EFS), što je prikazano na grafikonu 11 (p=0.004). EVI1 pozitivni bolesnici 

su imali medijanu EFS 3 meseca, dok su EVI1 negativni imali 9 meseci (EVI1 pozitivni ukupno 
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5, 0 cenzurisano; EVI1 negativni ukupno 23, 9 cenzurisano). Preţivljavanje bez bolesti (disease 

free survival-DFS), odnosno preţivljavanje bez relapsa bolesti (relapse free survival-RFS) nije 

raĉunat, jer niko od EVI1 bolesnika nije postigao kompletnu remisiju i nije relapsirao.        

 

Grafikon 11. Uticaj visoke ekspresije EVI1 na preživljavanje bez dogaĊaja (event free 

survival-EFS) 

 

12. Uticaj molekularnih markera na preživljavanje kod naših bolesnika 

Kada se posmatra cela grupa bolesnika (svih 38), bolesnici sa nukleofozmin 1 mutacijom 

(NPM1
mut

) su imali duţe preţivljavanje bez dogaĊaja (EFS) u odnosu na bolesnike bez 

nukleofozmin 1 mutacije (NPM1
nemut

) (p=0.096) (grafikon 12). Bolesnici sa NPM1
mut 

su imali 
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medijanu EFS 12 meseci, dok su NPM1
nemut

 imali tri meseca (NPM1
mut

 ukupno 12, 6 

cenzurisano; NPM1
nemut

 ukupno 14, 3 cenzurisano).  

 

                    Grafikon 12. Uticaj NPM1
mut

 na preživljavanje bez dogaĊaja 

 

TakoĊe, NPM1
mut

 bolesnici su imali i duţe ukupno preţivljavanje (overall survival), 

meĊutim bez statistiĉke znaĉajnosti (p=0,114)  (Grafikon 13). NPM1
mut

 su imali medijanu 

ukupnog preţivljavanja 8 meseci, dok su NPM1
nemut

 imali tri meseca (NPM1
mut

ukupno 17, 6 

cenzurisano; NPM1
nemut

 ukupno 21, 4 cenzurisano). Šest bolesnika od ukupno sedamnaest 

bolesnika sa NPM1
mut

 nije postiglo CR (p=0,103). Prisustvo NPM1 mutacije bez FLT3-ITD 

mutacije pokazuje tendenciju ka statistiĉkoj znaĉajnosti u odnosu na ukupno preţivljavanje u 

ukupnoj grupi bolesnika (p=0,0684, tabela 13).   
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             Grafikon 13. Uticaj NPM1
mut

 na ukupno preživljavanje  u svih bolesnika 

MeĊutim, ukoliko se iskljuĉe bolesnici koji su doţiveli ranu smrt, bolesnici sa NPM1 

mutacijom bez FLT3-ITD mutacije pokazuju statistiĉki znaĉajno duţe ukupno preţivljavanje u 

odnosu na ostale bolesnike (p= 0,0426) (grafikon 14).   

              

Grafikon 14. Uticaj NPM1+/FLT3-ITD- na ukupno preživljavanje 

(iskljuĉujući bolesnike sa ranom smrti) 
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Kada se posmatra prognozni znaĉaj FLT3-ITD mutacije u našoj ispitivanoj grupi 

bolesnika, 4/5 FLT3-ITD bolesnika koji su postigli kompletnu remisiju su relapsirali (p=0,067). 

U odnosu na preţivljavanje bez bolesti (disease free survival-DFS), kod FLT3-ITD negativnih 

bolesnika medijana DFS nije dostignuta, dok je kod FLT3-ITD pozitivnih bolesnika medijana 

DFS bila 18 meseci (p=0,165) (grafikon 15). 

    

Grafikon 15. Uticaj FLT3-ITD mutacije na preživljavanje bez bolesti 

(disease free survival-DFS) 

 

FLT3-ITD mutacija nije pokazala statistiĉki znaĉajan uticaj na ukupno preţivljavanje 

(p=0,76) (grafikon 16). 
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                              Grafikon 16. Uticaj FLT3-ITD mutacije na ukupno preživljavanje 

 

 

13. Ispitivanje kliniĉkih, laboratorijskih i molekularnih prognostiĉkih faktora na 

preživljavanje 

Pored ranije opisanog znaĉajnog uticaja visoke ekspresije EVI1 gena na ukupno 

preţivljavanje i inicijalno visok broj leukocita pokazuje statistiĉki znaĉajan uticaj na ukupno 

preţivljavanje. Dokazali smo da inicijalni broj leukocita iznad 50x10
9
/l ima negativan uticaj na 

ukupno preţivljavanje (overall survival) (p=0,017) (grafikon 17). Bolesnici sa inicijalnim brojem 

leukocita preko 50x10
9
/l su imali medijanu ukupnog preţivljavanja 0,2 meseca, dok su bolesnici 

sa leukocitima ispod 50x10
9
/l imali medijanu ukupnog preţivljavanja 8 meseci (Lkci iznad 50 

ukupno 14, 2 cenzurisano; leukociti ispod 50 ukupno 24, 8 cenzurisano). 
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                      Grafikon 17. Uticaj broja leukocita na ukupno preživljavanje 

 

 

Tendenciju ka statistiĉki znaĉajnom uticaju na ukupno preţivljavanje  pokazali su 

procenat blasta u perifernoj krvi (p=0,076), HCT-CI (p=0,085) i prisutvo NPM1 mutacije u 

odsustvu FLT3-ITD mutacije (p=0,068) (tabela 13). Ni jedan od ispitivanih parametara nije 

pokazao statistiĉki znaĉajan uticaj na preţivljavanje bez bolesti (tabela 13).   
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Tabela 13. Kliniĉki, laboratorijski i molekularni prognostiĉki markeri-uticaj na preživljavanje 

Prognostiĉki faktori# 

Medijana 

ukupnog 

preživljavanja 

Ukupno 

preživljavanje 

p-vrednost 

Medijana 

DFS 

Preživljavanje 

bez bolesti-DFS 

p-vrednost 

Pol  

 
p=0,315  

 
p=0,351 

Muški 3  5  

Ţenski 4  18  

Životno doba 

 
 p=0,13  p=0,382 

≥52 

 
1  19  

<52 5  18  

Koncentracija Hb (g/L)  p=0,701  p=0,194 

≥87 

 
3  nije dostignuta  

<87 5  18  

Broj leukocita (x109/l) 

 
 p=0,017  p=0,769 

≥50 

 
0,2  11  

<50 8  19  

Trombociti (x109/L) 

 
 p=0,68  p=0,713 

≥56 

 
3  nije dostignuta  

<56 4  18  

% blasta u perifernoj krvi  p=0,076  p=0,52 

≥60 

 
0,75  18  

<60 8  19  

% blasta u kostnoj srži  p=0,379  p=0,21 

≥80 

80 
3  11  

<80 4  nije dostignuta  

LDH (U/L)  p=0,356  p=0,364 

≥466,5 

 

