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Rezime

Klinicki i morfometrijski pokazatelji terapijskog odgovora kod hroni¢ne mijeloidne
leukemije

CIU: Istrazivacki cilj ove disertacije predstavlja ispitivanje i odredivanje stope citogenetskog i
molekularnog odgovora pacijenata sa hronicnom mijeloidnom leukemijom kao i utvrdivanje
klinickih i laboratorijskih parametara koji uticu na klini¢ki tok bolesti odnosno na postizanje
kompletnog citogenetskog i velikog molekularnog odgovora na primenjenu terapiju. Takode,
cili ove disertacije je odredivanje i komparacija baziénih morfometrijskih parametara
angiogeneze kosStane srzi ispitivanih grupa pacijenata radi dokazivanja razlike u stepenu
angiogeneze, kao i identifikovanje prognostickih morfometrijskih parametra angiogeneze
koji uticu na postizanje kompletnog citogenetskog i velikog molekularnog odgovora. Rad
obuhvata i razvoj i poredenje prognosti¢kih modela regresione analize u kojima su bazi¢nim
klinickim parametrima dodati pojedinacni morfometrijski parametri angiogeneze kako bi se
povecala tacnost predvidanja kompletnog citogenetskog i velikog molekularnog odgovora
na primenjenu terapiju.

METODOLOGIJA: Ispitivanjem u okviru ovog istrazivanja obuhvaceno je 40 pacijenata sa
hroni¢cnom mijeloidnom leukemijom Filadelfija pozitivnom u hroni¢noj fazi i 20 pacijenata sa
Hockinovim i ne-Hockinovim limfomom kod kojih nema dokaza o limfomskoj infiltraciji
kostane srzi, koji su leCeni u Klinici za hematologiju i klinicku imunologiju Kliniékog centra u
NiSu.

Morfometrijska analiza mikrovaskularnih struktura koStane srzi obavljena je na uzorcima
biopsije svih ispitanika. Imunohistohemijski CD34 obojeni mikroskopski preparati su
analizirani na Leica DMR mikroskopu sa digitalnom kamerom primenom direktne
digitalizacije. Kvantifikacija na digitalnim slikama je obavljena pomocu softvera (Imagel
Software, National Institutes of Health, USA) na personalnom racunaru. Najpre je odredivan
totalni broj mikrovaskularnih struktura po opti¢kom polju. Za svaku brojivu mikrovaskularnu
strukturu koja je identifikovana, procenjivani su veli¢ina zavisni i oblik zavisni morfometrijski
parametri: velika duzina ose, mala duzZina ose, povrsina, obim, slucajni precnik, cirkularnost,
odnos oblika, zaobljenost i punoca.



REZULTATI: U ispitivanoj grupi pacijenata kumulativha stopa kompletnog citogenetskog
odgovora je 75%, a velikog molekularnog odgovora 57,14%. ldentifikovani su klinicki
pozitivni prognosticki faktori za postizanje kompletnog citogenetskog odgovora: prisustvo
manje od 3% perifernih blasta, manje od 4% perifernih bazofila i manje od 4% bazofila u
koStanoj srzi, dok je prisustvo manje od 4% perifernih bazofila pozitivan prognosticki
parametar za postizanje velikog molekularnog odgovora (p<0,01). Komparacija
morfometrijskih parametara angiogeneze izmedu ispitivanih grupa pacijenata pokazala je da
su mikrovaskularna gustina i svi ispitivani parametri veli¢ine i oblika bili visi u hroni¢noj fazi
hroni¢ne mijeloidne leukemije nego u kontrolnoj grupi. Analiziran je prognosticki znacaj
angiogeneznih parametara u odnosu na postignut kompletan citogenetski odgovor i
identifikovani su sledeéi pozitivni prognosticki faktori: vrednost mikrovaskularne gustine
manja od 9/HPF, duZina male ose manja od 10 pm, povrsine manja od 350 um?, cirkularnost
manja od 0,5, zaobljenost krvnoga suda manja od 0,35 i odnosa oblika veéi od 3,5 (p<0,01).
U ovom istraZzivanju izmedu angiogeneznih parametara identifikovana je vrednost
mikrovaskularne gustine manja od 9/HPF kao pozitivan prognosticki faktor za postizanje
velikog molekularnog odgovora (p<0,01). Na ispitivanoj grupi pacijenata razvijeni su
viSestruki modeli logisticke regresije sa ciliem predvidanja kompletnog citogenetskog
odgovora posle 6, 12 i 18 meseci terapije, ukupnog kompletnog citogenetskog i velikog
molekularnog odgovora. Za razliku od osnovnog modela koji se bazirao samo na EUTOS
skoru, modeli kojima su pridodati morfometrijski parametri angiogeneze imali su superiornu
predikciju terapijskog odgovora.

ZAKUUCAK: Istrazivanje je znadajno u razumevanju klinickog znacéaja angiogeneze kod
pacijenta sa hroniénom mijeloidnom leukemijom. Rezultati disertacije pruzaju objasnjenje o
prognostickom znacaju nekih bazi¢nih klinickih, laboratorijskih i morfometrijskih parametara
angiogeneze koStane srzi u predvidanju postizanja citogenetskog i molekularnog odgovora
na terapiju kod pacijenata sa hroniécnom mijeloidnom leukemijom. Rezultati postignuti u
ovom istrazivanju ukazuju da dodavanje pojedinacnih morfometrijskih parametra krvnih
sudova standardnom prognostickom skoring sistemu povedava tacnost predvidanja
kompletnog citogenetskog i velikog molekularnog odgovora. Rana identifikacija pacijenata
koji neée posti¢i kompletan citogenetski i veliki molekularni odgovor, moze ukazati na
pacijente sa znatno vecéim rizikom od progresije bolesti i kraéim prezivljavanjem Sto implicira
neophodnost paZljivijeg pra¢enja i ranije terapijske intervencije.

Klju¢ne redi: hroni¢na mijeloidna leukemija, angiogeneza, mikrovaskularna morfometrija,
klini¢ki ishod, prognoza, prognosticki modeli.

Naucna oblast: Hematologija
UZa naucna oblast: Leukemija

UDK broj: 616.155.392



Abstract

Clinical and morphometric indicators of therapeutic response in chronic
myeloid leukemia

PURPOSE: Research aim of this dissertation is to examine and determine the rates of
cytogenetic and molecular responses in patients with chronic myeloid leukemia as well as
identification of clinical and laboratory parameters that influence clinical course of the
disease and achievement of complete cytogenetic and major molecular response to
therapy. Also, the goal of this dissertation is determination and comparison of the basic
morphometric parameters of bone marrow angiogenesis for studied groups of patients in
order to prove the difference in the degree of angiogenesis, as well as identification of
prognostic morphometric parameters of angiogenesis affecting the achievement of
complete cytogenetic and major molecular responses. Thesis also includes development and
comparison of regression predictive models in which single morphometric parameters of
angiogenesis were added to the basic clinical parameters in order to increase the accuracy
of prediction of complete cytogenetic and major molecular responses to therapy.

METHODOLOGY: This research included 40 patients with chronic myeloid leukemia
Philadelphia positive in chronic phase and 20 patients with Hodgkin's and non-Hodgkin's
lymphoma in which there was no evidence of lymphoma infiltration of the bone marrow,
which were treated at the Clinic of Hematology and Clinical Immunology of the Clinical
Center Nis.

Morphometric analysis of the microvascular structure of the bone marrow has been
performed on biopsy specimens of all patients. Immunohistochemical CD34 stained
microscopic preparations have been analyzed on Leica DMR microscope with a digital
camera using the direct digitization. Quantification of the digital images was performed
using software (Imagel) software, National Institutes of Health, USA) on a personal
computer. Firstly total number of microvascular structures by optical field has been
determined. For every countable microvascular structure that has been identified, the size
dependent and shape dependent morphometric parameters have been evaluated: major
axis, minor axis, area, perimeter, feret diameter, circularity, aspect ratio, roundness and
solidity.



RESULTS: In the study group of patients the cumulative rate of complete cytogenetic
response was 75%, and of major molecular response 57.14%. Clinically positive prognostic
factors for achieving a complete cytogenetic response have been indentified: the presence
of less than 3% of peripheral blasts, less than 4% of the peripheral basophils and less than
4% of basophils in the bone marrow, while the presence of less than 4% of the peripheral
basophils was positive prognostic factor for reaching major molecular response (p <0.01).
Comparison of angiogenesis morphometric parameters among investigated groups of
patients has shown that the microvascular density and all the parameters of size and shape
were higher in the chronic phase of chronic myeloid leukemia group compared to controls.
The prognostic significance of parameters of angiogenesis in relation to the achievement of
a complete cytogenetic response have been analysed and the following positive prognostic
factors have been indentified: the value of microvascular density less than 9, the length of
the minor axis less than 10 um, the area less than 350 um?, circularity less than 0.5, the
roundness the blood vessel less than 0.35 and the aspect ratio more than 3.5 (p <0.01). In
the study group of patients multiple logistic regression models have been developed with
the aim of predicting a complete cytogenetic response after 6, 12 and 18 months of
treatment, the cumulative rate of the complete cytogenetic and major molecular
responses. In contrast to the basic model that is solely based on EUTOS score, models
including morphometric parameters of angiogenesis were superior predictors of treatment
response.

CONCLUSIONS: The study is significant for understanding of the clinical importance of
angiogenesis in patients with chronic myeloid leukemia. Results of the dissertation provide
an explanation of the prognostic significance of some basic clinical, laboratory and
morphometric parameters of bone marrow angiogenesis in predicting the achievement of
cytogenetic and molecular responses to therapy in patients with chronic myeloid leukemia.
Results obtained in this research indicate that the addition of individual morphometric
parameters of blood vessels to standard prognostic scoring system increases the accuracy of
prediction of complete cytogenetic and major molecular responses. Early identification of
patients who will not achieve complete cytogenetic and major molecular responses may
indicate patients with a significantly higher risk of disease progression and shorter survival
which implies the necessity of closer monitoring and early therapeutic intervention.

Key words: chronic myeloid leukemia, angiogenesis, microvessel morphometry,
clinical outcome, prognosis, prognostic models.

Scientific field: Hematology
Specific scientific field: Leukemia

UDC number: 616.155.392
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1.UVOD

Hroni¢na mijeloidna leukemija (HML) je hroni¢na mijeloproliferativna bolest koju karakterise
maligni klonalni preobrazaj na nivou pluripotentne mati¢ne ¢elije hematopoeze. Odlikuje se
Filadelfija hromozomom (Ph), genetskom abnormalnoséu koja proizilazi iz reciprocne
translokacije t (9;22) (q34;911). Ova translokacija nastaje pod uticajem gena koji kodiraju
BCR i ABL i rezultuje ekspresijom konstitutivno aktivnog proteina tirozin kinaze BCR-ABL.
Filadelfija hromozom je prisutan kod vise od 90% odraslih pacijenata sa HML, kod 15-30%
odraslih sa akutnom limfoblastnom leukemijom (ALL) i kod 2% pacijenata sa akutnom
mijeloidnom leukemijom (AML) (1). Transkripcijom BCR-ABL fuzionog gena nastaje hibridna
informaciona RNK, od koje procesom translacije nastaju razliciti fuzioni proteini zavisno od
koli¢éine aminokiselina na BCR kraku. Veéina pacijenata sa HML ima fuzioni protein od
210kDa, dok su kod 30% pacijenata sa Ph+ALL i kod manjeg procenta pacijenata sa HML
udruzeni sa BCR-ABL proteinom od 190kDa. HML je progresivna neoplazma koja obuhvata
tri klinicki prepoznate faze: hroni¢nu fazu (CP), fazu akceleracije (AC) i blastnu fazu (BP).
Otprilike 90% pacijenata se dijagnostikuju tokom tipi¢ne indolentne hronicne faze koja
praéena fazom akceleracije i terminalnom blastnom fazom. lako je prolazak kroz sve tri faze
najéesci, 20-25% pacijenata progrediraju direktno iz hroni¢ne u blastnu fazu. Vreme
potrebno za progresiju bolesti moze ekstremno varirati. Mehanizmi koji stoje iza progresije
HML nisu u potpunosti razjasnjeni (2). Kako pacijenti prolaze kroz razliite faze bolesti,
pored Ph-hromozoma mogu biti detektovane i druge citogenetske abnormalnosti. Mogu se
javiti mutacije i delecije specifi¢nih gena (p53, p16/INK4a i RB). Postoji sve vise dokaza da je
porodica Src kinaza uklju¢ena u progresiju HML tako Sto indukuje citokinsku nezavisnost i
zaStitu od apoptoze (3). Identifikacija krucijalne uloge BCR-ABL je dovela do dizajna i razvoja
imatinib mesilata, prve terapije koja deluje na patofiziologiju HML.

Ne tako davno, postojale su dve glavne opcije leCenja za pacijente sa hroni¢énom
mijeloidnom leukemijom: interferon-a i transplantacija mati¢nih celija hematopoeze.
Interferon-a, mada efikasna i ¢ak u nekim slué¢ajevima kurativna terapija, imala je znacajnu
toksi¢nost koja je ograni¢avala moguénost primene kod svih pacijenata. TMCH je imala
priznat lekovit potencijal, ali je bila primenjiva za mali broj pacijenata i nosila je znacajan
morbiditet i mortalitet. Kod pacijenata koji nisu imali adekvatni odgovor na ove dve
terapijske opcije, dalje terapijske mogucnosti su bile ograni¢ene na primenu palijativne
terapije ili primenu lekova koji su u fazi ispitivanja.
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Otkri¢e inhibitora tirozin kinaze je promenilo pristup u le¢enju hroni¢ne mijeloidne
leukemije. Ustanovljeni su novi algoritmi lecenja, ciljevi leCenja, nacini pracenja terapijskog
odgovora, ali i drugacija ofekivanja pacijenata i lekara. Tretman sa inhibitorima tirozin
kinaze je relativno jednostavan, sa primenom oralnih agensa i sa mnogo boljom
tolerancijom leka, ali zahteva strogo poStovanje principa koji pruZaju najbolju nadu za
dugorocno povoljan ishod bolesti. Mnogi od osnovnih principa le¢enja kod HML praéeni su
kontroverzama, sa postojanjem divergentnih misljenja koji odraZavaju stalnu evoluciju
algoritma le€enja i potrebe za dodatnim istrazivanjima.

Imatinib mesilat je danas prva terapijska linija za HML: on se kompetetivho vezuje za
neaktivhu formu BCR-ABL, sprecava prelazak u aktivnu formu i delimi¢no blokira mesta
vezivanja enzima ATP. Njegova aktivnost spreCava BCR-ABL autofosforilaciju, njeno
aktiviranje i blokira signale transdukcije. On inhibise aktivnost tirozin kinaze ¢ime se
prekidaju signali koji kontrolisu leukemijski fenotip. Imatinib mesilat ima visoku i relativno
specificnu biohemijsku aktivnost kao i prihvatljiv farmakokinetski i toksi¢ni profil (4).

Za proteklih 12 godina inhibitor tirozin kinaze prve generacije, imatinib mesilat postao je
standardni tretman u hroni¢noj fazi HML na osnovu vise studija koje su demonstrirale
efikasnost i prihvatljivu podnosljivost. Faza lll Internacionalne Randomizirane Studije IFN
prema STI571, IRIS studija, poredila je imatinib i interferon-a plus citarabin kod 1106 HML
pacijenata u ranoj hroni¢noj fazi. Osmogodisnje pracenje ovih pacijenata pokazalo je
kumulativhu stopu kompletnog citogenetskog odgovora od 89%, procenjenu stopu
prezivljavanja od 85% i prezivljavanje bez progresije od 93%. IRIS studija i druge nezavisne
studije pokazale su da je citogenetska prekretnica stepen citogentskog odgovora posle 12 i
18 meseci terapije i da je rani odgovor posle 3 i 6 meseci vazan (5-7).

Obzirom da se primenom inhibitora tirozin kinaze postize visoka stopa kompletnog
citogenetskog odgovora, cilj terapije je da se postigne molekularni odgovor, koji se meri
redukcijom ili eliminacijom BCR-ABL transkripta. Prognosticka vaznost stepena i vremena
postizanja molekularnog odgovora je joS uvek predmet rasprave. Neke studije su pokazale
da je postizanje velikog molekularnog odgovora (MMoR) bilo udruzeno sa signifikantno
boljim dugoro¢nim trajanjem remisije i prezivljavanjem bez progresije, dok je uloga MMoR
na ukupno prezivljavanje joS uvek kontroverzna. Medunarodna Randomizirana Studija
Interferona i STI571 (8) je pokazala da je znacajno veci procenat pacijenata koji su bili u
potpunoj citogenetskoj remisiji posle 6 meseci terapije imao najmanje smanjenje 3-log nivoa
BCR-ABL/ABL ako su le¢eni imatinibom u poredenju sa onim koji su leceni interferonom-a,
42% naspram 13%. Pacijenti sa smanjenjem 3-log nivoa BCR-ABL/ABL posle 12 meseci
terapije imali su znacajno bolju verovatnocu prezivljavanja bez bolesti u poredenju sa onima
sa kompletnom citogenetskom remisijom bolesti ali sa smanjenjem manjim od 3-log nivoa
BCR-ABL/ABL transkripta.
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Angiogeneza je formiranje novih krvnih sudova iz postojecih krvnih sudova i predstavlja
vaznu komponentu normalnog razvoja. To uklju¢uje degradaciju ekstracelularnog matriksa
proteina i aktivaciju, proliferaciju i migraciju endotelnih celija i periocita u viSestepenom
procesu. Pored svoje fizioloSke uloge u vaskularizaciji za vreme ovulacije, placentacije i
embriogeneze, angiogeneza je povezana sa rastom, Sirenjem i metastazama solidnih
tumora. U odsustvu angiogeneze, tumori ne mogu rasti iznad 1-2 mm u veli¢ini. Dokazano je
da je nekoliko pozitivnih i negativnih regulatornih molekula uklju¢eno u proces angiogeneze.
Najmocniji i sa specificnom pozitivnom regulatornom ulogom su vaskularni endotel faktor
rasta (VEGF) i osnovni fibroblastni faktor rasta (bFGF). Pored njih i za citokine kao S$to su
faktor nekroze tumora-a (TNF-a), tumorski faktor rasta-R (TGF-8), tumorski faktor rasta-a
(TGF-a) i hepatocitni faktor rasta (HGF) je pokazano da imaju angiogeneznu aktivnost.

Neo-angiogeneza je vaZzna za rast i Sirenje mnogih solidnih tumora. Kod solidnih tumora,
sposobnost tumora da pokrene angiogenezu u tumorskom tkivu je povezana sa pove¢anom
moguénosScu za Sirenjem i metastaziranjem. lako su mnoge inicijalne studije obavljene na
solidnim tumorima, novija ispitivanja pokazuju da je angiogeneza povecana i znacajna i u
hematoloskim malignitetima. Analogno, patoloSsko povecanje stromalnih malih krvnih
sudova u kostanoj srzi dokazano je u vise malignih hematoloskih poremecaja. Porast
angiogeneze kostane srzi ustanovljen je kod limfoproliferativnih bolesti (multiplog mijeloma,
hroni¢ne limfocitne leukemije i akutne limfoblastne leukemije) i kod mijeloidnih poremecaja
(akutne mijeloidne leukemije, mijelodisplazije i hroni¢ne mijeloidne leukemije). Smatra se
da endotelne éelije novih krvnih sudova igraju vaznu ulogu u opstanku i Sirenju malignih
¢elija u ovim poremecdajima, posebno zbog dejstva faktora rasta i citokina. Ovi podaci su
neosporan dokaz koji ukazuje da angiogeneza kostane srzi ima ulogu u patofiziologiji i toku
nekih leukemija i limfoproliferativnih poremecaja.

U literaturi se mogu nadi radovi koji se bave uticajem angiogeneze na progresiju i klinicki
ishod pacijenata sa hronichom mijeloidnom leukemijom, u odnosu na viSe klinicko-
patoloskih parametara. Ti podaci pruzaju dokaze o prognostickoj vrednosti stepena
angiogeneze i kalibra malih krvnih sudova i preporucuju ih kao dodatnu promenijivu varijablu
u klinicko prognostickim modelima. Ovi podaci potvrduju hipotezu da stvaranje novih krvnih
sudova moze biti esencijalno u visestepenom procesu konverzije normalne kostane srzi u
hroniénu mijeloidnu leukemiju. Ovi podaci ukazuju da angiogeneza moZe imati znacajnu
ulogu u patofiziologiji leukemija i da antiangiogenezna terapija moze imati anti kancerski
efekat. | upravo efikasnost terapije imatinibom se zasniva na znacajnom antiangiogeneznom
efektu koji dovodi do redukcije vaskularizacije u koStanoj srzi Sto je udruzeno sa postizanjem
kompletnog citogenetskog odgovora (9).
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2. HRONICNA MIJELOIDNA LEUKEMIJA - PREGLED
LITERATURE I STANJE ISTRAZIVANJA

2.1. Definicija

Hroni¢na mijeloidna leukemija je hroni¢na mijeloproliferativna bolest koju karakterise
maligni klonalni preobrazaj na nivou pluripotentne maticne celije hematopoeze. Glavna
karakteristika bolesti je izrazito nakupljanje nezrelih i zrelih celija granulocitne loze u
koStanoj srzi, perifernoj krvi, u jetri i slezini. Klinicki se najpre razvija hronicna faza koja za
prosecno 3-4 godine prelazi u akutnu fazu, tj. akutnu leukemiju.

Hroni¢na mijeloidna leukemija je bolest pluripotentne matic¢ne ¢éelije hematopoeze koja se
karakteriSe anemijom, izrazito povisenim granulocitima i prekursorima granulocita,
bazofilijom, ¢esto trombocitozom i splenomegalijom. Celije hematopoze sadrie reciproénu
translokaciju dugih krakova hromozoma 9 i 22, $to se naziva Filadelfia hromozom.
Molekularna posledica ove translokacije je nastanak novog BCR-ABL fuzionog gena sa
poslediénom ekspresijom BCR-ABL fuzionog proteina Sto dovodi do poveéane aktivnosti
tirozin kinaze koja je odgovorna za leukemogenezu.

2.2. Istorijski aspekti

Hroni¢na mijeloidna leukemija je verovatno bila prva forma leukemije koja je priznata kao
poseban entitet. Godine 1845, opisana su dva pacijenta sa masivnom splenomegalijom i
leukocitozom, Sto je predstavljalo novi entitet koji nije mogao da objasni druge uzroke
splenomegalije kao Sto je bila tuberkuloza. Te iste godine John Hughes Bennet u Kraljevskoj
ambulanti u Edinburgu po prvi put je opisao hroni¢nu mijeloidnu leukemiju kao klonalni
mijeloproliferativni poremecaj pluripotentne maticne celije hematopoeze. Ona je bila
klasifikovana kao mijeloproliferativni poremedaj uz agnogenu mijeloidnu metaplaziju,
policitemiju veru i esencijalnu trombocitemiju (10).

Prvi znacajan putokaz u patogenezi dosao je mnogo kasnije, kada su 1960. godine Nowell i
Hungerford uz pomo¢ novo razvijene tehnike za proucavanje humanih ¢elija u mitozi, otkrili
doslednu hromozomsku abnormalnost, kasnije nazvanu Filadelfija hromozom identifikovanu
kao 22g-, kod osoba sa ovom boles¢u (11). Rowley je 1973. godine je primetio da je Ph-
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hromozom rezultat recipro¢ne translokacije koja jo$ uklju¢uje hromozom 9, tako da je
abnormalnost tada odredena kao t (9;22) (g34;911) (12). Godine 1980, dokazano je da Ph-
hromozom nosi jedinstven fuzioni gen, za koji se sada veruje da je glavni uzrok nastanka
hroni¢éne mijeloidne leukemije. Od kljuénog znacaja je bila demonstracija da ova
translokacija uklju¢uje ABL (Abelson) protoonkogen na hromozomu 9 i BCR gen na
hromozomu 22 (13). Od tada konstantan tok klini¢kih i bazi¢nih istraZivanja ucinili su da je
HML jedna od najviSe proucavanih malignih bolesti u populaciji.