< 

3  18  

<466,5 5  nije dostignuta  

HCT-CI  p=0,0856  p=0,45 

≥2 

 
0,75  18  

<2 5  nije dostignuta  

Perfomance status  p=0,15  p=0,325 

≥2 

 
5  18  

<2 0,75  19  

CN AML  p=0.88  p=0,262 

Ne 3  18  

Da 5  nije dostignuta  

ELN kategorije rizika  p=0,116  p=0,164 

ELN Povoljna + intermedijerna I 

grupa rizika 
5  

nije 

dostignuta 
 

ELN Intermedijerna II + nepovoljna grupa 

rizika 
3  18  

Visoka ekspresija EVI1*  p=0,0255  - 

Prisutna 1  -  

Odsutna 5  -  
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#Kontinuirane varijable su analizirana podelom bolesnika na osnovu medijane, osim broja leukocita  gde je kao 

graniĉna vrednost uzeta 50 x 10
9
/L (kada se kao graniĉna vrednost koristi medijana broja leukocita od 27 x 10

9
/L 

p=0.0715) 

*Niko od bolesnika sa visokom EVI1 ekspresijom nije postigao remisiju  

 

 

Ukoliko se iz ispitivanja iskljuĉe bolesnici koji su rano umrli jedini ĉinioci koji pokazuju 

nepovoljan prognostiĉki uticaj na ukupno preţivljavanje su EVI1 (p=0,022) i odsustvo 

NPM1+/FLT3-ITD- (p=0,0426). Svi ostali ispitivani parametri ne pokazuju statistiĉku 

znaĉajnost.   

 

 

14. Nezavisni prognostiĉki markeri za kraće ukupno preživljavanje u našem 

istraživanju  

Kada se u multivarijantnu analizu ubace prognostiĉki faktori sa statistiĉom znaĉajnosti u 

univarijantnoj analizi (p< 0.10): EVI1 status, NPM1 status, broj leukocita  iznad 50x10
9
/l, HCT-

CI i procenat blasta u perifernoj krvi, dobija se da broj leukocita iznad 50x10
9
/l i odsustvo 

NPM1+/FLT-ITD-  predstavljaju nepovoljne prognostiĉke faktore za ukupno preţivljavanje (OS) 

(tabela 14). 

 

FLT3-ITD mutacija  p=0,75  p=0,165 

Prisutna 3  18  

Odsutna 5  
nije 

dostignuta 
 

Mutacija Nukleofozmin-1 /iskljuĉujući 

FLT-3+/ 
 p=0,0684  p=0,278 

Prisutna 5  
nije 

dostignuta 
 

Odsutna 3  18  
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Tabela 14. Rezultati cox regresione analize EVI1 statusa, broja leukocita i NPM1 statusa i njihovog 

uticaja na ukupno preživljavanje 

 ukupno preživljavanje (overall survival) 

parametar Hazard ratio p vrednost  95% interval 

poverenja (CI) 

EVI1 pozitivni status 2.594605 0.111 0.8022256- 

8.391625 

Broj 

leukocita≥50x10
9/
l 

4.74508 0.012 1.402885- 

16.04963 

NPM1+/FLT3-ITD-  0.2428197 0.009 0.0840218 -

0.7017394 

%blasta u perifernoj 
krvi 

1.248234 0.693 0.4149593- 

3.754795 

HCT-CI 1.443275 0.384 0.6319107 -

3.296418 

 

Ukoliko se iz analize iskljuĉe bolesnici sa ranom smrti, a u multivarijantnu analizu ubace  

faktori koji su se u univarijantnoj analizi pokazali statistiĉki znaĉajnim (EVI1 pozitivnost i 

NPM1+/FLT3-ITD-),  EVI1 pozitivni status  se pokazao kao nezavisni ĉinilac nepovoljne 

prognoze (p=0.045). (tabela 15).  

Tabela 15. Rezultati cox regresione analize EVI1 statusa i NPM1+/FLT3-ITD-, ukoliko se iskljuĉe 

bolesnici sa ranom smrti 

 ukupno preživljavanje (overall survival) 

parametar Hazard ratio p vrednost  95% interval 

poverenja (CI) 

EVI1 pozitivni status 4.442476 0.045 1.035935- 

19.05098 

NPM1+/FLT3-ITD-  0.3577793 0.115 0.0996428- 

1.284649 
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VI DISKUSIJA 

 

Akutna mijeloidna leukemije je heterogena grupa oboljenja, unutar koje se nalaze entiteti 

koji se meĊusobno razlikuju u odnosu na kliniĉke, laboratorijske, morfološke, imunofenotipske, 

citogenetske, molekularne karakteristike, što za posledicu ima razliĉit odgovor na terapiju i 

razliĉito preţivljavanje. Terapijski pristup obolelom od akutne mijeloidne leukemije se bazira u 

odnosu na prognostiĉke markere, od kojih su najvaţniji oni vezani za samog bolesnika (kao što 

su dob, performans status, komorbiditeti), kao i oni vezani za samu bolest (inicijalni broj 

leukocita, de novo versus sekundarna leukemija, citogenetika i molekulrani markeri) [76]. 

Standardna citogenetska analiza leukemijskih ćelija predstavlja osnovni prognostiĉki marker kod 

obolelih od AML [115-120]. MeĊutim, veliki deo AML (oko 40-50%) na prezentaciji ima 

normalan kariogram i samim tim pripada citogenetski intermedijarnoj, nedovoljno definisanoj 

prognostiĉkoj kategoriji. Poslednjih desetak godina, otkriveni su dopunski molekularni markeri 

sa, sada već potvrĊenim, prognostiĉkim znaĉajem [127,128,138,143]. MeĊu njima se posebno 

istiĉu prisustvo mukleofozmin 1 mutacije, potom prisustvo FLT3-ITD mutacije, kao i CEBPA 

dvostruke mutacije. Pored navedenih, u toku su istraţivanja u vezi sa prognostiĉkim znaĉajem 

ĉitave palete drugih molekularnih markera (mutacije gena, poremećaja ekspresije gena), koji 

sami ili u kombinaciji, mogu doprineti boljoj stratifikaciji obolelih od AML u odnosu na rizik. 

Poslednjih godina se istiĉe znaĉaj poremećene ekspresije gena EVI1 u akutnoj mijeloidnoj 

leukemiji i sve je više radova koji govore, u glavnom, u prilog negativnog prognostiĉkog znaĉaja 

visoke ekspresije EVI1 gena [215,216,223,225,226]. U ovom prospektivnom istraţivanju smo 
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potvrdili negativni prognostiĉki znaĉaj visoke ekspresije EVI1 gena u akutnoj mijeloidnoj 

leukemiji, na našem uzorku od 38 bolesnika.  

U ovom prospektivnom istraţivanju je obuhvaćeno 38 odraslih, novootkrivenih bolesnika 

sa de novo akutnom non-M3 mijeloidnom leukemijom, kod kojih je zapoĉeto standardno 

citostatsko leĉenje. Bolesnici kod kojih je od momenta postavljanja dijagnoze bilo planirano 

palijativno leĉenje (transfuzijama, hidroksiureom ili niskim dozama citozin arabinozida ili sl.), 

kao i oni kod kojih nije ni zapoĉeto leĉenje, nisu bili ukljuĉeni u istraţivanje. U našem uzorku, 

većina bolesnika su ţenskog pola i to ĉak dve trećine (oko 66%) od ukupnog broja bolesnika. 