Do 1980. godine HML je smatrana neizle¢ivom i fatalnom boles¢u. Poznato je da odabrani
pacijenti mogu biti leCeni i u mnogim slucajevima izleceni primenom alogene transplantacije
maticne celije hematopoeze. Medutim, napori da se ovaj vid leCenja primeni na sve
pacijente sa HML su osujeceni zbog nedostatka odgovarajuéih donora i poveéanog prisustva
potencijalno smrtonosne komplikacije kalema protiv domacina kod starijih primalaca.
Uvodenje u klinicku praksu inhibitora tirozin kinaze koji posebno blokiraju enzimsku
aktivnost BCR-ABL fuzionog proteina, veé su dali veliki doprinos u le¢enju HML, a mogu
postati vodedi agens koji uvodi u eru uspesne molekularne ciljane terapije za leukemije,
limfome i druge kancere.

2.3. Epidemiologija i etiologija

Hroni¢na mijeloidna leukemija je retka bolest u svetu. Predstavlja 14% svih leukemija i 20%
leukemija odraslih. GodiSnja incidenca je 1,6 slucajeva na 100.000 odraslih osoba, sa ¢eS¢om
pojavom u osoba muskoga pola, odnos muskarca i Zena je 1,4:1. Prosecna starost u trenutku
postavljanja dijagnoze je 55 godina. lako se HML javlja kod dece i adolescenata, manje od
10% svih slucajeva javlja kod osoba izmedu 1 i 20 godina starosti, odnosno HML predstavlja
oko 3% svih leukemija kod dece. Ucestalost bolesti se povecava sa godinama Zivota.
Specificna stopa incidence za HML poveéava se logaritamski sa godinama, od oko 0,2
obolelih na 100.000 osoba mladih od 20 godina do stope od oko 10 obolelih na 100.000
godisnje kod 80-godisnjaka.

Nije dokazana nasledna, porodi¢na, geografska, etnicka, ekonomska ili druga povezanost sa
HML, dakle bolest se ne moze sprediti niti naslediti. Visestruki slué¢ajevi pojavljivanja HML u
porodici su retki. Ne postoji povecana ucestalost pojave bolesti izmedu identi¢nih blizanaca.
Kod vedine pacijenata, faktor odgovoran za nastanak Ph-hromozoma je nepoznat, mada je
primecena povecana ucestalost HML kod osoba izloZzenih visokim dozama zracenja kao posle
eksplozije atomske bombe u Japanu 1945. godine, kod radiologa i kod pacijenata sa
ankiloziraju¢im spondilitisom lec¢enih zraénom terapijom.
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2.4. Klini¢ka prezentacija

Hroni¢na mijeloidna leukemija se prezentuje i prolazi kroz 3 faze: hroni¢nu fazu (CP), fazu
akceleracije (AP) i blastnu krizu (BP). Oko 90% pacijenata sa HML se dijagnostikuje u CP i
imaju medijanu prezivljavanja od blizu 5 godina. Dijagnoza se ¢esto postavlja posle rutinski
uradene kompletne krvne slike iz drugih razloga. Pacijenti sa HML-CP imaju kompetentni
imuni sistem i mogu ostati bez simptoma tokom duZeg vremenskog perioda. Kada se
simptomi pojave oni su uglavhom povezani sa Sirenjem HML éelija i to su obi¢no slabost,
gubitak tezine i nelagodnost izazvana splenomegalijom. Leukocitoza je glavna karakteristika
CP, a broj belih krvnih zrnaca moze biti visok 1000x10°/L, $to u retkim slu¢ajevima dovodi do
znakova i simptoma hiperviskoznosti: retinalna hemoragija, prijapizam, cerebrovaskularni
akcidenti, zujanje u usSima, konfuzija i tupost. Posle prosecno 3 do 5 godina, neleceni
pacijenti sa HML-CP neminovno progrediraju u HML-BP, agresivan oblik akutne leukemije
koji je visoko refraktoran na hemioterapiju. Rizik od transformacije u HML-BP je procenjen
na 3 % do 4% godisnje (14). Hroni¢na mijeloidna leukemija u fazi akceleracije se karakterise
sve vec¢im prekidom u sazrevanju koji obi¢no najavljuje transformaciju u HML-BP.

Mada se sve tri faze HML jasno prepoznaju, kriterijumi koji ih definiSu variraju u velikoj meri
u literaturi. U tabeli 1 prikazani su kriterijumi faze akceleracije i blastne transformacije HML
prema najcesée koris¢enim klasifikacijama.

Tabela 1. Kriterijumi za definisanje faze akceleracije i blastne transformacije hronicne
mijeloidne leukemije po preporuci ELN i WHO

Faza akceleracije

ELN e Blasti u koStanoj srzi 15-29%, ili blasti plus promijelociti u koStanoj srzi
preporuke visSe od 30%, sa blastima < 30%

e Bazofili u perifernoj krvi > 20%

e Perzistentna trombocitopenija<100x10°/L bez povezanosti sa terapijom
e Klonalne hromozomske abnormalnosti u Ph + ¢elijama (CCA/Ph +)

WHO e Blasti u koStanoj srzi 10-19%

preporuke e Bazofili u perifernoj krvi > 20%

e Perzistentna trombocitopenija<100x10°/L bez povezanosti sa terapijom
e CCA/Ph + bez tretmana

e Trombocitoza >1000x10°/L bez povezanosti sa terapijom

e Porast veli¢ine slezine i porast leukocita bez povezanosti sa terapijom

Blastna faza

ELN e Blasti u perifernoj krvi ili koStanoj srzi =2 30%
preporuke e Ekstramedularna blastna proliferacija, pored slezine
WHO e Blasti u perifernoj krvi ili kostanoj srzi > 20%
preporuke e Ekstramedularna blastna proliferacija, pored slezine

e Velika ognjista ili klasteri blasta u biopsiji kostane srZi
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Razli¢iti kriterijumi su koriséeni za definisanje HML-AP. Jedna od najceSée koris¢enih
klasifikacija AP se definiSe kao prisustvo najmanje jedne od sledeé¢ih hematoloskih
karakteristika: 15% ili viSe blasta, 30% ili viSe blasta plus promijelocita, 20% ili vise bazofila,
ili broj trombocita manji od 100x10°/L koji nije povezan sa terapijom (15). Treba
napomenuti da vecina klasifikacionih sistema za HML-AP i HML-BP koji se mogu naci u
literaturi su razvijeni pre uvodenja imatiniba, a neki kao Sto je predlog klasifikacije faza
bolesti HML dat od strane Svetske zdravstvene organizacije, joS uvek nisu potvrdeni u
klinickim studijama (16). Prelazak iz HML-CP u HML-AP je obi¢no subklini¢ki, te je zato
laboratorijsko praéenje neophodno za otkrivanje progresije bolesti. Medijana prezivljavanja
kod pacijenata sa HML-AP je jedna do dve godine. Veéina pacijenata ¢e ostati u AP tokom 4
do 6 meseci, pre nego $to predu u BP.

Kriterijumi Eurpean LeukemiaNet definisu HML-BP kao prisustvo od najmanje 30% blasta u
perifernoj krvi ili koStanoj srzi ili prisustvo ektramedularne bolesti. Preporuka Svetske
zdravstvene organizacije je smanjenje blasta od 30% ili vise na 20% ili viSe blasta za
dijagnozu HML-BP. Pacijenti koji se nalaze u fazi HML-BP imaju simptome i znake povezane
sa porastom tumorske mase, ukljuujuéi nesposobnost da kontroliSu broj leukocita
dotadasnjom terapijom, prisustvo opstih simptoma (povisena temperatura, noéno znojenje,
anoreksija, malaksalost, gubitak teZine), infarkt slezine zbog masivne splenomegalije, bol u
kostima, kao i povecan rizik od infekcije i krvarenja. Za blastnu krizu je karakteristicno
prisustvo dodatnih citogenetskih abnormalnosti osim Filadelfija hromozoma (klonalna
evolucija) od kojih su najceSce trizomija 8, izohromozom 17 i dvostruki Filadelfija
hromozom. Imunofenotipski, HML-BP mozZe imati mijeloidni ili limfoidni fenotip. U retkim
slu¢ajevima blasti mogu biti bifenotipski, sa mesovitom limfoblastno-mijeloidnom linijom.
Limfoidna blastna transformacija se deSava kod 20-30% pacijenata, mijeloidna kod 50%, a
nediferentovana kod 25%. Pacijenti sa limfoidnom blastnom transformacijom imaju nesto
bolju prognozu nego oni sa mijeloidnim fenotipom. Prognoza pacijenata sa HML-BP je losa
sa medijanom prezivljavanja od 3 do 6 meseci. Dve-treéine pacijenata koji razviju HML-BP
prolaze kroz intermedijarnu tj. fazu akceleracije (17).

U skladu sa ovim preporukama su i modifikovane preporuke European LeukemiaNet panela
iz 2006. godine. Predlog ELN je nesSto liberalniji u odnosu na WHO predlog u pogledu
procenta blasta i odgovara ranijim klasifikacijama HML. Tako da je predlog panela Srpske
Grupe za HML da se u redovnom klinickom radu koristi predlog European LeukemiaNet iz
2006. godine za definiciju faza bolesti (18).
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2.5. Klinic¢ke i laboratorijske karakteristike

2.5.1. Simptomi i znaci

Oko 70% pacijenata imaju simptome u trenutku postavljanja dijagnoze. Oni se najcesce Zale
na lak umor, malaksalost, smanjenu toleranciju na napor, anoreksiju, nelagodnost u
stomaku, osedaj rane sitosti, gubitak teZine i preterano znojenje. Simptomi su nejasni,
nespecifiéni i postepeno napreduju. Rede se mogu javiti simptomi koji ukljuéuju znake
hipermetabolizma(znojenje, netolerancija toplote, gubitak tezine)simulirajuci tireotoksikozu;
akutni artritis, kao posledica hiperurikemije; prijapizam, zujanje u uSima ili stupor zbog
leukostaze; bol u levom gornjem kvadrantu i levom ramenu kao posledica infarkta slezine i
perisplenitisa; akne urtike povezane sa hiperhistaminemijom.

Fizickim pregledom moze se otkriti bledilo i hepatosplenomegalija. Splenomegalija je
prisutna kod oko 90% pacijenata i rezultat je infiltracije traka crvene pulpe granulocitima u
razli¢itim stadijumima sazrevanja. Spontana ruptura slezine je retka. Jetra mozZe biti
infiltrovana granulocitnom masom u portnoj regiji i hepati¢nim sinusoidima.

2.5.2. Laboratorijsko-patoloski nalaz
2.5.2.1. Nalaz u perifernoj krvi

Laboratorijski nalaz u hroni¢noj mijeloidnoj leukemiji uklju¢uje leukocitozu sa znacajnim
skretanjem u levo, bazofiliju i eozinofiliju. Ukupan broj leukocita je uvek povisen u vreme
dijagnoze i obi¢no je preko 25x10°/L. Broj leukocita raste progresivho ako se pacijenti ne
le¢e. Difrencijalna formula pokazuje granulocite u svim stadijumima diferencijacije u
perifernoj krvi (slikal). CirkuliSuci granulociti su obi¢no normalnog izgleda. Procenat blasta
je izmedu 0,5% i 10%. Sve faze sazrevanja mijeloidne loze su prisutne, uz dominaciju
mijelocita. MoZe se pretpostaviti da primarni bioloski defekt u HML nije ne kontrolisano
umnoZavanje mati¢nih celija leukemije, ve¢ poremedaj u sazrevanju koji dovodi do malog
kasnjenja u sazrevanju celija u okviru mijeloidne loze sto rezultuje poveéanjem mijeloidne
mase (19).

Aktivnost leukocitne alkalne fosfataze je niska ili odsutna kod vise od 90% pacijenata, a
fagocitna funkcija ostaje sustinski normalna. Niske vrednosti mogu biti prisutne i u
agnogenoj mijeloidnoj metaplaziji, a aktivnost se moze povedati u infekciji, klinickoj remisiji,
ili na pocetku BP (20).
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Slika 1. Periferni razmaz krvi kod hroni¢ne mijeloidne leukemije. Povisen broj leukocita i
trombocita. Karakteristi¢an niz nezrelih (mijeloblasta, mijelocita i metamijelocita) i zrelih
celija granulocitne loze.

Funkcionalne abnormalnosti neutrofila su blage i nisu udruZene sa predispozicijom ka
infekciji. lako proporcija eozinofila obi¢no nije povisena, apsolutan broj eozinofila jeste.
Apsolutan broj bazofila je skoro uvek povisen u HML. Proporcija bazofila je obi¢no manja od
15% kod pacijenata u hroni¢noj fazi, mada retko moze biti i visa. Apsolutni broj limfocita je
povisen proseéno 15x10°/L kod pacijenata sa HML u trenutku postavljanja dijagnoze, kao
rezultat porasta T-helper i T-supresor celija ali ne i B limfocita. Aktivnost NK-celija je
poremedéena kao rezultat opadajuceg sazrevanja ovih celija in vivo i smanjenja apsolutnog
broja cirkulisu¢ih NK-¢elija.

Broj trombocita moze biti povisen ili snizen, a blaga anemija je uobicajen nalaz. Broj
trombocita je povisen kod 50% pacijenata u vreme postavljanja dijagnoze i moze rasti tokom
trajanja hroniéne faze. Prisutna je i disfunkcija trombocita, ali su poremecaji tipa tromboze i
hemoragije retki. Deficijencija u drugom talasu agregacije na epinefrin je najceséa
abnormalnost i udruzena je sa deficijencijom adenin nukleotida. Trombocitopenija se retko
javlja pri dijagnozi i obi¢no je znak progresije u fazu akceleracije. Hematokrit je snizen kod
veéine pacijenata u trenutku postavljanja dijagnoze. Eritrociti imaju tendenciju da pokazuju
samo blage promene sa porastom raznovrsnosti veli¢ine i oblika. Manji broj eritrocita sa
jedrom i blaga retikulocitoza mogu biti prisutne.

2.5.2.2. Nalaz u koStanoj srzi

Ispitivanje koStane srZi pacijenata sa hronicnom mijeloidnom leukemijom obiéno otkriva
hipercelularnu srz, sa 75% do 90% celularnosti. Granulocitno-eritrocitni odnos je povisen od
10:1 do 30:1, sa porastom granulocitopoeze i redukcijom eritrocitopoeze. Eozinofili i bazofili
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mogu biti poviSeni. Blasti obi¢no predstavljaju manje od 5% celija. Prisustvo vise od 10%
blasta ukazuje na transformaciju u fazu akceleracije. U hroni¢noj fazi bolesti, zbir blasta i
promijelocita obi¢no ¢ini manje od 10% celularnosti koStane srzi (slika 2).

Slika 2. HML, hronicna faza. Aspirat koStane srZi koji pokazuje prisustvo mikromegakariocita
sa povecanim brojem nezrelih mijeloidnih prekursora, eozinofila i bazofila.

Megakariociti su tipicno manji nego obicno i mogu imati hipolobulirano jedro. Broj
megakariocita moZe biti normalan ili neznatno snizen, ali 40% do 50% pacijenata pokazuje
umerenu do opseznu proliferaciju megakariocita. Megakariociti mogu biti i povecani, a ¢elije
nalik Gaucher-ovim mogu se videti kod 10% slucajeva. Kolagen tipa Il koji se vidi posle
bojenja srebrom je tipi¢no povisen u trenutku postavljanja dijagnoze. Otprilike polovina
pacijenata pokazuje porast retikulinske fibroze koja moze biti udruzena sa porastom broja
megakariocita u kostanoj srzi. Porast fibroze moze korelisati sa vecom slezinom, tezim
stepenom anemije i ve¢im procentom blasta u perifernoj krvi i koStanoj srzi. Smanjena
apoptoza mijeloidnih ¢elija doprinosi Sirenju ovog odeljka i nepravilnim prianjanjem nezrelih
HML celija na stromalne Celije srZi in vitro, sa kasnijim pocetkom pustanja u cirkulaciju (21).
Kako HML napreduje, mogu se videti razli¢iti stepeni retikulinske fibroze, kao rezultat
interakcije izmedu proliferativnog klona megakariocita i citokina (trombocitni faktor rasta,
transformisudi faktor rasta B i bazi¢ni fibroblastni faktor rasta) Ciji su plazmatski nivoi
znacajno poviseni u HML. Treba napomenuti da ovi citokini igraju vaznu ulogu u modulisanju
angiogeneze, a karakteristicno je da kosStana srz pacijenata sa HML pokazuje najveéi broj
krvnih sudova i najvecu vaskularnu povrsinu od svih leukemija (22).

Blasti kod pacijenata sa limfoidnom blastnom krizom eksprimiraju terminalnu
deoksinukleotidil transferazu, enzim koji katalizuje polimerizaciju deoksinukleotidil
trifosfataze i uglavhom se nalazi u slabo diferenciranim B i T ¢elijama. U vecini slucajeva
limfoidne HML-BP, blasti pokazuju B-Celijski imunofenotip, izrazavajuc¢i CD10, CD19 i CD22
(23). Nasuprot tome, mijeloidna HML-BP ima karakteristike akutne mijeloidne leukemije, a
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blasti se boje perksidazom i eksprimiraju mijeloidne markere kao $to su CD13, CD33 i CD117.
Cesto se mijeloidni markeri kao $to su CD13 i CD33 mogu nadi kod pacijenata sa limfoidnom
HML-BP. Opisani su retki slu¢ajevi megakarioblastne, eritroblastne i mastoblastne
transformacije.

2.5.3. Biohemijske abnormalnosti

Biohemijske abnormalnosti koje se mogu videti kod pacijenata sa ne lecenom hroni¢énom
mijeloidnom leukemijom obuhvataju hiperurikemiju i hiperurikozuriju. Uratna ekskrecija je
Cesto 2-3 puta visa nego normalno. Formiranje uratnih kamenaca je ¢esto kod obolelih od
HML, a pacijenti koji su podloZni mogu razviti akutni uratni artritis ili uratnu nefropatiju.

Neutrofili sadrZze vitamin Biz-vezujuci protein, transkobalamin | i |IIl. Pacijenti sa
mijeloproliferativnim bolestima imaju povecan serumski nivo kapaciteta vezivanja vitamina
B12, a izvor proteina je uglavnom zreo neutrofilini granulocit. Serumski nivo vitamina B12 kod
HML je u proseku 10 puta viSi nego Sto je normalno. Povecanje je srazmerno ukupnom broju
leukocita u ne lecenih pacijenata i opada ka normalnom nivou sa tretmanom, mada povisen
nivo Bi1z uglavnom perzistira ¢ak i kada se bela krvna zrnaca spuste na skoro normalan nivo
sa terapijom.

Serumski nivo LDH je poviSen u hroniénoj mijeloidnoj leukemiji. Pseudohiperkaliemija moze
se videti kao posledica otpustanja kalijuma iz leukocita tokom zgrusavanja. Hiperkalcemija
i/ili hipokaliemija nastaju u hroni¢noj fazi bolesti, ali takve komplikacije su veoma retke dok
se bolest ne transformiSe u akutnu leukemiju. Serumski holesterol je smanjen kod
pacijenata sa HML. Lazna hipoglikemija ili hipoksemija moze biti rezultat potrosnje od strane
neutrofila posle uzimanja uzorka.

Srednji nivo histamina je znacajno poviSen kod pacijenata u hroni¢noj fazi (medijana:
~ 5000 ng/mL) u odnosu na zdrave osobe (medijana: ~ 50 ng/mL) i ovaj porast je u korelaciji
sa brojem bazofila u perifernoj krvi. Slucajevi izrazene bazofilije praéeni svrabom,
urtikarijom i hiperaciditetom Zeluca povezani su sa ogromnim porastom (nekoliko stotina
puta) koncentracije histamina u krvi.

Vaskularni endotelni faktor rasta (VEGF), fibroblastni faktor rasta, faktor rasta hepatocita,
angiogenin i endoglin, su upadljivo povecéani u serumu pacijenata sa HML.

2.6. Prognosticki skoring sistemi

Zbog postojanja razlike u klini¢koj agresivnosti izmedu pocetne CP i uznapredovale faze HML
i zbog toga Sto prognoza HML moZe znacajno varirati ¢ak i kod pacijenata u istoj fazi bolesti,
razvijeno je nekoliko prognostickih skoring sistema u pokusaju da se predvidi ishod bolesti i
planira i individualizuje leCenje pacijenata sa HML. Za pacijente u hroni¢noj fazi uobicajeno
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je da se koristi neki od dostupnih prognostickih skoring sistema, kao $to su Sokal, Euro ili
nedavno razvijen EUTOS skor. Za izraCunavanje svih ovih skoring sistema koriste se
parametri koji se dobijaju pri dijagnozi bolesti iz klinickog pregleda i nalaza u perifernoj krvi,
a pre zapocinjanja bilo kakve terapije. Najnovije preporuke su da se koristi podela pacijenata
na nisko rizi€nu (uklju€ujuci i srednje rizi¢nu) i visoko rizicnu populaciju, bez obzira na sistem
koji se koristi. Jos uvek nema dokaza da je bilo koji od ova tri skoring sistema superiorniji i ne
postoje jasni dokazi da se pacijenti sa srednjim rizikom ponasaju drugacije od onih sa niskim
rizikom. Delecija hromozoma 9 i varijantna translokacija nisu od znacaja za prognozu, dok
klonska evolucija Ph-hromozoma ima negativnu prognosticku vrednost, narocito u sluéaju
trizomije 8, trizomije Ph+, izohromozoma 17, trizomije 19. Visok rizik i klonska evolucija Ph-
hromozoma mogu pomodi u identifikaciji pacijenata koji su pogodni za klinicka ispitivanja ali
u svakodnevnoj praksi ne zahtevaju drugaciji po€etni tretman. Razvoj klonske evolucije Ph-
hromozoma tokom lecenja je znak prelaska u fazu akceleracije.

2.6.1. Sokal skor rizika

Prognosticki sistem koji se najviSe koristi je Sokal skor, jer doslednije predvida ishod bolesti
u poredenju sa drugim prognosti¢kim sistemima. Sokal skor je izveden iz rezultata lecenja
813 pacijenata sa HML prikupljenih iz 6 evropskih i americkih serija tokom 1960-ih i 1970-ih
(24). U ovom sistemu, rizik od smrti obraCunava se na osnovu bazi¢nih karakteristika
pacijenata i bolesti uz koriséenje sledece formule:

Ni(+) /Ao (t) = Exp 0,0116 (starost —43,4) + 0,0345 (slezina—7,51) +
0,188 [( trombociti/700)? - 0,563] + 0,0887 (blasti — 2,10).

Ovaj sistem bodovanja ustanovljava 3 prognosticke grupe sa niskim, umerenim i visokim
rizikom, odnosno sa vrednostima < 0,8; 0,8-1,2 i > 1,2 i srednjom medijanom prezZivljavanja
od 2,5; 3,5; i 4,5 godina, respektivno. Treba napomenuti da veéina pacijenata od kojih je
Sokal skor izveden su tretirani terapijama koje nisu visSe u upotrebi, kao Sto su busulfan,
intenzivna hemioterapija i splenektomija. Medutim, nekoliko sprovedenih studija 90-tih
godina XX veka su pokazale primenljivost ovog skoring sistema u modernim serijama.
Rezultati GALGB studije su pokazali da od 625 pacijenata sa HML-CP koji su leceni
hemioterapijom, njih 168 (27%) su imali visok rizik i 2-godiSnje preZivljavanje od 70% i
naknadnu verovatnoéu smrti od oko 30% godisnje. Nasuprot tome, grupa niskog rizika je
imala 2-godisnje prezivljavanje od 91% i naknadni rizik od smrti od oko 17% godisnje (25).