Nasuprot tome, prema literaturnim podacima, postoji blaga prevaga muškog pola [5]. Medijana 

starosti kod naših bolesnika je 52 godine, što je znaĉajnije manje u odnosu na medijanu starosti 

obolelih od AML prema literaturi (gde je medijana starosti obolelih izmeĊu 68 i 72 godine) [4,5]. 

Ova razlika u dobnoj strukturi je prvenstveno posledica kriterijuma za ukljuĉivanje u ovo 

istraţivanje. Bolesnici sa sekundarnim leukemijama (AML sa promenama u vezi sa 

mijelodisplazijom), kao i većina starijih bolesnika, koji po pravilu imaju i veći broj 

komorbiditeta i koji nisu bili planirani za intenzivno leĉenje, nisu ukljuĉivani u ovo istraţivanje. 

Tako je, u našoj grupi bolesnika, bilo 68% mlaĊih od 60 godina, a većina bolesnika su bili 

dobrog performans statusa (87% bolesnika je imalo ECOG≤2) i bez većih komorbiditeta (79% 

bolesnika je imalo komorbiditetni indeks, HCT-CI≤2). U odnosu na distribuciju AML prema 

FAB tipu, većina obolelih u našem istraţivanju pripada mijelomonoblastnim, odnosno 

monoblastnim leukemijama, dok ako se analiziraju velike nemaĉke i ameriĉke studije dominiraju 

AML M2, koje ĉine više od trećine svih sluĉajeva, dok AML M4/M5 ĉine samo oko ĉetvrtinu 

sluĉajeva [118,234]. U odnosu na klasifikaciju Svetske zdravstvene organizacije (SZO) sve 

dijagnostikovane AML, u našem uzorku bolesnika, pripadaju AML koje nisu na drugi naĉin 
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definisane (AML, not otherwise specified). Ova se moţe objasniti ĉinjenicom da je od 

rekurentnih citogenetskih abnormalnosti (translokacija/inverzija), koje klasifikacija SZO izdvaja 

u posebne kliniĉko-biološke entitete, u toku istraţivanja detektovana samo jedna, i to t (15;17), 

koja je po postavljanju dijagnoze varijantnog oblika akutne promijelocitne leukemije (M3v po 

FAB), bila iskljuĉena iz istraţivanja (videti kriterijume za iskljuĉivanje, u poglavlju materijal i 

metode). Akutna promijelocitna leukemija (AML M3, sa karakteristiĉnom translokacijom 

(15;17) i rearanţmanom PML-RARα), spada u citogenetski povoljnu prognoznu grupu sa 

izuzetno dobrom prognozom,  mogućnošću ciljane terapije all-trans retinoiĉnom kiselinom 

(ATRA) i/ili arsen-trioksidom (ATO) i mogućnošću praćenja minimalne rezidualne bolesti PCR 

metodom, zbog ĉega se po pravilu izdvaja od drugih tipova AML u ovakvom tipu istraţivanja 

[235,236]. Razlog, zbog ĉega nisu detektovane druge rekurentne citogenetske abnormalnosti (od 

posebnog znaĉaja su one koje spadaju u citogenetski dobru prognoznu grupu, kao što su t (8;21) i 

inv (16), odnosno t (16;16)), je relativno mala uĉestalost ovih citogenetskih abnormalnosti (svaka 

izmeĊu 5-7%), ali sigurno i nedovoljna senzitivnost (odnosno rezolucija) pri detekciji ovih 

translokacija/inverzija, korišćenjem standardne tehnike pruganja kod analize kariograma [97]. 

Mogućnost prevazilaţenja ovih nedostataka klasiĉne citogenetike i otkrivanja ovih kriptiĉnih 

citogenetskih abnormalnosti, koje su od ogromnog prognostiĉkog znaĉaja i znaĉaja u planiranju 

postremisione terapije, ogleda se pre svega u uskoj saradnji kliniĉara, citologa, onoga koji radi 

imunofenotipizaciju i naravno citogenetiĉara, ali i upotrebom ciljanih tehnika, tipa fluorescentne 

in situ hibridizacije (FISH), kao komplementarne metode sa klasiĉnom citogenetikom ili 

upotrebom RT-PCR (reverse transcriptase polymerase chain reaction) za detekciju nastalog 

fuzionog gena [123,237,238,239]. Tako na primer, AML sa t (8;21) je ĉesto praćena 

citopenijama u krvnoj slici, ima relativno karakteristiĉnu morforlogiju, obiĉno je M2 tipa (AML 
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sa sazrevanjem), citoplazma blasta je sa abnormalnom granulacijom, karakteristiĉne boje lososa, 

oiviĉena bazofilijom, dok su imunofenotipski blasti CD34 jasno pozitivni, u dve trećine 

sluĉajeva aberantno eksprimiraju CD19, dok je u polovini sluĉajeva prisutan CD56 antigen 

[240]. Istovremena ekspresija CD19 (iznad 10%) i CD34 (iznad 35%) je visoko prediktivna za 

postojanje ove hromozomske aberacije [78]. S druge strane, AML sa inverzijom 16 i 

translokacijom (16;16) je obiĉno mijelomonoblastnog tipa (M4Eo po FAB) sa prisutnim 

abnormalnim eozinofilima koji imaju eozinofilne/bazofilne granule, a imunofenotipski blasti 

uglavnom eksprimiraju CD13 i CD34, dok je ekspresija drugih mijelo/monocitnih markera 

(CD11b, CD11c, CD14, CD33) razliĉita [78]. Za ovu citogenetsku promenu, relativno je 

karakteristiĉna i aberantna ekspresija CD2 [241]. 

 U našem uzorku bolesnika prisustvo AML sa normalnim kariogramom (CN AML) 

je utvrĊeno u oko 60% bolesnika, što je za 10-20% više u odnosu na literaturne podatke, prema 

kojim je uĉestalost AML sa normalnim kariogramom izmeĊu 40-50% [118,242,243]. Ovo je još 

jedna ĉinjenica, koja govori u prilog da se meĊu ovim bolesnicima sa normalnim kariogramom, 

kriju i oni sa kriptiĉnim citogenetskim abnormalnostima, ĉija bi detekcija doprinela preciznijem 

definisanju prognoze, kod ove grupe sa inaĉe citogenetski intermedijarnom prognoznom. Od 

izolovanih citogenetskih abnormalnosti kod tri naša bolesnika (8,6%) je detektovana 

monozomija 7, kao izolovana abnormalnost, koja spada u grupu sa nepovoljnom prognozom. 

Prisustvo izolovane monozomije je relativno ĉesto u AML, a monozomija 7 je jedna od 

najuĉestalijih (uĉestalost oko 7%). Monozomija i delecija hromozoma 7 (-7/7q-) je samo u 

trećini sluĉajeva izolovana, a mnogo ĉešće se javlja zajedno sa drugim hromozomskim 

aberacijama, ĉesto u okviru kompleksnog kariograma [244]. Prisustvo izolovane monozomije 

(ako se iskljuĉi gubitak polnog hromozoma) je povezano sa lošim ishodom. Prisustvo dve ili više 
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monozomija, ili jedne monozomije u kombinaciji sa nekom strukturnom abnormalnosti, 

predstavlja tzv.monozomalni kariotip, koji ima još lošiju prognozu [122]. U odnosu na ELN 

citogenetsko-molekularne prognostiĉke kategorije, u ispitivanoj grupi bolesnika, grupu sa 

povoljnom prognozom ĉini 29% bolesnika, intermedijarnu I ĉak 42% bolesnika, intermedijernu 

II 16% bolesnika, dok bolesnici sa nepovoljnom prognozom ĉine 13% bolesnika. Prema 

literaturnim podacima [245], kada se posmatra cela grupa bolesnika (svih starosnih kategorija) 

povoljnu grupu ĉini 31%, intermedijarnu I-18%, intermedijarnu II 24%, a nepovoljnu 26% 

bolesnika, dok se distribucija u odeĊene riziko kategorije znatno razlikuje u odnosu na starosnu 

grupu bolesnika. U našoj grupi bolesnika (gde su dve trećine mlaĊi od 60 godina) je manji 

procenat bolesnika sa nepovoljnom prognozom, s obzirom da su iskljuĉene sekundarne AML, te 

je i manji procenat kompleksnih kariograma, koji i kod mlaĊih bolesnika ĉine oko 65% onih sa 

nepovoljnom prognozom. MeĊu našim bolesnicima, dijagnostikovana je i jedna AML (M2 tipa) 

sa neartetraploidnim kariotipom (89-91 XXXX), koji nije karakteristiĉan za AML, ali se opisuju 

pojedinaĉni prikazi sluĉajeva, ĉak i manje serije bolesnika sa tetraploidnim i neartetraploidnim 

kariotipom [246]. Blasti u ovim leukemija sadrţe od 80 do 104 hromozoma, a zbog povećane 

koliĉine genetskog materijala su uglavnom veliki, bizarnog izgleda. Prognoza ovih bolesnika je 

nedovoljno definisana, s obzirom na mali broj opisanih sluĉajeva [247]. Kod naše bolesnice je 

postignuta kompletna morfološka remisija primenom standardne indukcione terapije (“3+7”) uz 

tri konsolidacione terapije intermedijarnim dozama citarabina, ĉime se remisija odrţava više od 

godinu dana.  

 U odnosu na molekularne karakteristike kod naših bolesnika, FLT3 mutacija je 

detektovana u 34% bolesnika, predominantno u vidu FLT3-ITD mutacije (85%), a kod dva 

bolesnika je bila prisutna FLT3-TKD (D835). Nukleofozmin 1 mutacija je detektovana kod 45% 
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bolesnika, a većina bolesnika sa nukleofozmin 1 mutacijom je imala normalni kariogram, što je u 

skladu sa literaturnim podacima [36]. U oko 30% bolesnika su istovremeno bile prisutne i FLT3-

ITD i NPM1
mut

, što je u skladu sa literaturnim podacima (prema Gale i saradnici 17% bolesnika 

je imalo obe mutacije, dok Falini i saradnici navode da ĉak u oko 40% sluĉajeva AML sa 

NPM1
mut

 ima i konkomitantnu FLT3-ITD mutaciju) [132,138]. Nešto veća uĉestalost FLT3 

mutacije i NPM1
mut

, kada se posmatraju svi naši bolesnici u ispitivanom uzorku, se moţe 

objasniti većom uĉestalosti CN AML kod naših bolesnika. 

 Svi bolesnici u ispitivanoj grupi su leĉeni na isti naĉin, standarnim “3+7” 

protokolom, uz izbor i prilagoĊavanje doze antraciklina u zavisnosti od starosne dobi, 

performans statusa i prisutnih komorbiditeta. Kod preko 50% bolesnika je postignut odgovor na 

primenjeno leĉenje (minimum parcijalni odgovor, odnosno kod samo oko 40% bolesnika je 

postignuta kompletna remisija nakon jedne, odnosno dve indukcione terapije). Prema 

literaturnim podacima, stopa kompletnih remisija je znaĉajno veća (preko 60-70%), ovakva 

diskrepanca se donekle moţe objasniti visokom stopom rane smrtnosti (preko 30%), kao i 

ĉinjenicom da nisu svi bolesnici leĉeni u uslovima izolacije (samo deo bolesnika je leĉeno u 

uslovima sterilnog bloka sa zaštitnim HEPA filterima). Ovako visok procenat rane smrtnosti 

(skoro trećina bolesnika) se moţe objasniti ĉinjenicom da bolesnici do nas dolaze sa relativno 

visokim brojem leukocita (kasno javljanje lekaru, mnogi bolesnici se inicijalno javljaju u 

regionalne centre), kao i ĉinjenicom da su meĊu njima (trećina bolesnika sa ranom smrti) 

bolesnici lošijeg performans statusa sa prisutnim komorbiditetima. Prema literaturnim podacima 

procenat rane smrtnosti (odnosno eng. treatment related mortality-TRM) je oko 10%, kada se 

posmatraju uĉesnici u kliniĉkim studijama, s tim da je taj procenat aktuelno niţi nego što je bio 

poĉetkom devedesetih (kada je iznosio do 18%), što se objašnjava poboljšanjem suportivnih 
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mera, ukljuĉujući i poboljšanje antifungalne terapije [248]. Kreiran je i TRM skor, koji, u svojoj 

uprošćenoj verziji, uzima u obzir dob, performans status, de novo versus sekundarna AML, 

kreatinin, inicijalni broj leukocita, procenat blasta u razmazu periferne krvi, broj trombocita i 

nivo albumina [81]. Ovaj skor je kreiran sa ciljem odabira bolesnika podobnih za intenzivnu 

terapiju, ali je pokazano da oni sa višim TRM skorom imaju ne samo veći rizik od fatalnih 

komplikacija nakon intenzivne terapije, već i veći rizik za razvoj ranih, nefatalnih komplikacija-

infekcije i premeštaja u intenzivnu jedinicu [249]. 