Sokal skor ima nekoliko ograni¢enja. Prvo, kod asimptomatskih pacijenata cija se bolest
moze otkriti samo molekularnim testiranjem, vreme moze biti sustinski relativno u odnosu
na one pacijente koji su dijagnostikovani posle prezentovanja simptoma bolesti. Drugo,
koriséenje potentnijih terapijskih modaliteta u HML, kao $to je primena imatiniba, povezano
je sa gubitkom prediktivne vrednosti nekih prognostickih faktora. Ipak, Sokal skor
identifikuje pacijente sa znacajno razli¢itim verovatno¢ama odgovora na imatinib, iako

27



pacijenti sa visokim skorom rizika sada imaju mnogo bolji ishod (26). Sokal skor se koristi i u
eri inhibitora tirozin kinaze, jer koreliSe sa odgovorom na imatinib, sa prezivljavanjem bez
dogadaja, i €ak sa mogucnoscu postizanja dugotrajne kompletne molekularne remisije.

2.6.2. Euro skor rizika

Hasford je 1998. godine objavio rezultate meta-analize koja je sprovedena sa ciliem da
razvije pouzdan prognosticki skoring sistem za procenu preZivljavanja pacijenata sa HML
leCenih interferonom-a. Pacijenti su ispitivani u prospektivnoj studiji kako bi se identifikovali
prognosticki faktori za prezivljavanje pacijenata i otkrile grupe sa znacajnom razlikom u
prezivljavanju.

Hasford skor ima najbolje karakteristike i najviSe je rasprostranjen, i za njegovo
izraCunavanje potrebno je: starost pacijenta, broj trombocita, procenat perifernih blasta,
veli¢ina slezine, procenat perifernih eozinofila i bazofila. Izra¢unava se prema formuli:

Hasford skor = (0,6666 x starost) [0 kada je starost < 50 godina; 1, inace] + 0,0420 x
veli¢ina slezine [cm ispod rebarnog luka] + 0,0584 x blasti [%] + 0,0413 x
eozinofili [%] + 0,2039 x bazofili [0 kada su bazofili < 3%; 1, inace] + 1,0956 x
broj trombocita [0 kada su trombociti < 1500x10°/L; 1, inace]) x 1000.

Medu analiziranim pacijentima, tri razli¢ite rizicne grupe su identifikovane: grupa niskog,
umerenog i visokog rizika sa vrednostima nizim od 780, izmedu 780 i 1480 i viSim od 1480.
Srednje vreme preZivljavanja u grupi niskog rizika je bilo 98 meseci, srednjeg rizika 65
meseci i viskog rizika 42 meseca (27). Neke analize su pokazale da ovaj sistem bodovanja
ima manju sposobnost predvidanja medu pacijentima le¢enim imatinibom, dok su drugi
nasli da je jos uvek koristan.

2.6.3. EUTOS skor rizika

Rezultati lecenja hroni¢ne mijeloidne leukemije su se znacajno promenili uvodenjem
inhibitora tirozin kinaze u terapiju Sto je dovelo do potrebe razvoja novog prognostickog
sistema. Hasford J. i sar. (28) su 2011. godine izveli novi prognosticki sistem koji je
superiorniji od Sokal i Euro skora i u prognostickim moguc¢nostima i u jednostavnosti. Novi
EUTOS skor je razvijen i potvrden u studiji koja se oslanja na bazu podataka vise od 2000
prospektivno dijagnostikovanih, le¢enih i pracenih pacijenata sa hroniénom fazom HML
leéenih imatinib mesilatom, koji su bili ukljuéeni u nezavisnu studiju. EUTOS skor se zasniva
samo na procentu bazofila u perifernoj krvi i velicini slezine, ali je formulisan i pokazuje da
ima poboljSanu mo¢ predvidanja. Izracunava se prema formuli:

EUTOS skor = (7 x bazofili) + (4 x veli¢ina slezine),
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gde se velitina slezine meri u santimetrima ispod rebarnog luka. Novi prognosticki skoring
sistem identifikuje visoko rizinu grupu sa vrednoscu skora > 87 i nisko rizicnu grupu cija je
vrednost <87. EUTOS skor predvida da 34% visoko rizi¢nih pacijenata nece posti¢i kompletan
citogenetski odgovor posle 18 meseci terapije. Predvida prezivljavanje bez progresije posle 5
godina koje u grupi visokog rizika iznosi 82%, a u grupi niskog rizika 90%. Medu pacijentima
u visoko rizi¢noj grupi 12% je progrediralo u uznapredovalu fazu bolesti u poredenju sa 7% u
nisko rizicnoj grupi. Skor moZze biti koris¢en u identifikaciji pacijenata sa HML sa signifikantno
niZzom moguénoséu odgovora na terapiju i prezivljavanjem, upozoravajuéi na one koji
zahtevaju paZljivije praéenje i raniju promenu terapije. Novi EUTOS skor nije revolucionaran,
kao Sto je to bio slucaj posle uvodenja Sokal i Euro skora, ali on donosi signifikantni
napredak jer pruza bolje predvidanje prezivljavanja u odnosu na prethodne skoring sisteme.
On se posebno odnosi na pacijente leCene imatinibom i viSe nema potrebe za koriséenjem
prognostickih klasifikacija koje ukljucuju faktore za koje nije nadeno da uticu na odgovor na
terapiju imatinibom. Novi skor je jo$ jednostavniji i prakti¢niji u primeni jer koristi samo dve
varijable koje mogu biti lako izmerene u rutinskoj praksi. Vrednost skora bi trebalo da bude
ispitivana od strane drugih istraZivaca u buduc¢nosti, iako ¢e biti tesko poboljsati ga jer je
terapijska efikasnost imatiniba visoka. Jedino ¢e napredak u proceni molekularnog odgovora
podrzati nove prognosticke sisteme.

2.7. Citogenetski nalaz

Definitivna dijagnoza HML se oslanja na citogenetska i molekularna testiranja za
identifikaciju t (9; 22) (q34.1; q11.21) i/ili BCR-ABL hibridnog gena, koji je patognomonican
za ovu bolest. Ph-hromozom je rezultat uravnotezenog premestanja citogenetskog
materijala posle pauze na hromozomu 9 na kraku q34.1 koji premesta 3’ segment ABL gena
do 5’ segmenta BCR gena na hromozomu 22 na kraku q11.21 (shema 1). Ph-hromozom je
otkriven kod 95% pacijenata sa HML i kod 5% dece i 15% do 30% odraslih sa akutnom
limfoblastnom leukemijom. Pored toga, oko 2% pacijenata sa novodijagnostikovanom
akutnom mijeloidnom leukemijom mogu imati ovu citogenetsku abnormalnost. Ph-
hromozom se prezentuje u svim hematopoeznim Ccelijskim linijama (eritroblastima,
granulocitima, monocitima, megakariocitima, T i B-Celijskim progenitorima) ali nije prisutan
u vecini B i T limfocita periferne krvi.

Otprilike 70% pacijenata u hroni¢noj fazi imaju klasi¢an Ph-hromozom u ¢elijama. Preostalih
20% pacijenata jo$ imaju gubitak Y hromozoma [t (Ph),-Y]; dodatni hromozom C-grupe,
obic¢no broj 8 [t (Ph),+8]; dodatni hromozom 22q- ali bez 9g+ [t (Ph),22q-]; ili t (Ph) plus bilo
koju drugu stabilnu translokaciju ili drugi minorni klon. Povremeno se javljaju translokacije
koje ukljucuju 3 ili viSe hromozoma i nazivaju se varjanta Ph-hromozom translokacije.
Varjanta Ph-hromozom translokacije se javlja kod 5% pacijenata sa HML i ukljucuju
kompleksne rearanZmane i svaki hromozom izuzev Y hromozoma moze biti ukljucen.
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Shema 1. Sematski prikaz nastanka Filadelfija hromozoma

Postoji jednostavna varjanta Ph-hromozom translokacije, gde je Ph-hromozom koji je 22g-
prisutan ali celokupna promena hromozomskog materijala uklju¢uje hromozome osim 9 i
kompleksna varjanta koja ukljuuje promene materijala izmedu hromozoma 9,22 i treéeg il
vise hromozma. lako se u pocetku mislilo da je to znak loSe prognoze, najnoviji podaci
(pacijenata lecenih imatinibom) su pokazali da je varjanta Ph-hromozom translokacije
povezana sa slichom prognozom u poredenju sa pacijentima koji pokazuju klasi¢an Ph-
hromozomom (29).

Kod 5% pacijenata sa tipicnim HML fenotipom, Ph-hromozom se ne mozZe detektovati, ali se
moze utvrditi prisustvo BCR-ABL transkripta. Ovi pacijenti imaju istu biologiju i ishod kao i
oni koji izrazavaju Ph-hromozom. Medu 5% do 10% pacijenata sa klinickim karakteristikama
HML koji ne ispoljavaju Ph-hromozom, 30% do 50% ima molekularni dokaz koji ukljucuje
rearanzman BCR i ABL. Oni koji ne izrazavaju ovu molekularnu abnormalnosti tj. oni koji su
zaista Ph-hromozom negativni, predstavljaju atipicnu HML i imaju drugaciju prognozu i
tretman (30).

Malo se zna o mehanizmima koji su ukljueni u blastnu transformaciju ove bolesti, ali
sticanje dodatnih citogenetskih abnormalnosti, klonska evolucija, desava se u Ph-hromozom
pozitivnim éelijama i igra znacajnu ulogu u progresiji HML. NajceSée sekundarne
citogenetske anomalije koje se nalaze kod pacijenata sa klonskom evolucijom kao Sto su
trizomija 8, izohromozom 17, dvostruki Ph-hromozom, mogu biti povezane sa prekomernim
izrazavanjem c-Mic i BCR-ABL kao i gubitkom 17p. Ostale citogenetske aberacije, kao Sto je
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trizomija 19, trizomija 21, trizomija 17 i delecija 7, povezuju se sa manje od 10% slucajeva
klonske evolucije (31). Ove genetske lezije vise se vezuje za mijeloidnu nego za limfoidnu
HML-BP. Medutim jasna korelacija izmedu ovih molekularnih dogadanja i progresije bolesti
jos uvek nije ustanovljena. Nedavni rezultati pokazuju da se progresija HML u blastnu krizu
verovatno ukljucuje nekoliko dogadanja u primitivnim progenitorima, uklju¢ujuéi BCR-ABL
amplifikaciju, sticanje otpornosti na apoptozu, genomsku nestabilnost, izbegavanje
urodenog i adaptivnog imunog odgovora i aktivaciju B-katenina u granulocitno-makrofagnim
progenitorima, Sto je rezultiralo sticanjem samoobnovljajuc¢eg kapaciteta (32).

Prisustvo citogenetskih aberacija u Ph-hromozom negativnim c¢elijama se povremeno
pominje tokom tretmana sa interferonom-a ali i tokom tretmana sa imatinibom, a javlja se
u 5-10% pacijenata. Ove aberacije ne predstavljaju klonsku evoluciju bolesti jer se pojavljuju
u éelijama bez Ph-hromozoma i ne treba ih posmatrati kao deo faze akceleracije. Znacaj ovih
dogadaja je trenutno nepoznat (33). NajceScée takve citogenetske promene su trizomija 8,
monozomija 5 ili 7, delecija 7 ili 20q (34, 35). Ovi poremedaji esto nestaju spontano i
ukazano je da pacijenti sa ovim poremecdajima imaju slican dugoroc¢ni ishod kao i pacijenti
bez ovakvih anomalija. Medutim, postoje podaci da pojedinacni slu¢ajevi sa monozomijom
ili delecijom 7 hromozoma mogu progredirati u akutnu mijeloidnu leukemiju ili
mijelodisplasti¢ni sindrom.

2.8. Molekularna dogadanja u hroni¢noj mijeloidnoj leukemiji

Za svakog novog pacijenta Cija krvna slika ukazuje na dijagnozu hroni¢nog
mijeloproliferativnog poremedaja, otkrivanje BCR-ABL transkripata u wuzorku krvi je
verovatno najbolji nacin da se potvrdi dijagnoze HML. Trenutne smernice sugerisu da se pre
zapocinjanja lecenja meri cirkuliSu¢i broj BCR-ABL transkripta i da se uradi citrogenetska
analiza kosStane srzi kod svakog novog pacijenata sa HML. Citogenetika je od sustinskog
znacaja da se identifikuju neke neuobicajene translokacija ili dodatne citogenetske
abnormalnosti, dok ée RQ-PCR za BCR-ABL na dijagnozi identifikovati da li su prisutni
uobicajeni transkripti el3a2 (b2a2) ili el4a2 (b3a2), ili jedan od manje cestih fuzionih
transkripata.

2.8.1. Molekularne probe

Kod malog procenta pacijenata sa klinickom slikom HML, citogenetska ispitivanja ne ukazuju
na klasiénu varjantu ili maskirani Ph-hromozom. U ovim sluéajevima, koriséenje
molekularnih proba za region grani¢nih klastera na 22. hromozomu gotovo uvek otkrije
preuredenje fragmenata. Ovaj nalaz je doveo do zakljucka da su skoro svi slucajevi HML
imaju abnormalnosti na dugom kraku hromozoma broj 22. odnosno BCR rearanzman. Ph-
hromozom negativna HML sa BCR rearanZmanom moze izraziti p2108R4BL j takvi pacijenti
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imaju slican klinicki tok kao i Ph-hromozom pozitivna HML. Molekularne probe se mogu
obaviti sa uzorkom periferne krvi sto je mnogo lakSe za primenu, nego citogenetske analize
metafaza ¢elija koStane srzi.

Sposobnost da se identifikuju molekularne posledice t(9;22), kao $to je BCR rearaiman,
transkripti mRNK mutiranog fuzionog gena i p2108R ABL omogudili su dodatni dijagnosticki
testovi koji dopunjuju citogenetske analize. Ovi testovi uklju¢uju Southern blot analizu BCR
rearanzmana, polimeraznu lan¢anu reakciju (PCR) koja pojacava abnormalnu mRNK i na
kraju manje sloZenu varijantu, fluorescentnu in situ hibridizaciju (FISH).

PCR-om se moZe postici osetljivost od jedne pozitivne ¢elije na oko 500.000 do 1 miliona
celija. Ova ekstremna osetljivost zahteva posebnu paZznju u analizi i uklju€ivanje negativnih
kontrola. Imunodijagnoza HML je moguca identifikacijom p2108*-ABL  Ovaj tumor-specifi¢ni
protein za HML je jedinstven, zasniva se na spoju amino kiselina izmedu ABL i BCR sekvence.
Oligopeptidi koji odgovaraju spoju aminokiselina su sintetizovani i koriste se kao antigeni
kako bi se razvila antitela na specifican p2108RA8L protein. Kvantitativni PCR je metoda
izbora za pracdenje rezidualne bolesti, kod ponovne pojave bolesti posle transplantacije
koStane srzi i za pracenje odgovora na inhibitore tirozin kinaze ako su rutinska citogenetika i
FISH negativni za Filadelfija hromozom. Kvantitativni PCR moze detektovati ponovnu pojavu
ili poveéanje nivoa RNK BCR-ABL transkripta pre pojave klinickog recidiva kod pacijenata
posle transplantacije (36).

Visebojni FISH je brza i osetljiva metoda za otkrivanje fuzionog BCR-ABL gena kod pacijenata
sa HML. Koristi se u dijagnosti¢ke svrhe jer je jednostavna, precizna i osetljiva metoda koja
moze otkriti razne molekularne fuzije (npr. el3a2, elda2, ela2). Interfazni FISH je brza i
osetljivija metoda od citogenetike u identifikovanju Ph-hromozoma. Ako je koncentracija
HML celija veoma niska, interfazni FISH ne moZe detektovati BCR-ABL, tako da ima
ograniCenu upotrebu za detekciju minimalne rezidualne bolesti (37). Hipermetafazni FISH
omogucava analizu do 500 metafaza po uzorku za 1 dan. Nekoliko faktora uti¢e na lazno-
pozitivne i lazno-negativne rezultate FISH identifikacije BCR-ABL, kao Sto su definicija
nuklearne fuzije signala, veli¢ina jedra i genomska poziciju ABL tacke prekida (38).
Predlozeno je da se koriste dupli BCR-ABL fuzioni signali (double-fusion) D-FISH kao tacnija
metoda od metode fuzionog signala koja koristi dve boje (single-fusion) S-FISH, jer se u tom
slu¢aju mali procenat normalnih BCR i ABL signala preklapaju (39).

2.8.2. Molekularna biologija BCR-ABL

Klasi¢ni BCR-ABL gen koiji je prisutan kod HML, rezultat je fuzije delova dva normalna gena:
ABL gena na hromozomu 9 i BCR gena na hromozomu 22. Oba gena su prisutna svuda u
normalnom tkivu, ali njihova precizna funkcija nije dobro definisana. ABL gen je ljudski
homolog v-abl onkogena virusne misje Abelson leukemije i on kodira nonreceptor tirozin
kinaze. Zauzvrat, BCR kodira protein sa serin-treonin kinaznom aktivnoscu. Fuzija ova dva
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gena rezultuje aktivacijom c-ABL protoonkogena u njegovu onkogenu formu. Kod vedine
pacijenata sa HML i tre¢ine onih sa Ph-hromozom pozitivnom ALL, prekid se dogada unutar
5.8-kb povrsine koja se proteZe do BCR eksona e12-e16 (ranije b1-b5), koja se naziva glavna
tacka prekida klaster regiona (M-bcr). Zbog alternativnog spajanja, fuzioni transkript sa bilo
b2a2 ili b3a2 krakom moze dovesti do sinteze 210-kd hibridnog proteina (p2108R48L) (40,
41). Klinicke karakteristike i odgovor na le¢enje su na izgled sli¢ni za oba transkripta. U dve
trec¢ine pacijenata sa Ph-hromozom pozitivnom ALL i retko u HML, u okviru tacke prekida
BCR lokalizovane na povrsini od 54,4 kb izmedu eksona e2' i e2, nazvana je sporedna tacka
prekida klaster regiona (m-bcr), Sto dovodi do ela2 mRNK koja je se pretvara u 190-kd
protein (p190BR-ABL) Pacijenti sa HML koji nose ovaj transkript kliniéki se prezentuju sa
izrazenom monocitozom i mogu imati loSiju prognozu od onih sa tipiénom p2108R-ABL (42),
Identifikovana je treéa tacka prekida klaster regiona (u-BCR) u podrucju ispod 19 eksona, Sto
dovodi do stvaranja 230-kd fuzionog proteina (p2308R8L) koji je povezan sa sluéajevima
hroni¢ne neutrofilne leukemije. lako sva tri transkripta mogu indukovati poremecaje poput
HML kod miseva, p2308RABLima smanjenu tirozin kinaznu aktivnost u odnosu na p190B8CR-ABL
i samo delimi¢nu nezavisnost faktora rasta, Sto je povezano sa blazim klinickim tokom
hroni¢ne neutrofilne leukemije (43). Sve izoforme BCR-ABL imaju aktivnu i neaktivnu
konfiguraciju. Zanimljivo, koris¢enjem reverzne transkriptaze-polimeraze lancane reakcije
(RT-PCR) sa osetljivo$¢u od oko 108, BCR-ABL himerizam je identifikovan kod 25 % do 30%
zdrave populacije odraslih. Jedna hipoteza za objasnjenje ovog fenomena je da BCR-ABL
mozda neée biti jedina genetska lezija neophodno za razvoj hroniéne mijeloidne leukemije
(44).

2.8.3. Leukemogeneza BCR-ABL

Leukemogeni potencijal p2108R48L |eZi u Cinjenici da normalno regulisanje tirozin kinazne
aktivnsti ABL proteina je sastavni deo aktivacije priklju¢ivanjem nepodudarne BCR sekvence.
BCR deluje promovisuéi dimerizaciju onkoproteina, tako da dva susedna BCR-ABL molekula
fosforiliSu medusobno na tirozin ostatke u njihovim kinaznim aktivacionim petljama.
Nekontrolisana kinaza aktivnost BCR-ABL zatim preuzima fizioloske funkcije normalnog ABL
enzima interakcijom sa razli¢itim efektornim proteinima, Sto rezultuje disregulacijom celijske
proliferacije, smanjenom adherencom leukemijskih éelija u stromi koStane srzi i smanjenim
apoptotskim odgovorom na mutagene stimulanse. NaZalost, relativni doprinos tih efekata
na fenotip hronicne faze HML je i dalje slabo razumljiv (45).

U klasiénoj HML, BCR-ABL se transkribuje u mRNK molekule sa el13a2 ili el4a2 kracima, koji
se prevode u p2108R4BL gnkoprotein. Ovaj onkoprotein je hibrid koji sadrZi funkcionalne
domene na N-terminalnom kraju BCR (dimerizacija [DD], SRC-homolog 2 [SH2] mesto
vezivanja i Rho GTP-GDP- faktor razmene [GEF] domena) i C- terminalnom kraju ABL. Tirozin
177 (Y177) u BCR delu fuzionog gena i tirozin 412 (Y412) u ABL delu su vazni za vezivanje
adapternih proteina i za BCR-ABL autofosforilaciju (shema 2).
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Shema 2. Translokacija t(9;22) i njeni produkti: BCR-ABL onkogen na Ph-hromozomu i
reciprocni BCR-ABL na izvedenom 9q+ hromozomu

Aktivnost tirozin kinaze normalnog ABL proteina p145”8., kodirana je svojim SH1 (SRC-
homolog 1) domenom i drzi se pod strogom kontrolom, verovatno intramolekulskim
vezivanjem na N-terminalnom podrucju koji obuhvata prvi ekson (1b ili 1a) i prvi deo eksona
a2. Kod BCR-ABL fuzionog proteina (p2108R48L) nedostatak ABL kap regiona i dimerizacija
domena kodiranog prvog eksona BCR su odgovorni za sustinsko aktiviranje ABL SH1
domena, S$to dovodi do nekontrolisane transdukcije signala i abnormalnog celijskog
fenotipa. Razliciti funkcionalni domeni ABL proteina uklju¢uju SH3 i SH2 (SRC-homolog 3 i
SRC-homolog 2) regulatorne domene, SH1 domen sa svojim mestom vezivanja ATP, domen
za DNK-vezivanje, G-aktin i F-aktin domen za vezivanje DNK. Poslednja dva su vazna za
kontrolu organizacije citoskeleta, adherenciju celija, pokretljivost éelija i integrin-receptor
posredovane transdukcije signala (shema 3).
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Shema 3. Fizioloska regulacija normalnog ABL proteina i disregulacija BCR-ABL u klju¢nim
Celijskim procesima kao sto su proliferacija, adherencija i apoptoza.

Struktura BCR-ABL proteina i biohemijskih puteva koji su uklju¢eni u leukemogenezu su
intenzivno proucavani. Poznavanje uloge nekoliko funkcionalnih oblasti koje proisti¢u iz BCR
i ABL proteina omogucava da se testiraju odredena svojstava fuzionog proizvoda. Tirozin
kinaza kodirana SH1 domenom ABL komponente BCR-ABL je nesumnjivo najvaznija za
onkogenu transformaciju. Druga vazna mesta za leukemogenezu u ABL delu su SH2 domen i
mesta vezivanja na C-terminalnom domenu. Na BCR delu, prvi ekson je odgovoran za
dimerizaciju onkoproteina, dok je tirozin na poziciji 177 od klju¢nog znacdaja za vezivanje
adaptera proteina kao Sto su faktor rasta receptor-vezanog proteina 2, a N-terminalni
fosfoserin i fosfotreonin su potrebni za intereakciju sa proteinima koji sadrze SH2 domen,
uklju€ujudéi i samu ABL (46).

Tirozin kinazna aktivnost p2108°RABL je uzroéno povezana sa razvojem Ph-hromozom
pozitivne leukemije kod ljudi. Za razliku od ABL proteina koji se uglavhom nalazi u jedru,
protein p2108RABL se nalazi u citoplazmi $to ga ¢ini dostupnim velikom broju interakcija
posebno sa komponentama signalnih puteva transdukcije. On vezuje i/ili fosforilise vise od
20 celijskih proteina u svojoj ulozi onkoproteina. Putevi i interakcije koji ukljucuju ucesée
BCR-ABL na mitogen-aktiviranim protein kinazama su viSestruki i kompleksni. Nekoliko
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bioloskih modela, kao Sto BCR-ABL-izrazavaju¢e CD34+ celije u kulturi ili retroviralna
transdukcija BCR-ABL u ¢elijama misa, su pokazali da je BCR-ABL onkogen taj koji pokreée
patogenezu HML. Brojni su putevi aktiviranja u BCR-ABL izrazavajuéim celijama, a
fosforilacija na Y177 mestu BCR je od sustinskog znacaja za BCR-ABL leukemogenezu (47).