 U ovom prospektivnom istraţivanju je akcenat stavljen na kliniĉkom i 

prognostiĉkom znaĉaju ekspresije gena EVI1 u akutnoj mijeloidnoj leukemiji. Ekspresija EVI1 

gena je kod zdravih osoba niska i mi smo uspeli da dokaţemo da postoji statistiĉki znaĉajna 

razlika izmeĊu ekspresije gena EVI1 kod zdravih osoba (kontrolna grupa) i obolelih od akutne 

mijeloidne leukemije [218,227,250,251]. Raĉunajući relativnu ekspresiju, u našem uzorku 

bolesnika, dobili smo da 13,2 % bolesnika ima visoku ekspresiju EVI1 gena, što je u skladu sa 

literaturnim podacima. Razliĉita je uĉestalost visoke ekspresije EVI1 gena u AML u razliĉitim 

istraţivanjima, takoĊe je razliĉit i naĉin raĉunanja relativne ekspresije (u odnosu na ekspresiju 

kod zdravih ili u odnosu na ćelijske linije sa visokom EVI1 ekspresijom, kao što je npr. SKOV3-

ćelijska linija ovarijalnog karcinoma). Bez obzira na ove metodološke razlike u kvantifikaciji 

ekspresije gena (uglavnom se koristi tzv. delta-delta CT metod, s tim da je razliĉit kalibrator, uz 

obavezno korišćenje endogene kontrole-housekeeping gen), uĉestalost visoke ekspresije EVI1 

gena u AML se kreće u rasponu 10% do najviše 25% [212, 215, 216, 222-226].  

 Pri analiziranju kliniĉkih karakteristika bolesnika sa visokom EVI1 ekspresijom i 

poreĊenjem sa bolesnicima koji nemaju visoku EVI1 ekspresiju, nije ustanovljena statistiĉki 

znaĉajna razlika u odnosu na dob, pol, parametre krvne slike, procenat blasta u koštanoj srţi i 



84 
 

perifernoj krvi, tip AML u odnosu na FAB, ELN grupe rizika, nivo laktat dehidrogenaze, 

komorbiditetni indeks, performans status,  što je u skladu sa literaturnim podacima [215]. Visoka 

ekspresija EVI1 gena je ĉešća kod sekundarnih AML i AML povezanih sa terapijom (t-AML), 

meĊutim ovi tipovi AML i inaĉe imaju lošiju prognozu u odnosu na de novo leukemije, te 

bolesnici sa ovim tipovima leukemija nisu bili ni ukljuĉuvani u ovo istraţivanje. S obzirom na 

ĉinjenicu da EVI1 proto-onkoprotein blokira endomitozu u megakariocitima i da je odgovoran za 

normalan ili povišen broj trombocita kod odreĊenog broja AML sa 3q26 sindromom, oĉekivali 

smo da će i medijana broja trombocita kod EVI1 pozitivnih bolesnika biti veća nego kod EVI1 

negativnih bolesnika, meĊutim ne postoji statistiĉki znaĉajna razlika u broju trombocita izmeĊu 

ove dve grupe naših bolesnika [172]. Langabeer i saradnici su takoĊe pokazali da bolesnici sa 

AML koji imaju visoku ekspresiju EVI1, ali u odsustvu 3q26 rearanţmana, nemaju 

karakteristiĉnu dismegakariopoezu i povišen broj trombocita [224].   

 Visoka ekspresija EVI1 u AML je povezana sa odreĊenim citogenetskim grupama, 

a posebno sa inv(3)(q21q26.2)/t(3;3)(q21;q26.2) i sa MLL rearanţmanom (rearanţmanom koji 

obuhvata 11q23), kao i sa monozomijom 7 [142]. U našoj grupi bolesnika nismo detektovali ni 

jednu 3q26 abnormalnost (tzv. EVI1 rearanţman sa poslediĉnom RPN1/EVI1 fuzijom), kao ni 

MLL rearanţman (11q23 abnormalnost), dok smo uspeli sa dokaţemo statistiĉki znaĉajnu 

povezanost monozomije 7 sa EVI1 pozitivnim AML u odnosu na EVI1 negativne. AML sa 

inv(3)/t(3;3) je prototip leukemije sa visokom ekspresijom EVI1 (koja se javlja u 95% 

sluĉajeva), veoma se retko javlja i ĉini samo 1-2,5% svih AML, a neretko se javlja u vidu 

citogenetski kriptiĉnih rearanţmana zbog ograniĉene rezolucije standardnih citogenetskih 

tehnika [204]. Upotrebom FISH tehnike, potrebno je raditi skrining na EVI1 rearanţman kod CN 

AML sa visokom EVI1 ekspresijom, odnosno kod MDS/AML sa monozomijom 7, a s obzriom 
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da AML sa inv(3)/t(3;3) predstavlja zaseban kliniĉko-biološki entitet sa izuzetno lošom 

prognozom, prepoznat i izdvojen u klasifikaciji mijeloidnih neoplazmi SZO iz 2008. godine 

[213].  Monozomija 7 je najĉešća sekundarna citogenetska abnormalnost kod AML sa 

inv(3)/t(3;3) i detektuje se u oko dve trećine sluĉajeva, a predstavlja dodatni nepovoljni faktor za, 

i ovako loše, preţivljavanje u ovoj grupi bolesnika [203]. Postoji mišljenje da EVI1 dovodi do 

genomske nestabilnosti i poslediĉne monozomije 7, koja je tzv. “drugi udarac” koji dovodi do 

pojave AML [252]. Gröschel i sararadnici su pokazali da skoro 90% bolesnika sa AML i 

monozomijom 7 ima visoku ekspresiju EVI1, od kojih je deo udruţen sa 3q26 abnormalnosti, a 

deo se javlja u vidu izolovane monozomije 7 [215]. Prognoza AML sa -7/EVI1+, je izuzetno loša 

(dvogodišnje preţivljavanje 0%), bez obzira na prisustvo ili odsustvo inv(3)/t(3;3) [215]. U 

našem uzorku bolesnika, od tri bolesnice sa monozomijom 7 (sve su bile izolovane citogenetske 

abnormalnosti) dve bolesnice su imale i visoku ekspresiju EVI1, a sve tri su imale izuzetno lošu 

prognozu (nisu ţivele duţe od dva meseca od postavljanja dijagnoze bolesti). Preostali bolesnici 

sa visokom EVI1 ekspresijom su imali citogenetski normalnu AML, bez prisutne NPM1 

mutacije i bez FLT3-ITD mutacije. Pored 3q26 abnormalnosti i monozomije 7, visoka ekspresija 

EVI1 gena je povezana i sa MLL rearanţmanom (rearanţman koji ukljuĉuje hromozom 11q23). 