Celijski efekti BCR-ABL se ispoljavaju kroz interakciju sa razli¢itim proteinima koji prenose
onkogene signale odgovorne za aktivaciju ili represiju transkripcije gena, mitohondrijalnu
obradu apoptoti¢nih odgovora, organizaciju citoskeleta i degradaciju inhibitornih proteina.
U ove procese uklju€eni su razli¢iti proteini RAF, RAS, mitogen aktivirani protein (MAP)
kinaza, pretvaraci signala i aktivatori transkripcije (STAT), fosfatidilinozitol 3-kinaze (PI3K) i
MYC. Vecina interakcija se odvijaju kroz tirozin fosforilaciju i zahtevaju vezivanje BCR-ABL na
adapter proteine kao Sto su faktor rasta receptor-vezang proteina 2 (GRB-2), DOK, CRK, CRK-
slican protein (CRKL), SRC-homolog-sadrzavajuci protein (SHC) (shema 4).
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Shema 4. Signalni transdukcioni putevi na koje utice BCR-ABL

RAF-kodirana serin-treonin kinazna aktivnost je regulisana p2108®ABL Nishodna regulacija
RAF ekspresije inhibira kako BCR-ABL-zavistan rast éelija HML tako i faktor rasta-zavisnu
proliferaciju normalnih progenitora hematopoeze (48). Efikasnost transformacije ¢éelija pod
dejstvom BCR-ABL vrsi se uz pomo¢ adapternog proteina koji moze dovesti tirozin kinazne
signale do RAS-a. Ovo ukljucuje i faktor rasta receptor-vezanog proteina 2 (GRB-2), mada
p210BCR-ABL aktivira vide alternativnih puteva za RAS (49).
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Adapterni molekul CRKL (tirozin-fosforilisani protein neutrofila u HML) je glavni in vivo
supstrat za p2108RABL 3 deluje tako $to se dovodi u vezu sa opadajuc¢im efektima p2108*
ABL CRKL je linker protein koji ima sliénost sa v-crk onkogenim proizvodom. Antitela na CRKL
mogu imunoprecipitirati paxillin. Paxillin je fokalni adhezioni protein koga fosforilie p2108*
ABL 3 sam p210BRABL mo7e biti fizicki povezan sa paxillinom (50).

Nuklearni faktor (NF-B) aktivacije je potreban za p2108R"BL posredovanu transformaciju.
Ekspresija p210BRABL dovodi do aktivacije NF-B-zavisne transkripcije preko nuklearnih
translokacija (51).

Celijske linije koje eksprimiraju p2108%R48L pokazuju konstitutivno aktiviranje Janus
povezanih kinaza (JAKs) i pretvaraca signala i aktivatora transkripcije (STATs), obi¢no STATS.
STATS se aktivira u osnovnim éelijama koStane srzi miSa koje su transformisane pod
uticajem BCR-ABL. p210B8RABL se taloZi i fosforiliSe zajednitke subjedinice IL-3 i GM-CSF
receptora i JAK2. ABL i BCR su multifunkcionalni regulatori GTP-vezujuéeg proteina porodice
Rho i faktor rasta-vezujuéeg proteina GRB2, koji povezuju tirozin kinazu i RAS, a formiraju i
kompleks sa BCR-ABL i nukleotidnog promenjenog faktora Sos koji dovodi do aktivacije RAS
(52).

Jun kinaze aktivira p2108R-ABL jer je potrebno prisustvo Jun kinaza za transfomaciju. U nekim
HML céelijskim linijama, p2108R4BL je povezan sa retinoblastoma (RB) proteinom. Gubitak
neurofibromatoznog (NF1) tumor supresor gena i RAS-GTP-aze aktivirajuéeg proteina, je
dovoljan da proizvede mijeloproliferativni sindrom kod miseva koji li¢i na ljudsku HML usled
RAS-posredovane preosetljivosti na GM-CSF (53).

Dokazano je da p2108R-4BL yti¢e na Sirenje malignog klona u HML preko inhibicije apoptoze.
Apoptozu inhibira p2108R4BL odlaZuéi G2/M tranziciju éelijskog ciklusa posle DNK ostecenja,
a moze imati anti apoptotski efekat na faktor-zavisne hematopoeze ¢elije (54).

2.8.4. BCR-ABL mutacije

Prisustvo tackastih mutacija BCR-ABL kinaznog domena moze se detektovati kod oko 50%
pacijenata koji dozZive neuspeh terapije inhibitorima tirozin kinaze ili progresiju bolesti.
Klini¢ki znacaj mutacija se ocenjuje primenom tehnike niske osetljivosti kao Sto je Sangerovo
ishod bolesti. Mutacije, koje ne treba mesati sa ABL polimorfizmom, sugeriSu genetsku
nestabilnost i povedan rizik od progresije. Otkriveno je vise od 80 zamena amino kiselina za
koje je prijavljeno da su povezane sa otpornos$c¢u na imatinib, dok dasatinib i nilotinib imaju
mnogo manji spektar rezistentnih mutacija, ali ne sprecavaju T315| mutaciju. Mutacije u ABL
delu BCR-ABL onkogena su prisutne kod oko 40% pacijenata koji ne postignu hematoloski ili
citogenetski odgovor na imatinib, odnosno kod pacijenata sa primarnom i steCcenom
rezistencijom. Naj¢eSée mutacije povezane sa rezistencijom na imatinib su Thr315lLe,
Gli250Glu, Glu255Lis, a Thr253His. Kod pacijenata koji su relapsirali na nilotinib najé¢esée se
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javljaju stecene 1253H, E255K/V, F359V/C/I, ili T315] mutacije, dok kod pacijenata koji su
relapsirali na dasatinib najéesée su steCene V299L, F317L/V/I/C, T315A, T315] mutacije.
T315] mutacija je otporna na bosutinib, dok ponatinib inhibira T315l in vitro, a efikasan je
kod pacijenata sa T315l in vivo.

2.9. Angiogeneza

2.9.1. Angiogeneza u hematoloskim malignitetima

Angiogeneza predstavlja formiranje novih krvnih sudova iz postojece vaskulature. To
ukljucuje degradaciju proteina ekstracelularnog matriksa i aktivaciju, proliferaciju i migraciju
endotelnih éelija i periocita u viSe stepenom procesu. Pored njene fizioloSke uloge u
vaskularizaciji tokom ovulacije, placentacije i embriogeneze, angiogeneza je povezan sa
rastom, Sirenjem i metastazama solidnih tumora (55).

Dosadasnja istrazivanja su pokazala da je nekoliko pozitivnih i negativnih regulatornih
molekula ukljuéeno u proces angiogeneze. Dva najznacajnija regulatorna molekula koji su
mocni i specifi€ni pozitivni regulatori su vaskularni endotelni faktor rasta (VEGF) i osnovni
fibroblastni faktor rasta (bFGF). Pokazano je da angiogeneznu aktivnost imaju i drugi citokini
kao Sto su faktor nekroze tumora-a (TNF-a), trombocitni faktor rasta (PDGF), tumorski
faktor rasta-B (TGF-R), tumorski faktor rasta-a (TGF-a) i hepatocitni faktor rasta (HGF). Ove
molekule sekretuju same tumorske celije ili ¢elije poput makrofaga, mast éelija, limfocita i
fibroblasta. U ovom kontekstu stimulacija sekrecije VEGF i drugih angiogeneznih molekula je
u korelaciji sa loSom prognozom kod solidnih tumora. Pretpostavka je da je ovaj efekat VEGF
posledica inhibicije apoptoze endotelnih ¢elija i njihove poveéane mogucnosti za migraciju
(56).

Sto se tice hematoloskih maligniteta, dokazano je izrazeno prisustvo VEGF u razlic¢itim
kulturama ili izolovanim humanim leukemijskim ¢éelijama uz pomo¢ parakrinih i autokrinih
puteve transdukcije signala. Ovi kompleksni patoloski mehanizmi parakrinom regulacijom
dovode do direktne stimulacije endotelnih ¢elija sa posledicnom proliferacijom,
nakupljanjem i otpustanjem faktora rasta, a sa druge strane autokrinom regulacijom uz
pomoc¢ angiogeneznih faktora koje sekretuju neoplasticne éelije i pokrec¢u éelijski rast i
inhibiSe apoptozu, Sto na kraju dovodi do Sirenja celija neoplasticnog klona (shema 5).
Prema ovim nalazima, mikrovaskularna gustina u kosStanoj srzi moze postati budu¢a meta za
inovativne anti-angiogenezne i anti-leukemijske terapijske strategije i zbog toga zahteva
razmatranje i sistemsko istrazivanje.

Mnoge studije su potvrdile pretpostavku o znacaju angiogenezne sposobnosti tumorskih
Celija koje utiCu na Sirenje i metastaziranje u razli¢itim malignitetima. Vise studija je
potvrdilo da je poveéana gustina mikrovaskularizacije u podrucjima gde je neovaskularizacija
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bila najintenzivnija, znacCajan i nezavistan prognosticki indikator u ranoj fazi raka dojke.
Studije karcinoma prostate, melanoma, gastrointestinalnog karcinoma i karcinoma jajnika,
su sugerisale da je angiogenezni indeks koristan prognosticki faktor (57).

hematopoezni

faktori rasta
VEGF, bFGF, PDGF

autokrina

stimulacija

/
¢ e éall
VEGF neoplasti¢na S s
bFGE hematopoeza ANGIOGENEZA
. endotelne celije
\ SIF

parakrina
stimulacija

VEGF
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Shema 5. Dinamika angiogeneze u hematoloskim malignitetima: autokrina i parakrina
stimulacija

U literaturi postoji manje podataka o angiogenezi i o molekulima povezanim sa
angiogenezom u hematoloskim malignitetima. Normalna vaskulatura u kostanoj srzi formira
sinusoidne mreZe koje su podrzane celijama hematopoeze, slicno kao celijska podrska u
drugim organima poput bubrega i slezine. Bliska veza u fizickom i konceptualnom smislu
izmedu hematopoezne funkcije koStane srzi i njene vaskularne mreze podrzava shvatanje da
celije leukemije zavise od vaskularne podrske kao i ¢elije veéine solidnih tumora (58).
Zajedni¢ko poreklo hematopoeznih i vaskularnih éelija tokom embrionalnog razvoja i
stvaranje hematopoeznih faktora rasta od strane endotelnih ¢elija su u skladu sa ovim
konceptom. Nedavna istraZivanja angiogeneznih aspekta hematoloske onkologije je
potvrdilo postojanje paralele sa angiogenezom solidnih tumora. lako se klinicki znacaj ove
pojave u vecini hematoloskih maligniteta jos uvek ispituje, postoje nepobitni dokazi koji
indirektno ukazuju da angiogeneza kostane srzi ima ulogu u patofiziologiji i toku nekih
leukemija i limfoproliferativnih bolesti. Pokazano je da, intracelularni i/ili serumskih
vaskularni endotelni faktor rasta (VEGF) koji je potentan antiangiogenezni molekul, ima
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prognosticki znacaj u akutnim mijeloidnim leukemijama (59), hroni¢noj limfocitnoj leukemiji
(60) i ne-Hockinskom limfomu (61). Stepen angiogeneze u hroni¢noj mijeloidnoj leukemiji
analiziran je u nekoliko studija, koje su dokumentovale povisene vrednosti gustine malih
krvnih sudova (MVD) u kostanoj srzi pacijenata sa HML (62). Posle toga je usledilo
istrazivanje koje je pokazalo da je Tie-1 molekul koji je uklju¢en u regulisanje angiogeneze,
nezavistan pokazatelj preZivljavanja u ranoj hroni¢noj fazi HML (63). Intrigantna
identifikacija BCR-ABL u sastavu u endotelnih celija u HML je povecala interesovanje za
istrazivanje u ovoj oblasti, Sto podrazumeva da endotelne éelije mogu biti integrativni deo u
procesu leukemogeneze.

2.9.2. Evaluacija angiogeneze

Odredivanje vaskularnosti mora da ukljuci patofizioloSke aspekte perfuzije. Tokom godina
istrazivanja angiogeneze bile su koris¢ene razli¢ite tehnike kako bi odredile gustinu
vaskularnih struktura kao S$to su sinusoidi, kapilari i veliki krvni sudovi u ko$tanoj srzi.
Imunohistohemijske metode koje se koriste u ovim istraZivanjima moraju se analizirati
veoma kriticki, jer neki markeri mogu otkriti razli¢ite strukture koStane srzi a samim tim i
razliCite aspekte vaskularnih struktura. Medu razli¢itim imunohistohemijskim markerima za
identifikaciju endotelnih ¢elija CD34 i CD105 su se pokazali kao najpouzdaniji u vecini studija
koje su proucavale angiogenezu koStane srzi. Imunohistohemijsko bojenje sa CD34 je veoma
pouzdana metoda, jer i pored toga Sto boji i hematopoezne progenitor celije omogucéava
jasno razlikovanje morfologije endotelnih ¢éelija (64).

IstraZivanja su potvrdila da je razumno da se morfometrijska analiza zasniva na kvantifikaciji
mikrovaskularne gustine i drugih parametara koji karakterisSu vaskularnu arhitekturu. U tom
pogledu, mikrovaskularna gustina je dosla u Zizu nau¢nog interesovanja, jer ovaj parametar
odraZzava angiogenezni kapacitet neoplasti¢nih celija, a samim tim predstavlja ogledalo
agresivnosti bolesti. Iz prakti¢nih razloga definisana su tzv. hot spot podrucja, odnosno
podruéja sa najveéom mikrovaskularnom gustinom koja se prvo identifikuju na niskom
uvecanju (x100) na uzorku tkiva i potom se konacna procena vrsi na velikom uvecéanju
(x400). Ova tehnika se koristi sa ciliem da neutraliSe moguénost heterogene distribucije
vaskularnih struktura u okviru neoplasti¢nog tkiva (65).

Kada je u pitanju koStana srz treba imati u vidu da tu ne postoji homogena neoplasti¢na
celijska populacija i da stroma signifikantno utiCe na razvoj krvnih sudova ukljucujudi i
sinusoide. Uticaj starosti pacijenta i tipa hematoloskog maligniteta na razli¢itu koli¢inu
masnog tkiva, fibroznog matriksa ili edema ne treba zanemariti. Kao posledica toga,
kvantifikacija mikrovaskularne gustine mora da se obavlja prema celularnosti, odnosno
hematopoeznoj povrsini. Kvantifikacija mikrovaskularne gustine od strane tzv. hot spot
metoda treba da bude poboljSana parametrima koji karakterisu protok krvi kao S$to su
mikrovaskularna povrsina, oblik, vijugavost i grananje (slika 3) (60, 64, 66, 67).
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Slika 3. Kvantifikacija gustine krvnih sudova u kostanoj srzi kod hematoloskih maligniteta:
a. Prema hot spot tehnici samo podrucja sa intenzivnom neovaskularizacijom se analiziraju,
b. Kostana srZ sa pove¢anom kolicinom masnih Celija, c. Smanjena prokrvljenost kostane srZi

posle hemoterapije ili transplantacije, d. Funkcionalne karakteristike perfuzije kao Sto su
vaskularna povrsina, vijugavost i grananje treba morfometrijski analizirati.

2.9.3. Angiogeneza u hroni¢noj mijeloidnoj leukemiji

Postoji obilje podataka o klju¢noj ulozi angiogeneze na rast tumora, ukljucujuéi i njen
potencijal za invaziju, metastaziranje i napredovanje. lako je poznata ¢injenica da endotelne
Celije u kostanoj srzi deluju kao mikrookolina za hematopoezne maticne celije odrzavajudi
normalnu hematopoezu, tek je nedavno bio prepoznat znacaj mikrovaskularizacije za razvoj
hematoloskih neoplazmi. U tom smislu vedina istraZzivanja su u skladu sa pretpostavkom da
kod akutnih i hroni¢nih leukemija, uklju¢ujuéi mijelodisplasti¢ni sindrom i multipli mijelom,
mikrovaskularna gustina (MVD) ima znacajan uticaj na Sirenje celija neoplasti¢nog klona.
Medutim manje podataka se moZe nadi o angiogenezi u kostanoj srzi kod hronic¢nih
mijeloproliferativnih bolesti. U poredenju sa normalnom kostanom srzi ispitivanje Filadelfija
hromozom pozitivne hroni¢ne mijeloidne leukemije pokazalo je dvostruko povecanje MVD
Sto je funkcionalno povezano sa povisenim nivoima angiogeneznih citokina (60, 62, 67).
Prema trodimenzionalnim snimcima struktura novoformiranih krvnih sudova je znacajno
izmenjena i pokazuje veéu nepravilnost oblika i abnormalno grananje sa posledi¢nim
izmenjenim protokom krvi, kao i povecanjem vlakana Sto je praceno viSim stepenom MVD
(62). Plazmatski nivoi angiogeneznih citokina VEGF i bFGF su dokazano poviseni u kontekstu
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neoangiogeneze u hroni¢noj mijeloidnoj leukemiji, a preliminarne studije na maloj seriji
pacijenata sa HML ukazuju da su visi nivoi VEGF povezani sa nepovoljnom prognozom (60,
62, 63). U poredenju sa normalnom koStanom srzi, kod HML je uocena signifikantno visa
MVD. Krvni sudovi su manji, viSe iregularnog oblika i otkrivaju upadljivu izvijuganost kod
pacijenata sa HML (slika 4).
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Slika 4. Angiogeneza u koStanoj srzi na dijagnozi Ph+HML: a. Hipercelularna kostana
srZ otkriva znacajan porast malih krvnih sudova iregularnog oblika, b. Abnormalno
grananje sa varijabilnom luminalnom distenzijom.

Studija Kvasnicka HM. i sar. (68) je analizirala vaskularnost koStane srzi u seriji od 98
pacijenata sa hroniénom fazom Filadelfija hromozom pozitivnhe hroniéne mijeloidne
leukemije. KoStana srz ovih pacijenata pri dijagnozi pokazala je znacajno vise vrednosti
mikrovaskularne gustine, mikrovaskularne povrsine, izvijuganosti malih krvnih sudova i
iregularnosti oblika u odnosu na kontrolnu grupu. Pacijenti su le¢eni monoterapijom
interferonom-aq, hidroksiureom ili kombinacijom interferona-a i hidroksiure. U studiju su usli
i pacijenti leceni inhibitorima tirozin kinaze, imatinibom kao prvom terapijskom linijom (69).
Morfometrijska analiza je pokazala da u poredenju sa kontrolom primena imatiniba kao prve
terapijske linije dovodi do znacajnog smanjenja gustine malih krvnih sudova i retikulinskih
vlakana. Kod vecdine pacijenata, smanjenje vaskularnosti koStane srzi je bilo povezano sa
kompletnim citogenetskim odgovorom. Znacajan antiangiogenezni efekat je primeéen posle
tretmana hidroksiureom, nasuprot primeni interferona-a kao monoterapije ili u kombinaciji
sa hidroksiureom. Tako da je ova studija potvrdila antiangiogenezni kapacitet imatiniba koji
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dovodi do normalizacije vaskularnosti i regresije fibroze koStane srZzi. Nasuprot tome,
hematoloski odgovor na terapiju interferonom-a je nezavistan od angiogeneze kostane srii.

Interesantna je i studija Thiele J. i sar. (70), koja je analizirala koStanu srZ pacijenata sa
hronicnom mijeloidnom leukemijom koji su le¢eni mijeloablativnom terapijom praéenom
alogenom transplantacijom mati¢ne éelije hematopoeze (TMCH). Ko&tana sr? je analizirana
primenom imunohistohemijskih i morfometrijskih tehnika u pre i post transplantacionom
periodu. Ova analiza je pokazala da pacijenti koji imaju fibrozu koStane srzi pri dijagnozi u
odnosu na normalnu koStanu srz imaju znacajan porast srednje vrednosti mikrovaskularne
povrSine (MVA) ali i drugih morfometrijskih parametara koji karakteriSu izvijuganost
(iregularnost oblika) i grananje vaskularnih struktura (faktor oblika, maksimalna duZina,
odstupanje od cirkularnosti). Krvni sudovi su viSe iregularnog oblika i otkrivaju upadljivu
izvijuganost. Cak i nefibroti¢na kostana srz kod HML pokazuje znaéajan porast koli¢ine malih
krvnih sudova u odnosu na kontrolnu grupu. Rezultati studije Kumar S. i sar. (71) su ukazali
da u ranom periodu posle TMCH postoji znacajan porast u MVD, ali i da se posle 6 meseci od
TMCH normalizuje MVD. Medutim, ¢ak i posle 6 meseci MVA je veéi od normalnog i
arhitektura krvnih sudova ostaje grubo izmenjena. Anomalije mikrovaskularne arhitekture
su lako dokazive primenom trodimenzionalne kompjuterske rekonstrukcije pre i posle
TMCH. U pre transplantacionim biopsijama vaskularna mreza je nepravilnog oblika, mogu se
dokazati izvijugani i razgranati krvni sudovi. U ranom periodu posle transplantacije oko 20
dana, broj malih krvnih sudova je povecéan, posle 60 dana slozenost vaskularnih struktura je
smanjena, vaskularna arhitektura je i dalje poremecena i pokazuje iregularnost oblika i slepo
zavrSene sinusoide.

Ovi rezultati pokazuju da se terapijska efikasnost imatiniba u znacajnoj meri zasniva i na
njegovoj antiangiongeneznoj aktivnosti. Naime dokazano je da imatinib znacajno redukuje
BCR-ABL posredovano luéenje VEGF koji je uglavnom odgovoran za angiogenezne efekte
(72). PosSto imatinib deluje na aktivnost PDGF receptora, na normalizaciju vaskularnih
struktura mogu uticati efekti megakariocitopoze tako S$to neutraliSu svoju stimulativnu
funkciju na stromu kostane srzi (73). Mogude je da specifi¢na efikasnost ovog leka zavisi od
nekih drugih mehanizama delovanja koje su verovatno vazni kao antiangiogenezni
potencijal. Uzimajuéi sve Cinjenice u obzir mozZe se zakljuditi da su u hematoloskim bolestima
verovatno razliciti citokini koji posreduju u angiogenezi (VEGF, bFGF) uklju¢eni ne samo u
autokrine petlje hematopoetskih malignih celija veé i u parakrine puteve, gde stromalne
Celije stimulisane malignim ¢elijama proizvode faktore rasta za endotelne celije i posle toga
oslobadaju medijatore za neoplasti¢nu cCelijsku populaciju. Tri glavna faktora su prisutna u
ovom sloZzenom procesu povecane angiogeneze: hematopoetske maligne celije, stromalne
celije i endotelne éelije. Verovatno je da inhibicija samo jedne od ovih razli¢itih populacija
nije dovoljna da eliminiSe bolest i bududi inovativni terapijskih pristup morace ée da uzme u
obzir potrebu da cilja na sve tri komponente.
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2.10. Dijagnoza hroni¢ne mijeloidne leukemije

Dijagnoza HML se mozZe postaviti na osnovu nalaza u perifernoj krvi i uvecanja slezine.
PoviSen broj belih krvnih zrnaca sa skretanjem u levo, ¢esto prisutna bazofilija i uveéana
slezina ukazuju da je re¢ o HML. lako se dijagnoza bolesti moZe potvrditi prisustvom BCR-
ABL transkripta primenom FISH metode ili PCR za BCR-ABL, aspiracija koStane srZi sa
citogenetskom analizom je obavezna dijagnosti¢ka procedura. Citoloski pregled kostane srzi
nam pokazuje da li mozda postoji poveéan procenat blasta ili bazofila $to je neophodno za
odredivanje faze bolesti (hroni¢ne, faze akceleracije ili blastne krize). Citogenetska analiza
ukazuje da li postoje dodatne hromozomske anomalije pored Filadelfija hromozoma tj. da li
postoji klonska evolucija bolesti. Ako se citogenetika ne bi uradila pri postavljanju dijagnoze
a kasnije se identifikuju takve promene, nemogucde je da se utvrdi da li je ovo nova pojava ili
upornost ranije prisutnih abnormalnosti. Zato se kod svih pacijenata kod kojih se sumnja na
HML sprovodi citoloSko i citogenetsko ispitivanje kosStane srzi kao i ispitivanje prisustva
fuzionog BCR-ABL gena primenom FISH ili PCR metode. Apsolutni nivo BCR-ABL transkripta
pri dijagnozi nije od znacaja, mada se moZe desiti da u slucaju prisustva retkih rearazmana
(npr. el13a3, elda3, el9a2) standardnim PCR tehnikama njihovo prisustvo nije moguce
detektovati. Ako bazi¢ni PCR nije uraden kod pacijenta sa ovakvim abnormlnostima to moze
stvoriti konfuziju kada se tokom pracenja efekata terapije PCR-om dobije nalaz ne
detektabilnih transkripta. To bi moglo da se protumaci kao kompletan molekularni odgovor
Sto predstavlja ne relevantni test. Posle postavljanja dijagnoze bolesti vrsi se odredivanje
faze bolesti, a za pacijente u hroni¢noj fazi uobiéajeno je da se uradi stratifikacija pacijenata
primenom prognostickih skoring sistema Sokal skora, Euro skora ili nedavno razvijenog
EUTOS skora.

2.11. Lecenje hroni¢ne mijeloidne leukemije

2.11.1. Inicijalno lecenje

Kada se kod pacijenta sumnja na postojanje hroni¢ne mijeloidne leukemije ali jos uvek ne
postoji potvrda, moze se otpoceti lecenje hidroksiureom ako je broj leukocita visok (80-
100x10°%/L), kako bi se njihov broj smanjio blizu normalnog nivoa. Hidroksiurea se daje u
dozi od 1 do 6 gr/dnevno oralno, a redukuje se na 1 do 2 gr/dnevno kada broj leukocita
padne na 20x10%/L, a privremeno prekida pri broju 5x10°/L. Sa primenom hidroksiure se
nastavlja dok se ne potvrdi prisustvo Filadelfija hromozoma. Kod viskog broja leukocita
primenjuje se i alopurinol kako bi se smanjile komplikacije vezane za sindrom lize tumora.
Kada se postavi definitivnha dijagnoza, dalje lecenje se nastavlja inhibitorima tirozin kinaze
(TKI). Nije neophodno da se broj leukocita dovede na normalan nivo pre uvodenje TKI, a
kada se zapocne terapija sa TKI, hidroksiurea se prekida.
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2.11.2. Interferon-a

Pre uvodenja imatiniba kao prve terapijske linije, interferon-a je bio prihvacen kao najbolja
terapijska opcija za le¢enje hroni¢ne mijeloidne leukemije u hroni¢noj fazi kod pacijenata
koji nisu pogodni za alogenu transplantaciju mati¢ne ¢elije hematopoeze. Vecina istraZzivanja
su pokazala da nema benefita od visokih doza interferon-a u poredenju sa niskim dozama
za leenje hroni¢ne faze HML (5 miliona i.j./m? dnevno naspram 3 miliona i.j./m? pet puta
nedeljno). Nize doze interferon-a minimalizuju toksi¢nost i troSkove leCenja. MozZe se
primeniti i pegilovani interferon-a koji ima duZi poluZivot i primenjuje se u optimalnoj dozi
od 4,5 mcg/kg nedeljno i dokazano je da pegilovani interferon-a u odnosu na standardni ima
manju toksi¢nost a veéu stopu odgovora. Lek ima Sirok spektar neZeljenih efekta, posebno
kod starih osoba, kao Sto su umor, drhtavica, gubitak tezine, osip, glavobolja, mucnina,
retencija teCnosti, porast transaminaza, klinicki signifikantne citopenije i neuropsihijatrijske
simptome.

Rekombinantni humani interferon-a je pokazao znacdajnu antitumorsku i imunomodulatornu
aktivnost u lecenju hroni¢ne mijeloidne leukemije. Citogenetski odgovor na interferon-a je
stabilan i dugotrajan. Veliki citogenetski odgovor se postize kod 40% pacijenata a kompletan
citogenetski odgovor kod 25% pacijenata. Dodavanje citarabina dovodi do signifikantno veée
mogucnosti postizanja kompletnog citogenetskog odgovora kod 35% pacijenata. Postizanje
kompletnog citogenetskog odgovora je udruzeno sa poboljSanim preZivljavanjem, 78%
pacijenata koji postignu kompletan citogenetski odgovor Zive 10 godina, tako da je
postizanje ovog odgovora bio terapijski cilj u eri interferona-a (74, 75). Oko 30% pacijenata
sa kompletnim citogenetskim odgovorom ima ne detektabilan nivo BCR-ABL transkripta na
PCR-u, tj. kompletan molekularni odgovor i niko od njih nije relapsirao posle srednjeg
praéenje od 10 godina. Ono $to je zanimljivo, 40% do 60% pacijenata sa kompletnim
citogenetskim odgovorom uz prisustvo minimalne rezidualne bolesti na molekularnom nivou
nije relapsiralo posle 10 godina (76). Ono Sto se pripisuje interferon-a indukovanoj
imunomodulaciji, je prisustvo citotoksi¢nih T limfocita za specifi¢an PR1, peptid koji potice iz
proteinaze 3, koji je viSe izrazen u éelijama HML. Ova pojava je prisutna kod pacijenata u
kompletnoj remisiji posle terapije interferonom-o i TMCH, ali ne i kod onih koji ne uspevaju
da postignu kompletan citogenetski odgovor ili onih koji su le¢eni hemioterapijom (77).

2.11.3. Alogena transplantacija maticne ¢elije hematopoeze

Do nedavno, interferona-a i alogena transplantacija maticne celije hematopoeze su bile
jedine terapijske opcije za pacijente sa hronichom mijeloidnom leukemijom. Trenutno,
TMCH je i dalje validna terapijska opcija, posebno za pacijente koji nemaju zadovoljavajudi
odgovor na inhibitore tirozin kinaze. Generalno je prihvaceno da je TMCH terapijski
modalitet koji moZze dovesti do izleCenja u odabranih pacijenata sa HML ali je udruZen sa
znacajnim rizikom od komplikacija i smrti. Odluka o tome da |i treba primeniti
transplantaciju kao vid leCenja kod odredenog pacijenta, zavisi od faktora koji uticu na rizik
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od smrti povezane sa transplantacijom, a koji uklju€uju starost pacijenta, fazu bolesti,
trajanje bolesti, stepen histokompatibilnosti donora i primaoca i pol donora.

Transplantacija mati¢ne celije hematopoeze ostaje vazna terapijska opcija u le¢enju HML,
posebno za mlade osoba koje imaju HLA-identi¢nog davaoca. Medutim, samo jedna trecina
do jedne polovine pacijenata mozZe imati odgovarajuc¢eg HLA-podudaranog donora i ispuniti
stroge kriterijume za ukljudivanje, kao Sto su starost, adekvatna funkcija organa i
performans status, $to moze isklju¢iti moguénost primene TMCH u velikog broja pacijenata.
Strategija da se prevazide nedostatak odgovarajuéih donora je koris¢enje HLA podudarnih
nesrodnih donora.

Pored toga, TMCH nosi puno rizika kao $to su bolest kalema-protiv-domacina, veno-
okluzivne bolesti opasne po Zivot, infekcije, rizik od maligniteta, srednjeg i loSijeg ukupnog
kvaliteta Zivota. Takode, sve se viSe prepoznaje rizik od kasnog recidiva. Studija Kiss TL. i sar.
(78) je analizirala ishod i kvalitet Zivota pacijenata sa hroni¢cnom mijeloidnom leukemijom
posle TMCH. Posle vise od 10 godina praéenja 31% pacijenata su bili Zivi, a srednje vreme
pojave hematoloskog ili citogenetskog recidiva bilo je 7,7 godina. U izvestaju Seattle grupe
(79) objavljeni su rezultati praéenja pacijenata sa hronicnom fazom HML kod kojih je
sprovedena TMCH posle primene busulfana ili ciklofosfamida kao kondicionih rezima. Posle
3 godine, projektovana stopa smrtnosti koja nije bila povezana sa relapsom bila je 14%, a
projektovana stopa Zivih i bez bolesti bila je 78%. Nasuprot tome, pacijenti sa
uznapredovalom fazom HML, koji su bili podvrgnuti TMCH imali verovatnoéu 5 godi$njeg
prezivljavanja od 40% do 60% u fazi akceleracije, a 10% do 20% u fazi blastne transformacije.

Prepoznavanje znacdajne uloge kalem-protiv-leukemija efekata u eliminisanju HML posle
allograftinga, dovelo do koncepta da toksicni efekti koji su povezani sa allograftingom mogu
biti znacajno umanjeni smanjenjem intenziteta pre transplantacionog kondicionog rezima.
Ovaj pristup podrazumeva znatno smanjenje doze citotoksi¢nih lekova ili zracenja koji se
koriste u kondicioniranju, umesto upotrebe imunosupresivnih lekova. U isto vreme, broj
mati¢nih éelija hematopoeze i limfocitna donorska infuzija trebalo bi da obezbede
maksimalni engraftment i optimalan kalem-protiv-leukemije efekat. Primena kondicionih
rezima smanjenog intenziteta se koristi kao sredstvo da bi TMCH bila dostupna $irem broju
pacijenata koji inace ne ispunjavaju uslove za standardnu TMCH. Ovaj pristup ima prednost
zahvaljujuéi sposobnosti T celija koje su prisutne u graftu da uklone ¢elije HML (kalema-
protiv-leukemija efekat) za razliku od dobijanja ovog efekta pomodu ablativne citotoksicne
hemioterapije. Ova strategija povedava toleranciju same procedure, smanjuje znacajno
morbiditet i mortalitet i dovodi do visokog procenta prezivljavanja bez bolesti od 85% posle
70 meseci (80). Nasuprot tome, studija evropskog registra za transplantaciju koStane srzi
(EBMT) (81) izvestila je da je 3-godisnja stopa ukupnog prezivljavanja bila 58% a stopa
preZivljavanja bez progresije 37%. Pacijenti koji posle 12 meseci od TMCH imaju
detektovanu minimalnu rezidualnu bolesti na PCR-u imaju rizik nastanka recidiva od 30% do
40% u poredenju sa 5% kod pacijenata sa negativnim PCR rezultatom. Medutim, recidiv se
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moze uspesno savladati primenom donorske limfocitne infuzije kod 70% pacijenata sa
recidivom u hroni¢noj fazi bolesti, narocito kada se primeni u vreme molekularnog recidiva.
Alternativno, moze se koristi imatinib u post transplantacionom recidivu i pokazano je da
indukuje kompletnu citogenetsku remisiju u vise od 40% pacijenata le¢enih u hroni¢noj fazi
bolesti (82).

Znadajne su studije koje su analizirale alogenu TMCH i primenu inhibitora tirozin kinaze pre i
posle transplantacije. Prospektivna studija koja je sprovedena od strane Nemacke HML
Studijske Grupe (83) je objavila rezultate lecenja grupe pacijenata gde je alogena TMCH
sprovedena kao prva terapijska linija ili posle neuspeha terapije imatinibom sa srodnim ili
nesrodnim donorom. Stopa 3-godidnjeg preZivljavanja bila je 88% u grupi gde je TMCH bila
prva terapijska linija, 94% kod pacijenata posle neuspeha terapije imatinibom koji su i dalje
u hroni¢noj fazi i 59% u grupi sa uznapredovalom fazom bolesti. Smrtnost povezana sa
transplantacijom bila je 8%, a hroni¢na bolest kalem protiv domacina je registrovana kod
46% ispitivanih pacijenata.

Centar za medunarodnu transplantaciju kostane srzi (CIBMTR) je izvestio retroaktivno o
velikoj grupi pacijenta starijih od 40 godina, koji su dobijali kondicioni rezZim umanjenog
intenziteta. Polovina pacijenata su u bili u hroni¢noj fazi u vreme transplantacije a njih 74%
je dobilo imatinib pre transplantacije. Stopa 6-godisnjeg ukupnog prezivljavanja iznosila je
89%, 60% i 30% za transplantirane pacijente sa EBMT skorom rizika od 0-2, 3 i viSe od 3
respektivno. Ishod pacijenata koji su transplantirani u fazi blastne krize bio je veoma los, sa
ukupnim prezivljavanjem manjim od 10% (84).

2.11.4. Inhibitori tirozin kinaze
2.11.4.1. Imatinib-inhibitor tirozin kinaze prve generacije

Prva terapijska linija za sve bolesnike u hroniénoj fazi hroni¢ne mijeloidne leukemije su
inhibitori tirozin kinaze. Tokom poslednjih godina menjali su se stavovi koje inhbitore tirozin
kinaze treba koristiti i u kojoj dozi. U periodu od 2000. godine do 2005. godine svi pacijenti
su le¢eni imatinibom primenom standardne (400mg) ili visoke doze (800mg). Posle toga su
poCeli da se primenjuju inhibitori tirozin kinaze druge generacije nilotinib, dasatnib i
bosutinib.

Imatinib mesilat (IM) je oralni bioraspoloziv 2-fenilaminopirimidin sa ciljanom inhibitornom
aktivnoS$c¢u protiv aktivnog proteina tirozin kinaze koji je produkt BCR-ABL fuzionog gena.
Pored toga, imatinib inhibira i druge kinaze, kao Sto su c-kit, trombocitni faktor rasta a.i B i
ABL-srodne gene. Imatinib je postao standardna terapija za leCenje HML zbog svoje izuzetne
aktivnosti i blagog toksi¢nog profila (85).
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IRIS studija je pokazala vrhunsku bezbednost i efikasnost imatiniba u odnosu na interferon-a
plus citarabin. Na osnovu rezultata ove studije, imatinib mesilat je postao prva terapijska
linija u leCenju pacijenata sa hronicnom mijeloidnom leukemijom u hroni¢noj fazi. Rezultati
8-godisnjeg azuriranja IRIS studije (86) su pokazali dugoro¢nu efikasnost i bezbednost
imatinib mesilata. Pacijenti sa HML u hroni¢noj fazi koji odgovore na imatinib imaju nizak
ukupni rizik da progrediraju u uznapredovalu fazu bolesti. Pacijenti koji su postigli minor
citogenetski odgovor posle 3 meseca, parcijalni citogenetski posle 6 i 12 meseci i kompletan
citogenetski posle 18 meseci imali su stabilan kompletan citogenetski odgovor tokom
perioda praéenja. Bezbedonosni profil imatinib mesilata ostaje nepromenjen posle 8 godina
bez prethodno prijavljenih nezeljenih efekata prepoznatih u poslednjih 36 meseci. Ovi
podaci ukazuju da pacijenti koji reaguje na imatinib verovatno ¢e odrzati svoje odgovore
tokom dugotrajne terapije i potvrduju povoljan odnos koristi i rizika kod pacijenata u
hroni¢noj fazi HML.

Te iste godine objavljeni su rezultati primene visokih doza imatiniba koji su bolji u odnosu na
rezultate postignute standardnim dozama. Dve randomizovane studije, prva Baccarani M. i
sar. (87) sprovedena kod pacijenata sa visokim Sokal rizikom a druga Cortes JE. i sar. (88)
kod svih pacijenata, pokazale su da nema dugorocne koristi za pacijente koji se lece visokim
dozama imatiniba. Poslednja studija sugeriSe da pacijenti postizu kompletan citogenetski i
veliki molekularni odgovor ranije sa visokim dozama (6 meseci, kompletan citogenetski
odgovor, 57% naspram 45%), ali da na kraju dostignu isti nivo (12 meseci, kompletan
citogenetski odgovor, 70% naspram 66%). Nasuprot tome, nedavna studija Hehlmann R. i
sar. (89) ukazuje na viSu stopu kompletnog citogenetskog i velikog molekularnog odgovora
pacijenata na visokim dozama imatiniba, posle 12 meseci stopa velikog molekularnog
odgovora je 59% sa visokim u odnosu na 44% sa standardnim dozama imatiniba. Posle 3
godine, stopa je ekvivalentna (82% naspram 79%, respektivno), ali je odrziv napredak u stopi
kompletne molekularne remisije (57% naspram 46%). Kod pacijenata lecenih visokim
dozama imatiniba poboljSano je preZivljavanje bez progresije.

Imatinib u dozi od 400 mg dnevno ima znacajnu efikasnost i bezbednost i dugo je bio
standardna prva linija terapije za hronicnu mijeloidnu leukemiju. Primenjuje se kao
monoterapija, medutim do 35% pacijenata ima neZeljena dejstva, nezadovoljavajuci
odgovor ili progresiju bolesti. Tako da kod znadajnog broja pacijenata postoji potreba za
alternativnom terapijom. Da bi se poboljSao ishod, imatinib je kombinovan sa
konvencionalnim hemoterapeutskim agensima ili bioloskim modifikatorima. BioloSka i
klinicka zapaZanja sugeriSu da kombinovanje imatinib sa interferonom-a moze poboljsati
ishod le€enja u hroni¢noj mijeloidnoj leukemiji. Simonsson B. i sar. (90) su poredili efikasnost
monoterapije imatinibom i kombinacije imatiniba i pegiliranog interferona-a2b u leéenju
pacijenata sa hroniénom fazom HML. Stopa velike molekularne remisije posle 12 meseci
pracenja bila je znacajno veca u grupi pacijenata lecenih imatinibom plus pegiliranim
interferonom-a2b i iznosila je 82%, u poredenju sa 54% u grupi koja je bila na terapiji
imatinibom kao monoterapijom. Stopa velike molekularne remisije se povecavala sa
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trajanjem terapije pegiliranog interferona-a2b, posle manje od 12 nedelja stopa velike
molekularne remisije je bila 67%, a posle vise od 12 nedelja ta stopa je bila 91%. VrSena su
ispitivanja da li se dodavanjem pegiliranog interferona-a2b i GM-CSF visokim dozama
imatiniba mozZe poboljsati stopa kompletnog molekularnog odgovora kod pacijenata sa HML
u hroni¢noj fazi. Cortes J. i sar. (91) su objavili rezultate svog istrazivanja kojim su dokazali da
nije bilo razlike u stopama kompletnog citogenetskog odgovora (87% naspram 90%), velikog
molekularnog (75% naspram 77%) i kompletnog molekularnog odgovora (11% naspram
13%) posle 12 meseci izmedu ispitivanih grupa pacijenata, ili u bilo kom trenutku u toku
studije. Na osnovu ovih rezultata zakljueno je da dodavanje pegiliranog interferona-a2b i
GM-CSF visokim dozama imatiniba ne poboljSava znacajno stopu citogenetskog ili
molekularnog odgovora u poredenju sa primenom samo visokih doza imatiniba. Visoka
stopa prekida terapije pegiliranog interferona-a2b zbog toksi¢nih efekata moZe ugroziti
njegov potencijalni imunomodulatorni benefit.

2.11.4.2. Inhibitori tirozin kinaze druge generacije kao prva terapijska linija

Dve prospektivne randomizirane studije pokazale su inicijalnu superiornost druge generacije
inhibitora tirozin kinaze nilotiniba i dasatiniba, kao prve terapijske linije narocito u brzini i
dubini odgovora. ENEST-ova studija, koja je poredila nilotinib u dozi od 300mg dva puta
dnevno naspram imatiniba 400mg dnevno, pokazala je znacajno viSu stopu kompletnog
citogenetskog odgovora posle 2 godine 87% naspram 77%, velikog molekularnog odgovora
posle 3 godine od 73% naspram 53%, kao i znatno nizu stopu transformacije u fazu
akceleracije i blastne transformacije od 2,1%-3,2% naspram 6,7%, respektivno (92, 93).
DASISION studija je izvestila o benefitu pacijenata le¢enih dasatinibom u dozi od 100mg
dnevno naspram standardne doze imatiniba, sa znacajno viSom stopom kompletnog
citogenetskog odgovora posle 1 godine 83% naspram 72% ali ne i posle 2 godine lecenja
85% naspram 82%, sa stopom velikog molekularnog odgovora posle 3 godine od 68%
naspram 55%, sa stopom transformacije u fazu akceleracije ili blastne transformacije od
3,5% naspram 5,8%, respektivno (94, 95). BELA studija (96) je testirala bosutinib 500mg
dnevno u odnosu na imatinib 400mg dnevno i izvestila o boljoj stopi velikog molekularnog
odgovora posle 1 godine od 41% naspram 27% u grupi sa bosutinibom, dok je stopa
kompletne citogenetske remisije u obe ispitivane grupe bila sli¢na i iznosila je 70% naspram
68%. U sve tri studije, rezultati leCenja inhibitorima tirozin kinaze druge generacije su
neznatno u korist novih inhibitora Sto se tie stope progresije ili neuspeha terapije, dok je
ukupno prezivljavanje slicno u periodu pracenja od tri godine za nilotinib i dasatinib, a jedne
godine za bosutinib.
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2.11.4.3. Inhibitori tirozin kinaze druge generacije kao druga terapijska linija

Dasatinib i nilotinib su odobreni za drugu liniju le¢enja pacijenta sa HML koji ne tolerisu ili su
doziveli neuspeh na imatinib. Na osnovu objavljenih podataka 40% do 60% pacijenata ¢ée
postié¢i kompletan citogenetski odgovor a 10% do 15% Ce izgubiti svoj odgovor. Nedavne dve
velike randomizirane studije su potvrdile odli¢ne rezultate o primeni inhibitora tirozin kinaza
druge generacije posle terapije imatinibom, sa viSim stopama kompletnog citogentskog i
velikog molekularnog odgovora i sa nizom stopom transformacije. U ovim studijama je
pokazano da je stopa velikog molekularnog odgovora 28% posle 2 godine nilotiniba i 42%
posle 5 godina dasatiniba, da postoji stabilnost kompletnog citogenetskog odgovora koji je
jednom postignut i da je prezivljavanje bez progresije 57% posle 4 godine sa nilotinibom i
56% posle 5 godina sa dasatinibom (97, 98).

Bosutinib je uveden nedavno, kao druga ili treca linija u le€enju pacijenata sa HML koji ne
toleriSu ili doZive neuspeh na imatinib na osnovu rezultata studija Khoury HJ. i sar. (99) i
Cortes JE. i sar. (100), koje su izvestile o stopi velike citogenetske remisije od 58% i stopi
kompletne citogenetske remisije od 48% kod pacijenata rezistentnih na imatinib. Ponatinib
je pan-inhibitor tirozin kinaze koji jo$ inhibira T315] mutaciju. Nedavno je odobren za lecenje
pacijenata u hroni¢noj fazi HML koji su doZiveli neuspeh na prethodnu terapiju sa dva ili ¢ak
tri inhibitora tirozin kinaze. Prema rezultatima studije ponatinib je bio u stanju da indukuje
veliki citogenetski, kompletan citogenetski i veliki molekularni odgovor kod 56%, 46% i 34%
pacijenata, sa viSom stopom kod pacijenata sa kracom istorijom bolesti i kraéim lecenjem
i/ili sa T3151 mutacijom (101).

2.11.5. Odgovor na terapiju inhibitorima tirozin kinaze

Odgovor na inhibitore tirozin kinaze je najznacajniji prognosticki faktor. U prethodnoj verziji
ELN preporuka iz 2009. godine (102) odgovor na prvu terapijsku liniju je bio ograni¢en na
imatinib. Obzirom da sada ima viSe inhibitora tirozin kinaze preporuke ELN iz 2013. godine
(103) ne preporucuju koji inhibitor treba koristiti, ali jasno definiSu odgovor koji treba postici
bez obzira koji se inhibitor koristi. Po najnovijim preporukama odgovor je definisan kao
optimalan ili neuspeh terapije. Optimalan odgovor je povezan sa najboljim dugoroénim
ishodom to jest sa trajanjem Zivota koje je uporedivo sa opStom populacijom, sto ukazuje da
nema indikacija za promenu tog tretmana. Neuspeh znadi da pacijent treba da promeni
dotadasnju terapiju, da bi se ogranicio rizik od progresije i smrti. Neuspeh moze biti
primarni, odnosno neuspeh da se postigne dati odgovor u datom trenutku ili sekundarni,
odnosno gubitak prethodno postignutog odgovora. lzmedu optimalnog odgovora i
neuspeha terapije postoji srednja zona, koja se ranije nazivala suboptimalni odgovor, a sada
je uveden termin "upozorenje". Upozorenje podrazumeva da karakteristike oboljenja i
odgovor na leCenje zahtevaju ¢esée pracenje, kako bi se omogucile blagovremene promene
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u terapiji, u slu¢aju neuspesnog lec¢enja. Definicije optimalnog odgovora i neuspeha terapije
na drugu generaciju inhibitora tirozin kinaze baziraju se na istim konceptima i ogranic¢ene su
na dasatinib i nilotinib (103).