MLL rearanţman se javlja u 4-10% bolesnika sa AML, s tim da se ĉešće javlja u sekundarnim 

AML (nakon terapije topoizomeraza II inhibitorima), a reĊe (oko 5%) kod odraslih bolesnika sa 

de novo AML [117,118]. U našoj grupi bolesnika nije identifikovana ni jedna 11q23 

abnormalnost, s obzirom na mali broj bolesnika, da su ukljuĉivani bolesnici samo sa de novo 

AML, ali i ĉinjenicom da je oko trećine MLL rearanţmana kriptiĉno [253]. Oko 20% EVI1 

pozitivnih AML ima MLL rearanţman i obrnuto, preko 40% onih sa MLL rearanţmanom ima 

visoku ekspresiju EVI1 gena [219]. Za razliku od 3q26 sindroma, gde postoji visoka ekspresija 
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samo EVI1 gena, kod MLL rearanţmana je prisutna visoka ekspresija i EVI1 i MDS1/EVI1 

(ME) gena [225]. Postoji preko 70 fuzionih partner gena za MLL rearanţman, od kojih 

uglavnom zavisi i prognoza ovih bolesnika, te osim t (9;11), ostale translokacije koje ukljuĉuju 

hromozom 11q23 su loše prognoze. Kod AML sa MLL rearanţmanom, visoka ekspresija EVI1 

gena predstavlja loš prognostiĉki faktor za preţivljavanje, kako kod odraslih, tako i kod dece 

[220,254]. MLL protein putem epigenetskih mehanizama (regrutovanjem DOT1l, DOT1-like 

histon H3 metiltransferaze) dovodi do aktivacije EVI1 gena, što je kljuĉni momenat u patogenezi 

MLL-AF9 leukemija [255]. U eksperimentalnim uslovima su Bindels i sararadnici  dokazali da 

tzv. knock-down EVI1 gena dovodi do proliferativnog aresta, što moţe predstavljati mehanizam i 

mesto delovanja potencijalnih lekova u ovom tipu leukemije [219,256].     

 U odnosu na molekularne karakteristike (prisustvo NPM1 i FLT3-ITD mutacije) 

niko od bolesnika sa visokom EVI1 ekspresijom nije imao ove dve mutacije, a postoji statistiĉki 

znaĉajna razlika u odnosu na neprisustvo NPM1 mutacije kod EVI pozitivnih u odnosu na EVI1 

negativne bolesnike. Postojanje ove inverzne korelacije izmeĊu visoke ekspresije EVI1 i NPM1 

mutacije je u skladu sa literaturnim podacima, što je i za oĉekivati, s obzirom na dobru prognozu 

AML sa NPM1
mut

 (u sluĉajevima kada nije prisutna FLT3-ITD mutacija) [215,216].  

 I u našoj ispitivanoj grupi bolesnika, AML sa visokom ekspresijom EVI1 gena 

predstavlja loš prognostiĉki faktor, kako za odgovor na indukcionu terapiju, tako i za  

preţivljavanje. Svih pet EVI pozitivnih bolesnika je imalo smrtni ishod i niko nije postigao 

kompletnu remisiju (što je na granici statistiĉke znaĉajnosti p=0,053). TakoĊe, EVI1 pozitivni 

bolesnici su, u našem ispitivanju, imali statistiĉki znaĉajno kraće ukupno preţivljavanje i 

preţivljavanje bez dogaĊaja (event free survival), u odnosu na EVI1 negativne bolesnike. Prema 

pojedinim autorima, prognostiĉki znaĉaj EVI1 ekspresije je u njenoj bliskoj povezanosti sa 
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rearanţmanima koji ukljuĉuju EVI1 (3q26 rearanţman) i MLL (translokacija koja ukljućuje 

11q23) rearanţman, odnosno nisu mogli da dokaţu prognostiĉki znaĉaj (uticaj na ukupno 

preţivljavanje i preţivljavanje bez dogaĊaja/bolesti) visoke ekspresije EVI1 gena, ako ona nije 

bila posledica rearanţmana koji ukljuĉuje 3q26 (bilo da je detektovan klasiĉnom citogenetikom 

ili sofisticiranijim metodama, u sluĉaju skrivenih rearanţmana) [212,224]. S druge strane, visoka 

EVI1 ekspresija se javlja i u sluĉajevima AML bez 3q26 abnormalnosti i kao takva predstavlja 

nezavisni loš prognostiĉki marker. Tako su, na primer, Barjesteh van Waalwijk van Doorn-

Khosrovani i sararadnici,  univarijantnom i multivarijantnom analizom, dokazali da je visoka 

EVI1 (ne i MDS1-EVI1) ekspresija, nezavisni loš prognostiĉki marker kod AML bolesnika, 

posebno unutar citogenetski intermedijarne prognostiĉke grupe [223]. Prema Haas i sararadnici, 

visoka ekspresija EVI1 (bez obzira o kojoj splajs (eng.splice) varijanti se radi) je loš prognostiĉki 

faktor kod de novo AML bez 3q26 abnormalnosti [226]. I Lugthart i saradnici su pokazali da 

bolesnici sa EVI1 pozitivnim AML reĊe postiţu kompletnu remisiju, kao i da imaju statistiĉki 

znaĉajnije kraće ukupno preţivljavanje, preţivljavanje bez dogaĊaja/bolesti, u odnosu na EVI1 

negativne bolesnike [225]. U istom istraţivanju, ali i prethodnim radovima Lugthart i sar. su 

pokazali i da su meĊu EVI1
poz

/MDS1-EVI1(ME)
neg 

AML ĉeste skrivene 3q26 lezije, meĊutim u 

nekoliko EVI1
poz

/ME
neg

 AML nisu uspeli ni FISH metodom da dokaţu ovu kriptiĉnu leziju, te se 

pretpostavlja da postoji i drugi mehanizam deregulacije EVI1 ekspresije [257]. U istraţivanju 

Gröschel i saradnika, korišćen je RQ-PCR koji pokriva razliĉite EVI1 splajs varijante, i 

pokazano je da je EVI1 nezavisni prognostiĉki marker kod odraslih obolelih od AML mlaĊih od 

60 godina, a istaknut je i prognostiĉki znaĉaj unutar intermedijarne citogenetske grupe rizika, 

kao i unutar grupe sa 11q23 abnormalnosti [215]. TakoĊe, istaknut je znaĉaj alogene 

transplantacije matiĉnih ćelija kod EVI1 pozitivnih bolesnika i znaĉajna korist u ukupnom 
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preţivljavanju i preţivljavanju bez relapsa kod onih EVI1 pozitivnih AML bolesnika, kojima je 

uraĊena alogena transplantacija matiĉnih ćelija hematopoeze u prvoj kompletnoj remisiji u 

poreĊenju sa EVI1 pozitivnim AML leĉenih intenzivnom hemioterapijom i autologom 

transplantacijom MĆH. I Vázquez i saradnici su u svom istraţivanju potvrdili negativni 

prognostiĉki znaĉaj visoke ekspresije EVI1 kod bolesnika mlaĊih od 65 godina, koji nije uvek 

povezan sa 3q26 abnormalnosti, ali su istakli i znaĉaj odsustva bazalne ekspresije EVI1 gena kod 

AML (verovatno putem epigenetskog utišavanja) u odnosu na one sa ekspresijom i visokom 

ekspresijom EVI1 gena i znaĉajno bolji ishod kod takvih bolesnika [216]. U našem istraţivanju 

deo bolesnika (8/38, 21%) sa AML takoĊe nije imalo bazalnu ekspresiju EVI1 gena (bila je 

prisutna ekspresija kontrolnog, housekeeping, abl gena, što govori u prilog validnosti analize), ali 

nije utvrĊen znaĉaj ovakve ekspresije u odnosu na preţivljavanje.  