U tabeli 2 date su preporuke European LeukemiaNet iz 2013. godine za kriterijume odgovora
na inhibitore tirozin kinaze. Definicije su iste za pacijente u CP, AP i BP, a vaZze i za drugu
liniju leCenja, kada se prva linija menja zbog netolerancije. Odgovor se moze procenjivati
molekularnim ili citogenetskim testom, ali se oba testa preporucuju kad god je to moguce.

Tabela 2. Definisanje odgovora na prvu liniju inhibitora tirozin kinaze

Odgovor na terapiju TKI
Vreme Optimalan Upozoravajuci Neuspeh
U vreme NA Visok rizik ili NA
dijagnoze CCA/Ph+
3 meseca BCR-ABL < 10% i/ili BCR-ABL > 10%, i/ili Bez CHR, i/ili
Ph+<35% Ph+ 36-95% Ph+>95%
6 meseci BCR-ABL < 1% i/ili BCR-ABL 1-10%, i/ili BCR-ABL > 10%, i/ili
Ph + 0% Ph + 1-35% Ph +>35%
12 meseci BCR-ABL<0,1% BCR-ABL0,1-1 % BCR-ABL > 1%, i/ili
Ph +> 0%
Bilo kada BCR-ABL<0,1% CCA/Ph-(-7,ili7q) Gubitak CHR
tokom Gubitak CHR Gubitak CCgR
tretmana Potvrda gubitka MMoR
Mutacije
CCA/Ph +

NA = Nije primenjivo, CHR = Kompletna hematoloska remisija, CCgR = Kompletna citogenetska
remisija, MMoR = BCR-ABL < 0,1% = Velika molekularna remisija, CCA/Ph+ = Klonalna hromozomska
abnormalnost u Ph+celijama, CCA/Ph- = Klonalna hromozomska abnormalnost u Ph-¢elijama.

2.11.6. Preporuke za lecenje hroni¢ne mijeloidne leukemije

Za lecenje hroni¢ne mijeloidne leukemije u hroni¢noj fazi po preporukama ELN moze se
koristi bilo koji od tri inhibitora tirozin kinaze koji su odobreni za ovu indikaciju, imatinib
(400 mg dnevno), nilotinib (300 mg dva puta dnevno), a dasatinib (100 mg dnevno). Ova tri
inhibitora tirozin kinaze mogu se koristiti i za drugu ili trecu liniju, u standardnoj ili viSoj dozi
(400 mg dva puta dnevno za imatinib, 400 mg dva puta dnevno za nilotinib i 70 mg dva puta
dnevno ili 140 mg jednom dnevno za dasatinib). Bosutinib (500 mg dnevno) je odobren od
strane FDA za pacijente rezistentne ili netolerantne na prethodnu terapiju. Ponatinib (45 mg
dnevno) je odobren od strane FDA za bolesnike rezistentne ili netolerantne na prethodnu
terapiju inhibitorima tirozin kinaze (103).

Terapijske preporuke za hroni¢nu mijeloidnu leukemiju u hroni¢noj fazi predloZzene od
strane ELN date su u tabeli 3. Ove preporuke su zasnovane na kriti¢ckoj proceni efikasnosti,
ali je prihvaceno i preporuceno da pri izboru inhibitora tirozin kinaze mora uzeti u obzir
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podnosljivost i bezbednost, kao i karakteristike pacijenata (starost i komorbiditeti) koje
mogu predvideti nezeljene efekte na neki od inhibitora.

Nema jasnih kriterijuma koji se mogu preporuciti pri pravljenju izbora. U drugoj terapijskoj
liniji, promena leka ima prednost u odnosu na poveéanje doze imatiniba. Pri prelasku sa
jednog na drugi inhibitor tirozin kinaze uvek se mora uzeti u obzir prisustvo i tip mutacija,
nezeljena dejstva i toksi¢nost na prethodne inhibitore, a razliciti komorbiditeti mogu biti od
znacaja sa razlic¢itim inhibitorima.

Tabela 3. Preporuke za lecenje hronicne faze: prva, druga i naknadne linije le¢enja

1. linija

Imatinib, ili nilotinib, ili dasatinib.

HLA tipizacija jedino u sluc¢aju upozoravajuéih karakteristika (visok rizik, CCA/Ph+).
2. linija, intolerancija na prvu liniju TKI

Bilo koji drugi TKI dostupan u prvoj liniji (imatinib, nilotinib, dasatinib).

2. linija, neuspeh na imatinib kao prvu liniju

Dasatinib, ili nilotinib, ili bosutinib, ili ponatinib.

HLA tipizacija.

2. linija, neuspeh na nilotinib kao prvu liniju

Dasatinib, ili bosutinib, ili ponatinib.

HLA tipizacija. Traganje za nesrodnim donorom. Razmisliti o allo TMCH.

2. linija, neuspeh na dasatinib kao prvu liniju

Nilotinib, ili bosutinib, ili ponatinib.

HLA tipizacija. Traganje za nesrodnim donorom. Razmisliti o allo TMCH.

3. linija, neuspeh, i/ili intolerancija na dva TKI

Bilo koji od preostalih TKI. Allo TMCH se preporuduje u pogodnih pacijenata.
Bilo koja linija, T315] mutacija.

Ponatinib.

HLA tipizacija. Traganje za nesrodnim donorom. Razmisliti o allo TMCH.

Alogena transplantacija maticne celije hematopoeze je i dalje vaina terapijska opcija za
pacijente koji trajno ne reaguju na inhibitore tirozin kinaze. Tokom proteklih 14 godina,
preporuceno vreme transplantacije se promenilo u 3. ili 4. liniju leCenja posle neuspeha 2.
generacije inhibitora tirozin kinaze. Prihvaéen je stav da za pacijente u hroni¢noj fazi,
alogena transplantacija treba da bude rezervisana za one koji su otporni ili netolerantni na
bar jedan inhibitor tirozin kinaze druge generacije. | dalje je kontraverzno pitanje koji tip
kondicionog rezima treba primeniti u hroni¢noj fazi jer nema dokaza da u ovom trenutku
mijeloablativni rezimi donose bilo kakvu prednost u odnosu na kondicione rezime
smanjenog intenziteta. Pacijente treba pratiti posle transplantacije primenom RQ-PCR testa i
tretirati donorskom limfocitnom infuzijom i/ili inhibitorima tirozin kinaze.

Pacijenti u blastnoj krizi treba da dobiju intenzivhu hemioterapiju sa ili bez inhibitora tirozin
kinaze, kako bi se sprovela alogena TMCH nakon $to bude uspostavljena druga hroni¢na
faza. Znacaj primene terapije odrzavanja inbitorima tirozin kinaze posle alogene TMCH nije
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dokazan. Ako je moguce treba primeniti mijeloablativne kondicione rezime. Pacijente u fazi
akceleracije treba razmotriti za alogenu TMCH ukoliko ne postignu optimalan odgovor sa
inhibitorima tirozin kinaze.

2.12. Pradenje terapijskog odgovora

Odgovor na terapiju se mozZe procenjivati primenom citogenetskog i/ili molekularnog testa,
zavisno od lokalnih moguénosti centra, ali kad god je to moguée preporucuje se primena oba
testa sve dok se ne postigne kompletan citogenetski i veliki molekularni odgovor. Zatim,
kvantitativni-PCR sam moZe biti dovoljan. Test mutacionih analiza se preporucuje u slucaju
progresije, neuspeha i upozorenja. U tabeli 4 prikazane su preporuke European
LeukemiaNet iz 2013. godine za citogenetski i molekularni monitoring tokom terapije
inhibitorima tirozin kinaze.

Ako se koristi citogenetska analiza ona se mora obaviti na ¢elijama koStane srzi na najmanje
20 metafaza posle 3, 6 i 12 meseci, dok se ne postigne kompletan citogenetski odgovor a
zatim svakih 12 meseci. Postoje razlozi zasto je citogenetska analiza vazna. Prvo, vreme
postizanja citogenetskog odgovora ima vazne prognosticke implikacije. Citogenetski odgovor
se moze analizirati FISH metodom koja dobro koreliSe sa citogenetikom a radi se na uzorku
periferne krvi. Zatim, citogenetska analiza je vazna kod pacijenata koji su razvili dodatne
hromozomske abnormalnosti u Ph negativnim ¢elijama Sto se desava kod 10-15% pacijenata
i povecava rizik nastanka mijelodisplasti€nog sindroma i akutne leukemije. Citogenetika
omogucava da se identifikuje klonska evolucija bolesti koja se desila i da se napravi procena
kariotipa Sto je vazno kod pacijenata koji nisu u kompletnoj citogenetskoj remisiji.

Tabela 4. Preporuke za citogenetsko i molekularno pracenje

Pri dijagnozi e Citogenetsko ispitivanje éelija koStane srzi;

e FISH u slucaju Ph-, da se identifikuje varjanta i druge translokacije;

e Kvalitativni-PCR, identifikacija tipa transkripta.

Tokom e Kvantitativni-PCR za odredivanje nivoa BCR/ABL transkripta prema
tretmana internacionalnoj skali, vrsi se svaka 3 meseca dok se MMoR
(BCR-ABL<0,15 ili MR) ne postigne, zatim svakih 3 do 6 meseci;

e Citogenetsko ispitivanje ¢elija kostane srzi na najmanje 20
metafaza, posle 3, 6, i 12 meseci dok ne bude postignut CCgR,
zatim svakih 12 meseci. Kada se CCgR postigne, moze se primeniti
FISH na celijama periferne krvi.

Neuspeh, e Kvantitativni-PCR, mutacione analize i citogenetska analiza ¢elija
progresija kostane srzi. Imunofenotipizacija u blastnoj krizi.
Upozorenje e Molekularne i citogenetske testove vrsiti ¢eSce. Citogenetsko

ispitivanje celija kostane srzi preporucuje se u slucaju
mijelodisplazije ili CCA/Ph- koja ukljucuje hromozom 7.
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Kada pacijent sa HML postigne kompletan citogenetski odgovor, citogenetska evaluacija je
manje korisna za pracenje rezidualne bolesti. Kvalitativni-PCR ima ograni¢enu vrednost u
praéenju pacijenata sa HML. Zato je razvijen kvantitativni-PCR koji predstavlja savrsen
instrument za pracéenje rezidualnih BCR-ABL transkripta tokom vremena, koji se izrazavaju
kao BCR-ABL % u internacionalnoj skali. Kvantitativni-PCR treba da se obavlja na svaka tri
meseca dok se ne postigne veliki molekularni odgovor, zatim svakih tri do Sest meseci.
Procena minimalne rezidualne bolesti se izrazava prema internacionalnoj skali (IS) koja se
bazira na dve standardne vrednosti: standardni bazi¢ni nivo koji se uzima da je 100% na IS i
standardna vrednost velikog molekularnog odgovora za koju se uzima 0,1% na IS (3-log
redukcije od standardne bazi¢ne vrednosti). Vrednost od 1,0% je otprilike ekvivalent
postizanja kompletnog citogenetskog odgovora. Za definisanje kompletnog molekularnog
odgovora senzitivnost treba da bude 0,01% po IS Sto je ekvivalent 4-log redukcije ispod
standardnog bazi¢nog nivoa.

U sluéaju terapijskog odgovora koji se definiSe kao upozorenje, preporucuje se cesSce
ponavljanje citogenetskih i molekularnih testova, ¢ak i mesec¢no. U sluCaju neuspeha
terapije, ili progresije u fazu akceleracije ili blastne transformacije, treba uraditi citogenetsku
analizu, PCR i mutacionu analizu. Ako se razvije displasticna morfologija ili drugi znaci
mijelodisplazije kao S§to su neobjasSnjiva ili produZena citopenija, preporucuju se
patohistoloske i citogenetske analize koStane srzi.

Mutacije BCR-ABL kinaznog domena mogu izazvati ili doprineti, rezistenciji na inhibitore
tirozin kinaze kod hroni¢ne mijeloidne leukemije. Preporuke European LeukemiaNet-a imaju
za cilj da racionalizuju koriSéenje testiranja na BCR-ABL mutacije kod hroni¢ne mijeloidne
leukemije. Kod pacijenata u hroni¢noj fazi koji dobijaju imatinib kao prvu liniju, analiza
mutacija se preporucuje samo u slucaju neuspeha ili suboptimalnog odgovora u skladu sa
kriterijumima ELN. Kod pacijenata rezistentnih na imatinib koji primaju TKI druge generacije,
analiza mutacija se preporucuje u slu¢aju hematoloskog ili citogenetskog neuspeha kao sto
je definisano ELN preporukama. Preporucuje se metodologija direktnog sekvencioniranja,
iako se mogu koristiti i druge tehnike. Premda je poznavanje mutacionog statusa BCR-ABL
kinaznog domena dragocen podatak koji treba da se integriSe u donosenje algoritma lecenja
a u cilju pronalazenja najbolje terapijske strategije za svakog pacijenata ponaosob:
poveéanje doze imatiniba, prebacivanje na drugu generaciju TKI dasatinib ili nilotinib,
usmeravanje na alogenu transplantacije mati¢nih éelija hematopoeze, ili primena lekova u
fazi ispitivanja (104). Posebno su znacajne T315I Filadelfija hromozom-pozitivne leukemije
koje su inherentno otporne na sve licencirane inhibitore tirozin kinaze i kod kojih su
terapijske opcije ograni¢ene. Studija Nicolini FE. i sar. (105) je izvestila o ishodu alogene
transplantacije mati¢nih celija kod pacijenata sa dokumentovanom BCR-ABL T315I
mutacijom. Moguénost preZivljavanja 24 meseca posle alogene TMCH bila je 59% kod
pacijenata sa hronicnom fazom HML. Autori su zakljucili da alogena transplantacija maticnih
Celija predstavlja dragoceno terapeutsko sredstvo za pogodne pacijente sa BCR-ABL T315I
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mutacijom, instrument koji moZe ili ne mora biti zamenjen tre€om generacijom inhibitora
tirozin kinaze.

Prema poslednjem vodi¢u European LeukemiaNet-a iz 2013. godine (103) preporuceno je da
pacijenti sa HML koji je optimalno reaguju na terapiju TKI treba da nastave da ih primaju na
neodredeno vreme, u standardnim preporuc¢enim dozama. Sprovedene su kontrolisane
studije kod kojih je prekinuta terapija imatinibom kod nekih pacijenata koji su postigli
duboki molekularni odgovor (MR4,5 ili bolje). Oko 40% ispitivanih pacijenata odrZavalo je isti
stepen odgovora, tokom jedne do cCetiri godine. Gotovo svi oni pacijenti koji su imali
molekularni recidiv ponovo su postigli isti nivo dubokog molekularnog odgovora kada je
nastavljeno lecenje sa imatinibom (128). Ovi podaci su pruzili dokaz za hipotezu da tretman
TKI moze biti bezbedno prekinut, iako neke BCR-ABL pozitivne celija uvek ostaju
detektabilne (129). Medutim, ovi podaci su jo$ uvek nedovoljni da bi se postavile zvanicne
preporuke o obustavi lecenja van dobro dizajniranih, prospektivnih, kontrolisanih studija.

2.13. Prognosticki znacaj postizanja kompletnog citogenetskog i velikog
molekularnog odgovora

Jasno je utvrdeno da je odgovor veoma vazan prognosticki faktor za dugorocni ishod u HML.
Medutim, iako je dugorolna prognoza pacijenata sa HML koji su postigli kompletan
citogenetski odgovor na imatinib izuzetno povoljna, istrazivanje prognostickog znacaja
vremena postizanja odgovora treba da utvrdi ne samo povoljne posledice za postizanje
Zeljenog odgovora, vec i rizike sa kojim se svaki pacijent suocava dok ovoj odgovor ne bude
postignut. lako neki pacijenti mogu sigurno da poboljsaju svoj odgovor tokom vremena sa
nastavkom terapije imatinibom, pacijenti koji nisu postigli kompletan citogenetski odgovor
se stalno suocavaju sa dve suprotstavljene moguénosti ili da postignu taj nivo odgovora ili
eventualno progrediraju u uznapredovalu fazu bolesti. Tako se studija Quantis-Cardema A. i
sar. (106), fokusirala ne samo na pacijente koji su ostvarili kompletan citogenetski odgovor u
razli¢itim vremenskim intervalima, ve¢ i na analizu ishoda pacijenata sa HML koji nisu
postigli kompletan citogenetski odgovor u razli¢itim vremenskim intervalima tokom terapije
imatinibom. Njihovi rezultati su ukazali da je neuspeh da se postigne kompletan citogenetski
odgovor u prvih 12 meseci terapije imatinioom bio povezan sa visSim stopama progresije
bolesti i da je ovaj rizik bio primetan rano u toku terapije imatinibom. Verovatnoda
postizanja kompletnog citogenetskog odgovora polako se smanjivala ako ovaj odgovor jos
uvek nije bio postignut posle 3, 6 i 12 meseci terapije imatinibom, sa sliénim smanjenjem
verovatnoce postizanja velikog molekularnog odgovora. Medu pacijentima koji su bili
postigli kompletan citogenetski odgovor nisu bile uocene znacajne razlike u trajanju
kompletnog citogenetskog odgovora i ukupnog prezivljavanja bez obzira da li je taj odgovor
bio postignut pre 6 meseci, izmedu 6 i 12 meseci, ili posle 12 meseci. Rezultati ove studije su
ukazali na to da iako je dugorocni ishod pacijenata koji su ostvarili kompletan citogenetski

55



odgovor mogao biti slican bez obzira na vreme u kojem je postignut, pacijenti koji nisu uspeli
da dostignu kompletan citogenetski odgovor u prvih 12 meseci terapije imatinibom imali su
veéu stopu progresije bolesti i nizu verovatno¢u da postignu veliki molekularni odgovor.
Dubina molekularnog odgovora posle 3 meseca mogla bi da identifikuje pod skup pacijenata
sa povecanim rizikom od progresije, sugerisuéi da bi bilo poZeljno primeniti alternativnu
terapiju koja ¢e dovesti do postizanja viSe stope ranog molekularnog odgovora.

Obzirom da je postizanje velikog molekularnog odgovora bilo povezano sa veéom
verovatnoc¢om trajne citogenetske remisije i ukupnog preZivljavanja, Quantis-Cardema A. i
sar. (106) su analizirali dugorocni ishod pacijenata koji nisu bili postigli veliki molekularni
odgovor u razli¢itim vremenskim intervalima tokom prvih 12 meseci terapije imatinibom.
Posle 3 meseca terapije, pacijenti sa odnosom BCR-ABL/ABL transkripta ve¢im od 10% imali
su verovatnodéu da eventualno postignu kompletan citogenetski odgovor od 67%, a samo
54% verovatnoce da postignu veliki molekularni odgovor, Sto je znatno niZe od verovatnoce
koji su imali pacijenti sa nivoom transkripta nizim od ili jednakim 10% u istom vremenskom
trenutku. Zatim, posle 6 meseci terapije, otprilike 75% pacijenata imalo je nivoe BCR-
ABL/ABL transkripta nize od ili jednake 1%, ali su razlike medu grupama postale evidentnije
sa stopom dogadaja od 23% kod pacijenata sa BCR-ABL/ABL odnosom vec¢im od 10%.
Konaéno, mada je posle 12 meseci vecina pacijenata imala niske nivoe transkripta, oni sa
odnosom vecim od 10% su imali jasno nizu verovatnocu poboljSanja njihovog citogenetskog
odgovora (45%) i postizanja velikog molekularnog odgovora (7%) kao i vedi rizik od razvijanja
dogadaja (50%).

Rezultati TOPS studije (107), u kojoj su pacijenti sa novodijagnostikovanom HML dobijali ili
imatinib 400 mg/dnevno ili 800 mg/dnevno kao inicijalnu terapiju, ukazali su da iako je
postojalo poboljSanje stope kompletnog citogenetskog i velikog molekularnog odgovora u
ranijim vremenskim intervalima, ove razlike su bile male i postajale su statisticki beznacajne
posle 12 meseci od pocetka od terapije. U ovoj studiji, primena imatiniba u dozi od 800
mg/dnevno je indukovala raniji kompletan citogenetski i veliki molekularni odgovor kod
pacijenata sa novodijagnostikovanom hronicnom fazom HML. Razlike u stopi velikog
molekularnog odgovora posle 3 i 6 meseci, vreme postizanja velikog molekularnog odgovora
kao i stopa kompletnog citogenetskog odgovora posle 6 meseci izmedu ispitivanih grupa
pacijenata bile su statisticki znacajne. Znatno veéi procenat pacijenata u grupi sa 800
mg/dnevno su rano bili postigli kompletan citogenetski odgovor i to u roku od 6 meseci.
Posle 12 meseci terapije, stope velike molekularne remisije su bile uporedive izmedu
ispitivanih grupa. Razlozi za to su bili nepoznati. Moguce je da je tokom vremena, inhibitorni
efekat imatiniba dostigao plato koji je bio dostignut ranije sa visokom dozom imatiniba a
kasnije sa standardnom dozom.

Nasuprot TOPS studiji, u studiji sprovedenoj od strane ELN (87) stope velike molekularne
remisije i kompletne citogenetske remisije su bile uporedive kod pacijenata sa
novodijagnostikovanom hroni¢nom fazom HML koji su imali visok Sokal skor i koji su bili
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tretirani dozom imatiniba od 800 mg/dnevno naspram 400 mg/dnevno. Stopa kompletnog
citogenetskog odgovora posle jedne godine leCenja bila je 64% i 58% za pacijente koji su
leceni visokom i standardnom dozom imatiniba, respektivno. Nije bila detektovana razlika u
stopi kompletnog citogenetskog odgovora posle 3 i 6 meseci, u stopi molekularnog
odgovora u bilo kom trenutku i u stopi drugih dogadaja.

Prognosticki Sokal skor je jo$ uvek primenjiv i predstavlja najvazniji osnovni prognosticki
faktor jer je zasnovan na bioloSkim karakteristikama leukemije. Razlozi zasto su pacijenti sa
visokim rizikom manje osetljivi na bilo koju terapiju, sa mogucim izuzetkom alogene
transplantacije matic¢ne ¢elije, nisu jasni. Pretpostavka je da starost, angaZovanje
megakariocitne loze, viSi procenat blasta, kao i veée prisustvo ekstramedularne
hematopoeze mogu svi biti uzroci ili posledice veceg stepena genomske nestabilnosti.
Medutim, ne postoje izvestaji o znacajnoj udruzenosti Sokal rizika sa genskom ekspresijom
profila leukemijskih celija ili drugim prognostickim faktorima.

Rezultati studije Baccarani M. i sar. (87) su u korelaciji sa rezultatima studije Hehlmann R. i
sar. (108), koja nije dokazala prednost upotrebe visokih doza imatiniba kod pacijenata sa
visokim Euro i Sokal skorom rizika. Znatno brie postizanje remisije je bilo videno kod
pacijenata sa niskim i srednjim rizikom, ali ne i kod pacijenata sa visokim rizikom $to se moze
objasniti visSim stepenom BCR-ABL nezavisnosti kod pacijenata sa visokim rizikom i poznate
nize efikasnosti imatiniba u kasnijim stadijumima HML. Medutim u studiji HehImann R. i sar.
(108) velika molekularna remisija posle 12 meseci je bila dostignuta signifikantno brze sa
dozom imatiniba od 800mg/dnevno, nego sa dozom imatiniba od 400mg/dnevno ili sa
imatinibom 400mg/dnevno plus interferonom-a, 55%, 31%, ili 35% respektivno. Incidenca
velike molekularne remisije posle 12 meseci je bila signifikantno visa sa imatinibom
800mg/dnevno 59% naspram 45%, u poredenju sa kombinacijom imatiniba 400mg/dnevno
plus interferonom-a 59% naspram 44%, u poredenju sa imatinibom 400mg/dnevno 59%
naspram 46%. U istoj studiji stopa kompletne citogenetske remisije je bila postignuta znatno
brZe sa imatinibom 800 mg/dnevno tokom prvih 24 meseci terapije. Razlike u kumulativnim
incidencama kompletne citogenetske remisije bile su dostigle maksimum od 13,5% posle 12
meseci i posle toga su se smanjivale.