 Citogenetska ispitivanja i dalje predstavljaju osnov za stratifikaciju u odnosu na rizik i 

planiranje postremisione terapije kod obolelih od akutne mijeloidne leukemije. I pored otkrića 

ĉitavog niza molekularnih markera od potencijalnog prognostiĉkog znaĉaja, aktuelno se 

standardno rade samo tri molekularna markera, sa sada već potvrĊenim prognostiĉkim znaĉajem, 

a to su nukleofozmin 1 mutacija, FLT3-ITD mutacija i CEBPA mutacija. AML sa nukleofozmin 

1 mutacijom predstavlja provizioni entitet u klasifikaciji mijeloidnih neoplazmi SZO iz 2008. 

godine [24]. I prema Haferlach i saradnici, NPM1
mut

 AML predstavljaju zaseban entitet, bez 

obzira da li imaju normalan ili abnormalan kariotip, odnosno da li je ili nije prisutna 

mijelodisplazija [36,137]. Prisustvo nukleofozmin 1 mutacije, posebno ako nije udruţena sa 

FLT3-ITD mutacijom, je faktor dobre prognoze u smislu dobrog odgovora na indukcionu 

terapiju, brzog klirensa blasta, bolje stope kompletnih remisija, kao i u smislu preţivljavanja 

[258,259]. Prema istraţivanju Schlenk i saradnika, bolesnici sa ovom konstelacijom mutacija 
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nemaju benefita od alogene transplantacije u prvoj kompletnoj remisiji, već se preporuĉuje 

standardna hemioterapija sa ili bez autologe transplantacije matiĉnih ćelija hematopoeze [127]. I 

u našem istraţivanju, kada se posmatra cela grupa (38 bolesnika), prisustvo nukleofozmin 1 

mutacije je faktor dobre prognoze. Šest od ukupno 17 bolesnika koji su imali  NPM1 mutaciju 

nije postiglo kompletnu remisiju, što se nije pokazalo statistiĉki znaĉajno (p=0.103). U odnosu 

na preţivljavanje, NPM1 pozitivni bolesnici su imali duţe preţivljavanje bez dogaĊaja (event 

free survival), sa medijanom od 12 meseci, dok su NPM1 negativni imali 3 meseca (p=0,096). 

TakoĊe, NPM1 pozitivni bolesnici su imali duţe ukupno preţivljavanje (overall survival), u 

odnosu na bolesnike koji nisu imali NPM1 mutaciju, što nije statistiĉki znaĉajno (p=0,165). 

Nepostizanje statistiĉke znaĉajnosti u našoj grupi bolesnika se moţe objasniti relativno malim 

uzorkom bolesnika, ali i velikom ranom smrtnosti. Kada smo iskljuĉili bolesnike koji su imali 

ranu smrt, bolesnici sa NPM1 mutacijom i bez FLT3-ITD mutacije, pokazuju statistiĉki znaĉajno 

duţe ukupno preţivljavanje u odnosu na ostale bolesnike (p=0,0426). Drugi molekularni marker 

sa već potvrĊenim prognoznim znaĉajem, koji se preporuĉuje u rutinskoj inicijalnoj obradi kod 

bolesnika sa AML je prisustvo FLT3-ITD mutacije. Za razliku od NPM1 mutacije, FLT3-ITD 

mutacija ima negativan prognostiĉki uticaj unutar CN AML, kako na preţivljavanje bez 

dogaĊaja, tako i na ukupno preţivljavanje [129]. Ne samo prisustvo/odsustvo FLT3-ITD 

mutacije, već je od prognostiĉkog znaĉaja i odnos mutiranog i wild type gena, posebno unutar 

grupe sa NPM1
mut 

[260]. Iako je stopa kompletnih remisija kod FLT3 pozitivnih u odnosu na 

FLT3 negativne bolesnike na pribliţno istom nivou (osim kod onih sa visokim FLT3/wild type 

odnosom), FLT3 pozitivni bolesnici su skloniji (brzom) relapsu, zbog ĉega se kod ove grupe 

bolesnika što pre treba krenuti sa traţenjem podudarnog donora matiĉnih ćelija [130]. 

Mogućnost primene FLT3 kinaznih inhibitora, kao ciljane terapije, je veoma atraktivna ideja. U 
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našem uzorku bolesnika, nismo uspeli da prisustvo FLT3 mutacije poveţemo sa lošom 

prognozom, mada tendencija svakako postoji. Ĉetiri od pet FLT3-ITD pozitivnih bolesnika je 

relapsiralo (p=0,067), a takoĊe je preţivljavanje bez bolesti (disease free survival) kod FLT3-

ITD pozitivnih bolesnika bilo kraće u odnosu na FLT3-ITD negativne (p=0,165). Nepostojanje 

statistiĉke znaĉajnosti u smislu loše prognoze kod naših FLT3-ITD pozitivnih bolesnika, se moţe 

objasniti da kod skoro polovine FLT3-ITD pozitivnih bolesnika bila prisutna i nukleofozmin 1 

mutacija, ĉime je ublaţen negativan uticaj FLT3-ITD mutacije. 

Visoka ekspresija EVI1 gena predstavlja samo jedan od faktora loše prognoze kod 

obolelih od AML, tako da pravi znaĉaj ne samo ovog markera, već i ostalih markera (kliniĉkih, 

laboratorijskih, citogenetskih, molekularnih), se ogleda u njihovoj meĊusobnoj integraciji. U 

istraţivanju, koje su sproveli Santamaria i saradnici, najpre su analizirani kliniĉki, laboratorijski i 

molekularni markeri (mutacije i ekspresije gena), a potom je napravljen i skor, koji je ukljuĉio 

ekspresije tri razliĉita gena (EVI1, ERG i PRAME), koji je omogućio precizniju stratifikaciju 

bolesnika sa citogenetski normalnom akutnom mijeloidnom leukemijom [222]. Na našem uzorku 

bolesnika, cox regresionom analizom (kada se analiziraju EVI1, nukleofozmin 1 status, broj 

leukocita iznad 50 i procenat blasta u koštanoj srţi) dobili smo da su broj leukocita iznad 

50x10
9
/l i odsustvo NPM1+/FLT3-ITD nezavisni prognostiĉki faktori za kraće ukupno 

preţivljavanje (overall survival). Ne postizanje statistiĉke znaĉajnosti za visoku ekspresiju EVI1 

gena u odnosu na ukupno preţivljavanje u multivarijantnoj analizi se moţe objasniti relativno 

malim uzorkom bolesnika ukljuĉenih u ovo istraţivanje, kao i velikim procentom rane smrtnosti. 