Palandri F. i sar. (109) su procenjivali dugoro¢nu prognosticku vrednost molekularnog
odgovora u retrospektivnoj analizi pacijenata sa HML koji su bili leCeni imatinibom i koji su
postigli kompletan citogenetski odgovor sa standardnom dozom leka. Molekularni odgovor
je bio podeljen na stabilni (postojan veliki molekularan odgovor), nestabilni (povremeno
manje od velikog molekularnog odgovora) i nikada postignut veliki molekularni odgovor.
Znacajne razlike su primeéene u pogledu trajanja kompletnog citogenetskog odgovora i
prezivljavanja bez progresije izmedu pacijenata sa stabilnim, nestabilnim i nikada
postignutim velikim molekularnim odgovorom. Pacijenti sa stabilnim velikim molekularnim
odgovorom su imali samo 4% rizika da izgube kompletan citogenetski odgovor u poredenju
sa 21% pacijenata sa nestabilnim velikim molekularnim odgovorom ili 33% pacijenata koji
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nisu nikada postigli veliki molekularni odgovor. Konacno, ako je veliki molekularni odgovor
bio nestabilan, rizik od gubitka kompletne citogenetske remisije je bio vedi, ali ne znacajno
nego ako taj odgovor nije bio postignut, 33% u odnosu na 21%. Molekularno pracenje
pacijenata koji su postigli kompletan citogenetski odgovor ukazuju da pacijenti koji su
postigli stabilan veliki molekularni odgovor su imali ve¢u verovatnoc¢u odrZavanja stabilnog
kompletnog citogenetskog odgovora, sto je koreliralo sa boljom stopom preZivljavanja bez
progresije i ukupnim prezivljavanjem. Ovi podaci su potvrdili da je postizanje velikog
molekularnog odgovora prognosticki vazno, ali su i ukazali da je prognosticki znacaj
postizanja velikog molekularnog odgovora vedi ako je taj odgovor bio potvrden i stabilan.

2.14. Prognoza i predikcija u klini¢koj medicini

Termin prognoza potice od gréke reci mpoyvwon (prethodno znanje, prethodno saznavanje) i
generalno se definiSe kao procenjivanje verovatnocée nekog buduéeg stanja tj. zakljucivanje
unapred o necemu, dok se termin predikcija (lat. praedicere; pre- prethodno, dicere- reci)
odnosi na iskaz kojim se predskazuje neSto u buduénosti.

U medicinskoj literaturi prognoza se ¢esto poistovecuje sa ocekivanim tokom neke bolesti ili
dugotrajnim ishodom bolesti. Esencijalni deo klinicke prakse ve¢ u Hipokratovoj medicini
predstavlja dijagnoza, terapija, profilaksa i prognoza. Stoga prognoza ima centralno mesto u
procesu donoSenja klinickih odluka (110). Prognosticki modeli ¢e postati joS vazniji u
buduénosti, sa povecanjem kvantuma znanja o potencijalnim prediktorima ishoda npr.
uticaju genetskih faktora. Takode, broj primena prognostickih studija ée se povecavati u cilju
rane detekcije bolesti ili individualizovanog pristupa dijagnosti¢kim testiranjima i tretmanu,
jer moderna era medicine zasnovane na dokazima zahteva individualni pristup u procesu
donosenja klini¢kih odluka.

Prognosticke studije stoga zahtevaju pristup koji u dizajnu i analizi ukljuéuje viSe varijabli da
bi se odredili znacajni prediktori studiranog ishoda, da bi se dobila verovatnoéa pojave
ishoda za razli¢ite kombinacije prediktora, ili da bi se izgradili alati za procenu ovakve
verovatnoce. Ovi alati se Cesto nazivaju prognosticki modeli, prediktivni modeli, pravila
predikcije, ili rizik skorovi (111). Oni omogucavaju lekarima da koriste razlicite kombinacije
prediktora za procenu apsolutnog rizika ili verovatnoce da ée se odgovarajudi ishod dogoditi
kod konkretne osobe.

Na osnovu ciljeva, prognosticke studije se generalno dele na: (a) studije razvoja
prognostickog modela, (b) studije validacije njegovih performansi na novim pacijentima i (v)
studije proucavanja znacaja i uticaja modela za klinicku praksu.

Postoji puno odlicnih vodi¢a za prakticnu primenu statistickih procedura u razvoju
prognostickih studija (111, 112). Kao modeli predikcije u klinickoj medicini su daleko
najzastupljeniji modeli regresione analize, Sto je metodologija koja je primenjena i u ovom
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istrazivanju, iako postoje i drugi pristupi kao $to su modeli klasifikacije i modeli veStackih
neuronskih mreza (113).

2.14.1 Modeli regresione analize

Regresija je termin koji je prvi upotrebio geneticar Galton u drugoj polovini 19. veka i Cesto
se koristi kao generalni termin koji obuhvata modele linearne regresije ili viSestruke
regresione modele. Kod ovih modela, pretpostavlja se da o¢ekivana vrednost jedne varijable
Y zavisi od jedne ili viSe drugih varijabli (X1, X2, ..). Varijabla Y se naziva zavisna varijabla,
varijabla odgovora ili ishodna varijabla. Varijable X se c{esto nazivaju prediktorne,
eksplanatorne, kontrolisane ili nezavisne varijable.

Regresiona analiza ispituje odnos imedu zavisne varijable Y i (najmanje jedne) nezavisne
varijable X. Taj odnos je predstavljen matematickim modelom (regresionim modelom), tj.
jedna¢inom koja povezuje zavisnu sa nezavisnim varijablama u niz odgovarajucih
pretpostavki. Model koji je konstruisan, predstavlja verovatan odnos medu varijablama, a
najéesc¢e se koristi sa ciliem predvidanja ili ocene vrednosti zavisne varijable na osnovu
odgovarajucih vrednosti nezavisnih varijabli (114).

Opsti oblik regresionog modela predstavljen je funkcionalnom vezom, regresionom
funkcijom fizmedu dve varijable:

Y = f(X) (1)

Najjednostavniji oblik svih regresionih modela je linearni regresioni model sa dve varijable X
i Y. Osim linearnih modela, mogu se primeniti i nelinearni modeli, npr. eksponencijalnog
rasta, eksponencijalnog opadanja, asimptotske regresije ili logistickog rasta. Ovi modeli su
nelinearni jer su parametri uglavnom u multiplikovanom obliku. Modeli visestruke regresije,
koji prikazuju vezu zavisne promenljive Y i viSe nezavisnih promenljivih X1, X,...,Xn, su
prirodno uopstenje metoda koji ispituju odnos pojedinacnih varijabli i vrlo su ¢est nacin za
reSavanje istrazivackih problema, jer omogucavaju uvid u odnos vise varijabli sa ispitivanim
ishodom. Ovi modeli se mogu koristiti za identifikaciju najvaznijih prediktornih varijabli i za
kreiranje pravila predikcije (111).

Visestruki linearni modeli pretpostavljaju linearnu vezu izmedu zavisne varijable Y i k
nezavisnih varijabli X1, Xa,.. Xk:

Y=Bo+PXa+PaXo+..+PiXc + € (2)

Varijable Xi zovemo i eksplanatornim, zbog njihove osobine da objasne varijabilnost u Y ili
prediktori zbog njihove upotrebe u predvidanju vrednosti Y varijable.

Primena modela koji ukljucuju vise varijabli zavisi od prirode prediktornih i ishodnih varijabli,
a pregled viSestrukih regresionih modela koji se najces¢e koriste u klinickoj medicini
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prikazan je u tabeli 5 (113). Kao $to tip modela zavisi od prirode ishodnih varijabli, tako se
menja i interpretacija regresionih koeficijenata. Dobijeni regresioni koeficijenti se tumace
kao povecanje ili smanjenje srednje vrednosti, verovatnoce ili rizika ishoda u prisustvu
odredenog rizik faktora (za dihotomne varijable) tj. povecanja nezavisne kontinuirane
varijable, kod viSestruke lineralne regresije, logisticke regresije ili proporciolanog hazardnog
modela respektivno.

Za analizu dihotomnih ishodnih varijabli mogu se koristiti razli¢iti matematicki modeli, ali je
daleko najpopularnija metoda logisticke regresije (LR), koja je koris¢ena i ovom radu (115).
Postoje dva primarna razloga za izbor logisticke regresije: (a) LR je fleksibilna i lako
primenljiva funkcija sa matematicke tacke gledista i (b) LR daje bioloski svrsishodna
tumacenja.

Tabela 5. Najcesce korisceni visestruki modeli u klinickoj medicini (113)

Metod Prediktorne varijable Ishodne varijable

ViSestruka linearna regresija  Kategorijske ili kontinuirane  Kontinuirane

e . Kontinuirane sa normalnom .
Diskriminativna analiza L. . Dihotomne
distribucijom

Visestruka logisticka

regresija* Kategorijske ili kontinuirane  Dihotomne

Log-linearni modeli* Kategorijske Kategorijske

Cox-ov proporcionalni Vreme do pojave ishoda
hazardni model* (npr. prezivljavanje)
* MoZe se koristiti za procenu relativnog rizika prediktornih varijabli prilagodenih za ostale varijable

Kategorijske ili kontinuirane

Logisti¢ka regresija ne vrsi direktno modelovanje uslovne srednje vrednosti zavisne varijable,
vec je uslovna srednja vrednost transformisana upotrebom logit funkcije veze. Ova funkcija
predstavlja prirodni logaritam Sansi (eng. odds) ostvarivanja nekog dogadaja, tj. odnosa
verovatnoce da ¢e se neki dogadaj dogoditi sa verovatno¢om da se isti nece ostvariti:

logit = log(odds) = log (1t/(1-1))= Bo+P1X1 + PaXot ...+ PBiXk (3)

Primarna popularnost logisti¢ke regresije potice iz ¢injenice da se izlazne vrednosti logisti¢ke
funkcije nalaze u rasponu od 0 do 1, za bilo koje vrednosti prediktora. Kako je model
dizajniran da bi se dobila predikcija verovatnoc¢e nekog ishoda, koja je uvek neka vrednost
izmedu 0 i 1, jasna je prednost ovog modela obzirom da to nije uvek slucaj sa drugim
alternativnim modelima. Drugi razlog popularnosti je oblik logisticke funkcije. Naime, ako se
X shvati kao reprezent indeksa koji kombinuje uticaje viSe razliCitih rizik faktora a f(X) kao
rizik pojave nekog ispitivanog dogadaja za datu vrednost X, onda izgled funkcije sugerise
minimalni uticaj za male vrednosti X, do odgovarajuceg praga vrednosti X, nakon cega
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verovatnoca naglo raste u okviru srednjih vrednosti X i ostaje ekstremno visoka kod visokih
vrednosti X.

Konacno, za procenu parametara modela LR se koristi metod maksimalne verovatnoce, koji
ima prednosti u odnosu na metod najmanjih kvadrata kod linearne regresije. Naime, model
maksimalne verovatnoce se moze primeniti i na kompleksne nelinearne i linearne modele
jer nema nikakvih restrikcija u vezi karaktera nezavisnih varijabli i zbog toga je pozeljnija
opcija za prilagodavanje logisti¢kih modela (116).
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3. CILJEVI RADA

U cilju poboljsanja prognoze klinickog ishoda pacijenata sa hroniénom mijeloidnom

leukemijom sprovede se istrazivanja koja kombinuju klinicke i morfometrijske parametre

biopsata kostane srii.

Istrazivacki ciljevi disertacije su:

Odrediti bazicne klinicke karakteristike i laboratorijske parametre pacijenata sa
hroniénom mijeloidnom leukemijom Filadelfija pozitivnom u hroni¢noj fazi;

Ispitati citogenetski i molekularni odgovor na primenjenu terapiju i odrediti stopu
kompletnog citogenetskog i velikog molekularnog odgovora, kao i znacaj postignutog
molekularnog odgovora za odrzavanje kompletne citogenetske remisije;

Utvrditi bazi¢ne klini¢ke i laboratorijske parametre koji uti¢u na klini¢ki tok bolesti
odnosno na postizanje kompletnog citogenetskog i velikog molekularnog odgovora
kod lecenih pacijenata sa hronicnom mijeloidnom leukemijom;

Sprovesti morfometrijsku analizu biopsata koStane srzi sa odredivanjem parametara
angiogeneze (mikrovaskularna gustina, velika duZina ose, mala duZina ose, povrsina,
obim, slucajni precnik, cirkularnost, odnos oblika, zaobljenost i punoéa krvnoga suda)
kod pacijenata sa hronicnom mijeloidnom leukemijom i kontrolne grupe, pre
pocetka lecenja;

Komparirati morfometrijske parametre angiogeneze pacijenata sa hroni¢nom
mijeloidnom leukemijom i kontrolne grupe radi dokazivanja razlike u stepenu
angiogeneze;

Identifikovati prognosticke morfometrijske parametre angiogenezne koji uticu na
postizanje kompletnog citogenetskog i velikog molekularnog odgovora na
primenjenu terapiju;

Razviti i uporediti prognosticke modele regresione analize u kojima su bazi¢nim
klinickim parametrima dodati pojedinacni morfometrijski parametri angiogeneze
kako bi se poveéala taénost predvidanja kompletnog citogenetskog i velikog
molekularnog odgovora na primenjenu terapiju.
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Radna hipoteza

Na osnovu podataka iz literature, pretpostavljeno je da postoje razlike u stepenu
angiogeneze kod pacijenata sa hronicnom fazom hroni¢ne mijeloidne leukemije u poredenju
sa osobama kod kojih nije prisutno ovo oboljenje.

To ¢ini osnovu za hipotezu da ukljucivanje morfometrijskih parametara angiogeneze u
prognosticke modele, zajedno sa dokazano uticajnim klinickim i laboratorijskim
parametrima, moZze poboljsati predvidanje postizanja kompletnog citogenetskog i velikog
molekularnog odgovora na terapiju imatinibom.

Na osnovu toga, pretpostavljeno je da je medu bazicnim klinickim i morfometrijskim
karakteristikama pacijenata moguce definisati udruzene prognosticke faktore koji mogu
odrediti tok bolesti i dovesti do razlika u ishodu lecenja.

63



4. PACIJENTI I METODE

4.1. Karakteristike pacijenata i tretman

Ovo ispitivanje sprovedeno je primenom savremenih dijagnostickih i terapijskih procedura u
leCenju hroni¢ne mijeloidne leukemije u cilju utvrdivanja klinickog znacaja angiogeneze i
predvidanja ishoda le¢enja.

Ispitivanja u okviru ovog istraZzivanja su obavljena u Klinici za hematologiju i klini¢ku
imunologiju Klinickog centra u Nisu, Institutu za patologiju Klinickog centra u Nisu, Decjoj
internoj klinici-odeljenju za citogenetske analize Klinickog centra u NiSu i Institutu za
onkologiju i radiologiju Srbije-laboratoriji za molekularnu genetiku. IstraZzivanje je obavljeno
u periodu od januara 2009. godine do januara 2014. godine.

Ispitivanje je obuhvatilo 40 pacijenta sa dijagnozom hronicne mijeloidne leukemije
Filadelfija pozitivne u hroni¢noj fazi, a kontrolnu grupu je Cinilo 20 pacijenta sa Hockinovim i
ne-Hockinovim limfomom bez infiltracije kostane srzi.

Svi pacijenti u okviru ovog istrazivanja su zapoceli le€enje preporuéenom dozom imatinib
mesilata od 400mg dnevno. Doza leka je eskalirana na 600mg odnosno 800mg dnevno u
slu¢aju neuspeha prethodne terapije, kod pacijenata sa citogenetskom refraktornoscu ili sa
citogenetskim relapsom.

4.2. Hematoloska, citogenetska i molekularna procena

Pre pocetka lecenja svakom ispitaniku sa hronicnom mijeloidnom leukemijom su uradeni:
klinicki pregled, kompletna krvna slika sa leukocitarnom formulom na 200 C(celija,
biohemijske analize, ultrazvucni pregled abdomena u cilju procene hepatosplenomegalije,
aspiraciona punkcija kostane srzi sa izradom mijelograma na 200 celija, biopsija koStane srzi
sa patohistoloSkom verifikacijom i odredivanjem parametara angiogeneze, citogentsko
ispitivanje metodom morfoloske citogenetike materijala iz koStane srzi. Svim pacijentima je
uradena procena relativnog rizika od progresije bolesti i smrti, primenom standardnih
prognostickih skoring sistema Sokal skora, Euro skora i EUTOS skora.
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Ispitanicima iz kontrolne grupe su odredivani parametri angiogeneze na materijalu biopsata
koStane srZi koja je obavljena za potrebe dijagnostike, kao deo standardne procedure za
procenu stepena proSirenosti bolesti kod limfoma. Kontrolnu grupu su cinili pacijenti bez
dokaza o limfomskoj infiltraciji koStane srzi i koji nisu dobijali hemioterapiju.

Hroni¢na faza hroniéne mijeloidne leukemije definisana je prema vazie¢im preporukama
European LeukemiaNet panela iz 2013. godine (101) kao prisustvo u krvnoj slici blasta manje
od 15%, bazofila manje od 20%, blasta uz promijelocite manje od 30% i trombocita viSe od
100x107/L.

Posle otpodinjanja terapije imatinib mesilatom, procenjivan je hematoloski, citogenetski i
molekularni odgovor na terapiju.

Hematoloski odgovor je procenjivan na osnovu klini¢kih kriterijuma, kompletne krvne slike
sa leukocitarnom formulom i standardnog biohemijskog panela. Pacijenti su praceni svakog
meseca do postizanja kompletne hematoloske remisije, koja je morala da bude potvrdena
dva puta uzastopno, a zatim posle 6 meseci ili u skladu sa drugim kontrolama.

Citogenetski odgovor procenjivan konvencionalnom citogenetskom tehnikom, direktnom
preparacijom materijala iz koStane srzi u medijumu u kojem se dodatkom kolhicina blokira
mitoza Celija u metafazi. Optimalan broj mitoza za analizu kariotipa i utvrdivanje prisustva
t(9;22)(g34;911) u trenutku postavljanja dijagnoze kao i za procenu stepena odgovora na
terapiju bio je najmanje 20. Pacijenti su praéeni citogenetski na 6 meseci do postizanja i
potvrde kompletnog citogenetskog odgovora, a zatim jednom godisnje u smislu otkrivanja
dodatnih hromozomskih aberacija kariotipa.

Molekularni odgovor procenjivan je kod ispitanika metodom kvantitativnog PCR-a
primenom reverzne transkriptaze na RNA periferne krvi posle postizanja kompletne
citogenetske remisije na svaka 3 meseca. lzrazavanje rezultata RQ-PCR je u procentima
shodno medunarodnim preporukama. Kao kriterijum odgovora uzima se BCR-ABL/ABL
odnos manji od 0,1% Sto se definiSe kao veliki molekularni odgovor. Posle postizanja i
potvrde velikog molekularnog odgovora RQ-PCR raden je svakih 6 meseci.

4.3. Kriterijumi odgovora

Kriterijumi hematoloskog, citogenetskog i molekularnog odgovora na terapiju su definisani u
skladu sa vazeéim preporukama European LeukemiaNet panela iz 2013. godine (103).

Kompletan hematoloski odgovor je definisan: broj leukocita manji od 10x10°/L, broj
trombocita manji od 450x10°/L, odsustvo mladih elemenata (blasta, promijelocita,
mijelocita) u perifernoj krvi i nestanak svih simptoma povezanih sa leukemijom (ukljucujudi
palpabilnu slezinu) u trajanju od najmanje Cetiri nedelje.
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Citogenetski odgovor je procenjivan na najmanje 20 metafaza i definisan kao: kompletan 0%
Ph+ ¢elija, parcijalni 1%-35% Ph+ Celija, mali 36%-65% Ph+ Celija, minimalan 66%-95% Ph+
Celija i odsutan >95% Ph+ celija. Veliki citogenetski odgovor podrazumeva zbir kompletnog i
parcijalnog citogenetskog odgovora.

Procena molekularnog odgovora se najbolje ocenjuje prema Medunarodnoj skali (IS), kao
odnos BCR-ABL transkripata i ABL transkripata i izrazava se kao procenat BCR-ABL na log
skali, gde 10%, 1%, 0,1%, 0,01%, 0,0032% i 0,001% odgovaraju smanjenjuod 1, 2,3,4,4,5i
5, loga respektivno, odnosno logove ispod standardne osnovne linije koji je koris¢ena u IRIS
studiji. BCR-ABL ekspresija od 0,1% ili manje odgovara velikom molekularnom odgovoru
(MMoR). Najnovije preporuke ELN iz 2013. godine (103) predlazu da se slededi kriterijumi
koriste za definisanje dubine molekularne remisije. MR4,0 je detektabilna bolest sa < 0,01%
BCR-ABL, dok je MR4,5 je detektabilna bolest sa < 0,0032% BCR-ABL transkripta. PredloZzeno
je da termin "kompletan molekularni odgovor" treba izbegavati i zameniti ga terminom
"molekularno nedetektabilna leukemija", uz navodenje broja kontrolnih transkripta kopija
gena.

4.4. Morfometrijska analiza

Za morfometrijsku analizu mikrovaskularnih struktura kostane srzi su koriséeni uzorci
biopsije koji su bili pripremljeni na sledeéi nacin. Reprezentativni uzorci biopsije koStane srii
su bili fiksirani u formalinu, dekalcifikovani sa EDTA/HCI i uklapani parafinom. Iz svakog
uzorka su pripremljeni preparati za imunohistohemijsku identifikaciju mikrovaskularnih
endotelnih ¢elija koji su bili obojeni monoklonskim misjim antitelom CD34 (klon QBEnd 10;
Dako, Carpinteria, CA, USA). U literaturi postoje podaci o znacaju CD34 antigena kao izboru
za procenu angiogeneze u kostanoj srzi kod pacijenata sa mijeloproliferativnim bolestima.
Imunohistohemijsko bojenje je bilo izvrSeno koriséenjem standardne streptavidin
perokidaza metode. U skladu sa objavljenim konsenzusom, smede obojene endotelne celije
ili klasteri, sa ili bez lumena, koje su jasno odvojene od susednih malih krvnih sudova i drugih
¢elija kostane srzi, smatrali su se jednim malim krvnim sudom koji se broji. Pored endotelnih
¢elija, mijeloidni blasti su bili snazno pozitivho obojeni CD34 antitelom, njihova morfologija
je prilicno lako prepoznatljiva te ih je bilo lako razlikovati od vaskularnih struktura a sluzili su
kao kontrola za verifikovanje adekvatnosti bojenja.

Imunohistohemijski CD34 obojeni mikroskposki preparati su bili analizirani na Leica DMR
mikroskopu sa digitalnom kamerom primenom direktne digitalizacije. Slike su prvo
analizirane na uveéanju od 200x da bi se identifikovale oblasti koje pokazuju najintenzivniju
vaskularizaciju takozvane "vruce tacke", a zatim su na uveéanju od 400x na podruéju "vruce
tacke'" bile analizirane mikrovaskularne strukture. Kvantifikacija na digitalnim slikama bila je
obavljena pomocu softvera (Imagel Software, National Institutes of Health, USA) na
personalnom racunaru.
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Odredivani su sledeé¢i morfometrijski parametri:

=

4.