Kada se iskljuĉe bolesnici sa ranom smrti, a u multivarijantnu analizu ubace EVI1 pozitivnost i 

NPM1+/FLT3-ITD-, EVI1 pozitivni status se pokazao kao nezavisan ĉinilac nepovoljne 

prognoze. U nastavku ovog istraţivanja, kada bude ukljuĉen veći broj bolesnika, planiramo 
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kreiranje prognostiĉkog skora, koji bi ĉinio integraciju standardnih prognostiĉkih markera, ali i 

molekularnih markera, ukljuĉujići i ekspresiju gena. Koliko god da je neki pojedinaĉni faktor od 

velikog prognostiĉkog znaĉaja, kao sam nije dovoljan za procenu prognoze i donošenja odluke o 

modalitetu leĉenja ove, veoma heterogene, grupe oboljenja. Poslednjih godina, upotrebom 

savremenih tehnika sekvenciranja genoma AML (next generation sequencing), proširena je 

paleta molekularnih prognostiĉkih markera i otkrivene su potencijalne nove mete za ciljanu 

terapiju, takoĊe se dublje ušlo u sam proces leukemogeneze [261]. Ono što sledi je kliniĉka 

upotreba ovih metoda, kojom ćemo praktiĉno za svakog bolesnika imati genom njegove 

leukemije sa kombincijom razliĉitih molekularnih markera, ĉime će se omogućiti i individualni 

terapijski pristup [262].        

Prognozni znaĉaj povećane ekspresije EVI1 gena istaknut je i od strane ELNove 

(Evropska mreţa za leukemiju) radne grupe, koja je u okviru konsenzusa u vezi sa indikacijama 

za alogenu transplantaciju kod bolesnika sa AML mlaĊih od 60 godina, pojaĉanu ekspresiju 

EVI1 gena svrstala u veoma lošu grupu rizika, zajedno sa monozomalnim kariotipom i 

abnormalnosti 3q26 [125]. U ovoj grupi rizika, šanse za izleĉenje samo hemioterapijom su 

minimalne, a alogenom transplantacijom se moţe smanjiti rizik od relapsa na 40-50%, te je ona 

indikovana kod bolesnika kod kojih je nerelapsni mortalitet manji od 40% (što odgovara 

komorbiditetnom indeksu-HCT-CI 5 i manje) [101]. Ove indikacije za alogenu transplantaciju iz 

2012. godine su tipa konsenzus preporuka (nisu utemeljene u prospektivnim studijama), imaju 

integrativni pristup, a na tas stavljaju rizik od relapsa nakon hemioterapije, sa jedne strane i rizik 

od relapsa i nerelapsni mortalitet nakon alogene transplantacije, sa druge strane.  

Iako je sada već nesumnjiv znaĉaj visoke ekspresije EVI1 gena i dalje ostaje 

nerazjašnjena sama uloga ovoga gena, odnosno EVI1 proteina i njegova interreakcija sa drugim 
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ciljnim genima, proteinima, signalnim putevima u patogenezi AML. Jedan od svakako mogućih 

objašnjenja za ovako lošu prognozu EVI1 pozitivnih akutnih mijeloidnih leukemija, stoji u 

ĉinjenici da pojaĉana ekspresija EVI1 gena ne samo da dovodi do pojaĉane proliferacije i/ili 

preţivljavanja leukemijskih matiĉnih ćelija, već ih odrţava i u stanju relativnog mirovanja, ĉime 

one ne reaguju na konvencionalnu hemioterapiju [171]. S obzirom na kompleksnost patogeneze 

EVI1 pozitivnih leukemija i brojne, nedovoljno poznate puteve na genetskom, epigenetskom i 

protein-protein nivou, u kojima uĉestvuje EVI1, još uvek ne postoji ciljana terapija kod ovog tipa 

AML [170]. Postoje, ipak,  pokušaji ciljane supresije ekspresije EVI1 gena upotrebom pirol-

imidazol poliamida, malih molekula koji se specifiĉno vezuju za odreĊene DNK senkvence 

promotora i na taj naĉin suprimiraju ekspresiju ovog onkogena [263,264]. S obzirom na 

ĉinjenicu da EVI1 predstavlja svojevrsnu vezu izmeĊu epigenetike i signalnih puteva, postoje 

brojne potencijalne mete za terapiju (od PTEN/PI3K/AKT/mTOR signalnog puta, preko EVI 

degradacionog-ubikvitin puta, do epigenetskih regulatora) [171,265]. Rano prepoznavanje ovog 

tipa AML sa izuzetno lošom prognozom, upotrebom kvantitativnog PCR-a pri inicijalnoj obradi 

bolesnika sa AML, nametnulo bi potrebu za ranom pretragom za davaocem matiĉnih ćelija 

hematopoeze, jer aktuelno jedino alogena transplantacija MĆH moţe dati šansu za duţe 

preţivljavanje u ovoj grupi bolesnika.   
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 VII ZAKLJUĈCI 

 

 Postoji znaĉajno povećana ekspresija gena EVI1 kod obolelih od akutne mijeloidne 

leukemije u odnosu na zdravu kontrolnu grupu. 

 

 Visoka ekspresija EVI1 gena je faktor loše prognoze kod obolelih od akutne mijeloidne 

leukemije i povezan je lošijim odgovorom na terapiju, kraćim preţivljavanjem bez 

dogaĊaja (event free survival) i kraćim ukupnim preţivljavanjem (overall survival). 

 

 Visoka ekspresija EVI1 gena je povezana sa nepostojanjem nukleofozmin 1 mutacije, a 

udruţena je sa postojanjem monozomije 7. 

 

 Ne postoji statistiĉki znaĉajna razlika u osnovnim demografskim (pol, dob), kliniĉko-

laboratorijskim karakteristikama (parametri krvne slike, LDH, procenat blasta u 

perifernoj krvi i koštanoj srţi, performans status, komorbiditetni indeks) izmeĊu AML 

bolesnika sa visokom EVI1 ekspresijom i bolesnika bez visoke EVI1 ekspresije. 

 

  U odnosu na druge molekularne markere, u ispitivanoj grupi bolesnika prisustvo 

nukleofozmin 1 mutacije je faktor dobre prognoze. Bolesnici koji su imali nukleofozmin 

1 mutaciju (NPM1
mut

)  su pokazali tendenciju ka znaĉajno duţem preţivljavanju bez 

dogaĊaja (event free survival). TakoĊe su bolesnici sa nukleofozmin 1 mutacijom 

(NPM1
mut

)  imali i duţe ukupno preţivljavanje (overall survival), posebno u sluĉaju 
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odsustva FLT3-ITD mutacije i ukoliko se iskljuĉe bolesnici koji su doţiveli ranu smrt. 

Prisustvo FLT3-ITD mutacije, u našoj grupi bolesnika, nije pokazalo statistiĉku 

znaĉajnost u smislu faktora nepovoljne prognoze, iako je postojala tendencija ka većoj 

stopi relapsa i kraćem periodu bez bolesti kod FLT3-ITD pozitivnih bolesnika.   

 

 Visok inicijalni broj leukocita (≥50x10
9
/l) i odsustvo nukleofozmin 1 mutacije udruţene 

sa FLT3-ITD negativnošću predstavljaju nezavisne prognostiĉke faktore za kraće ukupno 

preţivljavanje kod svih naših bolesnika sa akutnom mijeloidnom leukemijom. Ukoliko se 

iskljuĉe bolesnici sa ranom smrti u preostalih bolesnika visoka ekspresija EVI1  pokazuje 

nezavisni prognostiĉki znaĉaj za kraće ukupno preţivljavanje.     
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