Ul

(o)}

~N

0o

1. Mikrovaskularna gustina
2. Velika duzina ose

3. Maladuzina ose

4. Povrsina

5. Obim

6. Slucajni precnik
7. Cirkularnost

8. 0Odnos oblika

9. Zaobljenost

10. Punoca

MVD

MAJOR AXIS

MINOR AXIS

AREA

PERIMETER

FERET DIAMETER

CIRCULARITY

ASPECT RATIO

ROUNDNESS

SOLIDITY

. Mikrovaskularna gustina (MVD) predstavlja totalni broj mikrovaskularnih struktura po

vidnom polju velikog uveéanja (400x), HPF (high power field), povr$ine ~ 0,5mm?;

. Velika duzina ose (MAJOR AXIS) je rastojanje izmedu dve tacke duz periferije krvnog suda

koje su najudaljenije;

. Mala duzina ose (MINOR AXIS) je najduza osa normalna na glavnu osu koja se formira od

dve tacke duz periferije krvnog suda;

kvadratnim jedinicama (mm?, um?);

. Obim (PERIMETER) je duzina linije kojom je ogranicen selektovani krvni sud;

PovrSina (AREA) krvnog suda je izrazena u kvadratnim pikselima ili u kalibrisanim

. Slucajni prec¢nik (FERET DIAMETER) predstavlja najduze rastojanje izmedu bilo koje dve

tacke duz granice selektovanog krvnog suda, poznato i kao maksimalni kaliper;

. Cirkularnost (CIRCULARITY) je izvedena mera i dobija se iz povrsine i obima, prema formuli

Cirkularnost=(4nxPovrsina)/Obim?. Vrednost cirkularnosti od 1,0 odgovara idealnom

krugu, dok vrednost koja se priblizava 0,0 ukazuje na sve izduzeniji oblik;

. Odnos oblika (ASPECT RATIO) predstavlja odnos Sirine i visine fitovane elipse koja najbolje

odgovara selektovanom krvnom sudu, izra¢unava se iz odnosa Velika osa/Mala osa;
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9. Zaobljenost (ROUNDNESS) se izra¢unava po formuli (4xPovrdina)/(rixVelika osa?) ili kao
inverzni Odnos oblika;

10. Punoca (SOLIDITY) se izracunava po formuli Povrsina/Konveksna Povrsina.

Celokupno merenje za svakog od pacijenata je uradeno bez znanja drugih podataka o
pacijentu.

4.5, Statisticke metode

Dobijeni rezultati su prikazani tabelarno i graficki i obradeni po metodologiji deskriptivne i
analiticke statistike. Statisticka izracunavanja su izvrSena u programu STATA 12 (StataCorp
LP, SAD).

Deskriptivne statisticke analize su prikazane u formi mera centralne tendencije (medijana i
interkvartilni raspon) ili u formi relativnih brojeva (procenata). Vrednosti su prikazivane u
formi 95% intervala poverenja (IP).

Potencijalne povezanosti prediktora sa ishodom su analizirane Wilcoxon-ovim testom sume
rangova (Mann-Whitney test) za kontinuirane i ordinalne varijable, dok je za ostale varijable
koriséen Pearson-ov y’test ili Fisher-ov egzaktni test.

Selekcija varijabli i viSestrukih modela je izvrSena na osnovu testa odnosa verovatnoca.
Testirane su sve klini¢ki znacajne dvosmerne interakcije u formi produkta nezavisnih
varijabli.

Dijagnostika modela je ukljucivala testiranje link funkcije, transformacije varijabli, viSestruke
kolinearnosti i uticajnih opservacija. Potrebe za transformacijom nezavisnih varijabli su
testirane Box-Tidwell metodom i metodom frakcionih polinoma. Varijable su kodirane
referentno, osim u pojedinac¢nim slucajevima kada je koris¢eno centriranje varijabli u cilju
sprecavanja viSestruke kolinearnosti.

Kvalitet klasifikacionih modela je procenjivan na osnovu kalibracionih i diskriminacionih
kriterijuma.

Diskriminacija se odnosi na moguénost modela da razlikuje pacijente koji ¢e razviti ispitivani
ishod, za razliku od onih koji to neée. Diskriminativha snaga modela je procenjivana na
osnovu povrsine ispod tzv. ROK (eng. receiver operating characteristic) krive. ROK krive
predstavljaju graficki prikaz odnosa senzitivnosti i lazno pozitivnih nalaza (1-specificnost)
rezultata modela.

Povrsina ispod ROK krive vrednosti 1 odgovara testu koji perfektno razlikuje populacije sa
razliitim ishodom, dok povrsSina od 0,5 odgovara testu ciji rezultati predikcije nisu bolji od
slucajne verovatnoce.
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Kalibraciona sposobnost odreduje stepen podudaranja izmedu ishoda predvidenih
modelom i stvarnih ishoda i testirana je Hosmer- Lemeshow-im testom.

Verovatnoda ispitivanog ishoda pre i nakon predikcije modela (pozitivne ili negativne) za
tacku preseka od 0,5 je odredivana upotrebom formula zasnovanih na Bayes-ovoj teoremi.
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5. REZULTATI

5.1. Karakteristike pacijenata pre tretmana

Analizirano je 40 odraslih pacijenata sa hronicnom fazom hroni¢ne mijeloidne leukemije
Filadelfija pozitivne, le€¢enih imatinib mesilatom. Glavne klinicke i hematoloske karakteristike
pri dijagnozi su prikazane u tabeli 6. Srednje vreme pracenja ispitivane grupe pacijenata od
trenutka postavljanja dijagnoze do poslednje kontrole bilo je 43,25 meseci (raspon 7-66
meseci).

Prosec¢na starost ispitanika u trenutku postavljanja dijagnoze iznosila je 53,78 godina
(raspon 29-75), od toga je 16 pacijenata (40%) bilo starosti 60 i vise godina. Od ukupnog
broja analiziranih pacijenata 18 (45%) su bili muskarci, a 22 (55%) su bile Zene. Performans
status 2 i viSe po WHO skali imalo je 8 (20%) ispitanika.

Kod svakog pacijenta sa hroniécnom mijeloidnom leukemijom uradena je procena relativnog
rizika od progresije bolesti i smrti primenom prognostickih skoring sistema. Pacijenti su
podeljeni u tri prognosticke kategorije definisane Sokal i Euro skorom, odnosno dve
kategorije odredene EUTOS skorom. Na grafikonu 1 prikazana je struktura pacijenata u
zavisnosti od vrednosti Sokal skora, Euro skora i EUTOS skora.

- 34
35 - M Nizak
B Intermedijarni
30 1 Visok
25 A
20
18 18
20 - 16
15 A
10 1 6 6
5 | 2 n
0 T T 1
Sokal skor Euro skor EUTOS skor

Grafikon 1. Distribucija pacijenata unutar razliCitih prognostickih skoring sistema
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Od ukupnog broja ispitanika njih 60% su bili intermedijarnog i visokog Sokal skora i 55%
intermedijarnog i visokog Euro skora, dok je 15% bilo visokog EUTOS skora.

Tabela 6. Karakteristike pacijenata i bolesti pre pocCetka leCenja imatinib mesilatom

Bazicni parametri

Starost u vreme dg (god)
Medijana (raspon)

53,78 (29-75)

60g ili stariji, n(%) 16 (40)
Pol, n(%)
Muski 18 (45)
Zenski 22 (55)
Performans status po WHO, n(%)
0-1 32 (80)
2 8 (20)
Splenomegalija, 25cm, n(%)
Da 17 (42,5)
Ne 23 (57,5)

Leukociti (x10°/L)
Medijana (raspon)
>50x10°%/L, n (%)

135,55 (20-483)
30 (75)

Trombociti (x10°/L)
Medijana (raspon)
>450x10%/L, n (%)

430,98 (143-1165)
16 (40)

Hemoglobin (g/L)
Medijana (raspon)
>120g/L, n (%)

107,70 (65-155)
12 (30)

Blasti u perifernoj krvi (%)
Medijana (raspon)

1,96 (0-5,5)

>3%, n (%) 8 (20)
Bazofili u perifernoj krvi (%)
Medijana (raspon) 3,50 (0-7)
>4%, n (%) 15 (37,5)

Eozinofili u perifernoj krvi (%)
Medijana (raspon)

2,60 (0-7,5)

>3%, n (%) 14 (35)
Blasti u kostanoj srzi (%)
Medijana (raspon) 3,15 (0-7)
>5%, n (%) 11 (27,5)
Bazofili u kostanoj srzi (%)
Medijana (raspon) 2,68 (0-7)
24%, n (%) 13 (32,5)
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5.2. HematoloskKi i citogenetski odgovor

Srednje vreme postizanja kompletne hematoloske remisije bilo je 3,5 meseci (raspon 1-6
meseci), dok je 80% pacijenata postiglo kompletnu hematolosku remisiju unutar 3 meseca, a
97,5% pacijenata unutar 6 meseci od pocetka le¢enja imatinib mesilatom.

Rezultati lecenja imatinib mesilatom prikazani su u tabeli 7. Posle 6 meseci terapije broj
pacijenata koji su postigli kompletan citogenetski odgovor bio je 25 (62,5%), dok je posle 12
meseci taj broj iznosio 29 (72,5%) pacijenata. Sa nastavkom terapije primecen je
kontinuirani porasta kumulativne stope velikog i kompletnog citogenetskog odgovora cak i
posle 2 godine lecenja.

Od ukupnog broja analiziranih pacijenata tokom praéenja njih 36 (90%) su postigli neki
stepen citogenetskog odgovora, sa najboljom kumulativnom stopom velikog citogenetskog
odgovora i kompletnog citogenetskog odgovora od 87,5% i 75%, respektivno. U ispitivanoj
grupi 4/40 (10%) pacijenata je umrlo, dvoje u kompletnoj citogenetskoj remisiji zbog uzroka
koji nije povezan sa osnovnom boleséu, a dvoje zbog progresije osnovne bolesti.

Tabela 7. Stepen citogenetskog odgovora u razlic¢itim vremenskim intervalima

Vreme postizanja citogenetske remisije
Klinicki ishod 6 meseci 12 meseci 18 meseci Poslednji CgR

n % n % n % n %

Kompletan CgR 25 62,5 29 72,5 32 80 30 75
Parcijalni CgR 7 17,5 5 12,5 3 7,5 5 12,5
Veliki CgR 32 80 34 85 35 87,5 35 87,5
Minor/Minimal CgR 3 7,5 2 5 0 0 1 2,5
Odsutan CgR 5 12,5 3 7,5 3 7,5 4 10
Smrtni ishod 0 0 1 2,5 2 5 1 2,5

Zbog neuspeha terapije imatinibom, pet pacijenata je prevedeno na terapiju inhibitorima
tirozin kinaze druge generacije, od toga troje posle gubitka prethodno postignutog
kompletnog citogenetskog odgovora, a dvoje zbog nepostizanja kompletnog citogenetskog
odgovora u optimalnom vremenu. Od ukupnog broja analiziranih pacijenata 26/40 (65%) je i
dalje sa neprekinutim odgovorom na terapiju imatinibom a posle srednjeg vremena
pra¢enja od 36,68 meseci (raspon 6-60 meseci), sa srednjom duzinom trajanja kompletne
citogenetske remisije od 25,5 meseci (raspon, 3-56 meseci).
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5.3. Molekularni odgovor

Obzirom da je postizanje velikog molekularnog odgovora udruzeno sa poboljSanom
mogucnoscu postizanja dugotrajne citogenetske remisije, analiziran je stepen molekularnog
odgovora postignut tokom terapije inhibitorima tirozin kinaze. Grafikon 2 prikazuje
distribuciju najboljeg molekularnog odgovora ispitivane grupe pacijenata tokom analiziranog
perioda. U tom cilju pacijenti su podeljeni u grupe u odnosu na nivo BCR-ABL/ABL
transkripta, pri ¢emu se velikim molekularnim odgovorom smatra nivo BCR-ABL/ABL < 0,1%.
U ispitivanoj grupi veliki molekularni odgovor postiglo je 20/35 (57,14%) pacijenata, 15/35
(42,86%) nije postiglo ovaj nivo odgovora, a kod pet pacijenta nivo molekularnog odgovora
nije bio dostupan (smrtni ishod, progresija bolesti, neuspeh terapije). Srednje vreme
pracenja molekularnog odgovora za celu ispitivanu grupu bio je 17,89 meseci (raspon 6-48
meseci), a za grupu sa velikim molekularnim odgovorom 21,45 meseci (raspon 6-48 meseci).
Svi pacijenti kod kojih je pracen molekularni odgovor imali su najmanje dva PCR testiranja, a
kod pacijenata koji su postigli veliki molekularni odgovor, on je morao biti potvrden u dva
uzastopna PCR testiranja.
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Grafikon 2. Distribucija pacijenata prema stepenu molekularnog odgovora

U radu je razmatran dugorocni klinicki znacaj postizanja molekularnog odgovora. Zbog
postojanja malog broja smrtnih ishoda i transformacije tokom terapije inhibitorima tirozin
kinaze, analizirana je klinicka implikacija molekularnog odgovora na duZinu kompletne
citogenetske remisije. U tabeli 8 prikazan je stepen molekularnog odgovora kao i njegov
znacaj za postizanje kompletnog citogenetskog odgovora.
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Tabela 8. Znacaj postignutog molekularnog odgovora za odrZzavanje kompletne citogenetske
remisije

Najbolji odnos Broj pacijenata koji nisu | Medijana pra¢enja za MR
Vrednost BCR-ABL/ABL | postigliili su izgubili CCgR u mesecima
BCR-ABL/ABL o o _
n % n % X raspon
<0,1% 20 57,14 2 10 21,45 6-48
>0,1% 15 42,86 6 40 13,57 6-24
>0,1% do 1% 5 14,29 1 20 16 6-24
> 1% do 10% 7 20 3 42,85 10,71 6-30
> 10% 3 8,57 2 66,67 14 12-18

Od 20 pacijenata koji su imali najmanje jednu naknadnu citogenetsku analizu posle
postizanja velikog molekularnog odgovora, 2/20 (10%) je izgubilo kompletnu citogenetsku
remisiju u poredenju sa 6/15 (40%) pacijenta koji nisu postigli veliku molekularnu remisiju.

5.4. Podnosljivost imatinib mesilata

lako se imatinib generalno dobro podnosi, njegova primena udruZena je sa razli¢itim
nezeljenim efektima, od kojih su vecina blagog do umerenog intenziteta i opadaju posle
prvih nekoliko meseci tretmana. NeZeljeni efekti se reSavaju spontano ili posle prekida
uzimanja leka ili redukcijom doze leka ako je to potrebno. U tabeli 9 prikazana je stopa
nezeljenih efekata koji su povezani sa terapijom imatinib mesilatom.

Tabela 9. Stopa lek-zavisnih hematoloskih i nehematoloskih neZeljenih efekata

LecCeni pacijenti
Nezeljeni efekti Svi gradusi Gradus 3&4
n % n ’ %
Hematoloska toksicnost
Anemija 5 12,5 2 5
Leukopenija 9 22,5 3 7,5
Trombocitopenija 4 10 1 2,5
Nehematoloska toksi¢nost

Retencija tec¢nosti 8 20 0 0
Mijalgija 2 5 0 0

Umor 5 12,5 0 0

Dijareja 1 2,5 0 0
Povracanje 4 10 0 0

Ras 3 7,5 0 0
Glavobolja 6 15 0 0
Mucnina 12 30 0 0

74




Medu nehematoloskim neZeljenim efektima na terapiji imatinibom koji su se desili u >10%
pacijenata najzastupljeniji su bili mucnina, retencija tecnosti, glavobolja i ose¢aj umora. Od
svih imatinib zavisnih nehematoloskih nezeljenih efekata nijedan nije bio gradusa 3&4,
odnosno nije zahtevao prekid terapije. Od hematoloskih nezeljenih efekata najéesce je bila
prisutna leukopenija kod 22,5%, dok je neutropenija gradusa 3&4 bila zastupljena kod 7,5%
ispitivanih pacijenata. Stopa registrovane trombocitopenije koja je zahtevala prekid terapije
ili redukciju doze, nadena je kod 2,5% ispitanika, dok je anemija gradusa 3&4 koja je
zahtevala primenu transfuzije bila je prisutna kod 5% pacijenata.

5.5. Prognosticki faktori koji uticu na postizanje kompletnog citogenetskog
i velikog molekularnog odgovora

Povezanost izmedu karakteristika pacijenata pre tretmana i kasnije mogucnosti za
postizanje kompletnog citogenetskog odgovora prikazana je u tabeli 10. Statisticka analiza je
koris¢ena da se testira efekat vise bazi¢nih varijabli na mogucnost postizanja kompletnog
citogenetskog odgovora. Univarijantna analiza je pokazala da je od 13 bazi¢nih parametara
njih 7 statisticki znacajno udruzeno sa postizanjem ovog nivoa odgovora: manje od 3%
blasta u perifernoj krvi, manje od 4% bazofila u perifernoj krvi, manje od 4% bazofila u
kostanoj srzi (p<0,01), kao i splenomegalija manja od 5 cm ispod rebarnog luka u nivou MKL,
vrednost hemoglobina ve¢a od 120g/L, manje od 5% blasta u kosStanoj srZi i nizak EUTOS
skor (p<0,05).

Kod pacijenata koji su imali blaste u perifernoj krvi manje od 3%, njih 90% su postigli
kompletan citogenetski odgovor, a kod pacijenata koji su imali visi nivo perifernih blasta njih
10% je postiglo isti nivo odgovora u analiziranom periodu. Postojao je znacajno visi procenat
pacijenata koji su postigli kompletan citogenetski odgovor od 76,67% u grupi koja je imala
manje od 4% bazofila u perifernoj krvi, u odnosu na grupu pacijenata koja je imala vise
vrednosti bazofila u perifernoj krvi u kojoj je stopa ovog nivoa odgovora iznosila 23,33%.
Sli¢na situacija je bila i u grupi pacijenata koji su imali manje od 4% bazofila u kostanoj srzi
gde je stopa kompletnog citogenetskog odgovora iznosila 80%, dok je u grupi pacijenta sa
visSim procentom bazofila njih 20% postiglo ovaj nivo odgovora.

Analizirana je povezanost izmedu bazi¢nih klini¢kih karakteristika pacijenata udruzenih sa
postizanjem velikog molekularnog odgovora primenom univarijantne analize. U tabeli 11
prikazana je korelacija bazi¢nih karakteristika pacijenata i bolesti sa velikim molekularnim
odgovorom. Prema univarijantnoj analizi karakteristike udruzene sa ve¢om moguénos$éu
postizanja velike molekularne remisije ukljucivale su 3 od 13 bazi¢nih varijabli: manje od 4%
bazofila u perifernoj krvi, manje od 5% blasta u kostanoj srzi i nizak Euro skor rizika (p<0,05).
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Tabela 10. Prognosticki faktori udruZeni sa kompletnim citogenetskim odgovorom

Ukupni CCgR p
Bazicni parametri Ne Da Ukupno
(n=10) (n=30) (n=40)
Pol Zenski 7 (70 %) 15 (50%) 22 (55%)
Muski 3 (30%) 15 (50%) 18 (45%) 0,2330
Starost u vreme dg (god) 60,5 (48-67) 54,5 (43-63) 55,5 (48-65) 0,2603
<60 5 (50%) 19(63,3%) 24 (60%)
260 5 (50%) 11 (36,7%) 16 (40%) 0,351
Splenomegalija (cm) 10 (2-15) 2 (0-6) 3 (0-8,5) 0,0166
<5 3 (30%) 20 (66,7%) 23 (57,5%)
25 7 (70%) 10 (33,3%) 17 (42,5%) 0,049
Leukociti (x10°/L) 143 (91-226) 91,5 (48-170) |101,5 (54,5-176,5) 0,1337
<50 1 (10%) 9 (30%) 10 (25%)
250 9 (90%) 21 (70%) 30 (75%) 0,204
Trombociti (x10°/L) 307 (226-673) 384 (229-672) | 362,5(227,5-672,5) | 0,7194
<450 7 (70%) 17(56,67%) 24 (60%)
2450 3 (30%) 13 (43,3%) 16 (40%) 0,360
Hemoglobin (g/L) 9,3 (8,5-10,5) 11,55 (9,7-12,5) 10,6 (9,1-12,5) 0,0068
<120 10 (100%) 18 (60%) 28 (70%)
2120 0 (0%) 12 (40%) 12 (30%) 0,015
Blasti u perifernoj krvi (%) 2,75 (2-4,5) 1(0-2) 1,25 (0,5-2,25) 0,0009
0% 0 (0%) 10 (33,33%) 10 (25%)
1-2% 5 (50%) 17 (56,67%) 22 (55%) 0,007
23% 5(50%) 3 (10%) 8 (20%)
Bazofili u perifernoj krvi (%) 5,5 (4,5-6,5) 2(1,5-3,5) 3 (2,25-5,5) 0,0007
<4% 2 (20%) 23 (76,67%) 25 (62,5%)
24% 8 (80%) 7 (23,33%) 15 (37,5%) 0,002
Blasti u kostanoj srzi (%) 5 (4-5,5) 2(1,5-3,5) 2,5 (2-5) 0,0071
<5% 4 (40%) 25(83,33%) 29 (72,5%)
5% 6 (60%) 5(16,67%) 11 (27,5%) 0,014
Bazofili u koStanoj srii (%) 5(3-6) 2(1-2,5) 2(1-4,5) 0,0007
<4% 3 (30%) 24 (80%) 27 (67,5%)
24% 7 (70%) 6 (20%) 13 (32,5%) 0,006
Sokal skor 1,15 (0,89-1,35) 0,83 (0,72-1) 0,92 (0,76-1,14) 0,0199
Nizak 2 (20%) 14 (46,67%) 16 (40%)
Umeren 5 (50%) 13 (43,33%) 18 (45%) 0,174
Visok 3 (30%) 3 (10%) 6 (15%)
Euro skor 1128,75 769,85 875,23 0,0136
(1057,8-1274,24) | (599,75-1021,84) | (660,3-1128,75)
Nizak 2 (20%) 16 (53,33%) 18 (45%)
Umeren 7 (70%) 13(43,33%) 20 (50%)
Visok 1 (10%) 1(3,33%) 2 (5%) 0,145
EUTOS skor 65 (42-95) 25 (15-46) 35 (20,5-62,5) 0,0051
Nizak 6 (60%) 28 (93,33%) 34 (85%)
Visok 4 (40%) 2 (6,67%) 6 (15%) 0,026

Za sve kontinuirane varijable prikazani su medijana i interkvartni raspon (IQR). Za kategorijske varijable
prikazan je broj i procenat. Statisti¢ki testovi: Mann-Whitney test za kontinuirane varijable, FiSerov test ili
Pearson y? test za druge varijable. U koloni p, prva vrednost se odnosi na: Mann-Whitney test, a druga na
Fisher exact test. * p<0,05; ** p<0,01.
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Na grafikonu 3 graficki
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Grafikon 3. Vrednosti bazi¢nih laboratorijskih parametra koje su udruZene sa postizanjem
ukupnog kompletnog citogenetskog odgovora
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Tabela 11. Prognosticki faktori udruZeni sa velikim molekularnim odgovorom

Ukupni MMoR p
Bazicni parametri Ne Da Ukupno
(n=15) (n=20) (n=35)
Pol Zenski 7 (46,7%) 12 (60%) 19 (54,3%)
Muski 8 (53,3%) 8 (40%) 16 (45,71%) 0,330
Starost u vreme dg. (god) 60 (43-65) 53 (45,5-62,5) 55 (43-65) 0,4329
<60 7 (46,7%) 14 (70%) 21 (60%)
260 8 (53,3%) 6 (30%) 14 (40%) 0,148
Splenomegalija (cm) 2 (0-6) 2(0-7) 2(0-7) 0,9446
<5 10(66,7%) 12 (60%) 22 (62,9%)
25 5(33,3%) 8 (40%) 13 (37,1%) 0,482
Leukociti (x10%/L) 103 (69-244) 88,5 (45-170) 100 (49-223) 0,2111
<50 2(13,33%) 7 (35%) 9 (25,71%)
250 13 (86,67%) 13 (65%) 26(74,29%) 0,144
Trombociti (x10°/L) 272 (195-527) 384 (241,5-673) 383 (226-672) 0,4839
<450 10(66,7%) 11 (55%) 21 (60%)
2450 5(33,3%) 9 (45%) 14 (40%) 0,365
Hemoglobin (g/L) 10,5 (9,1-11,5) 11,7 (9,7-16,65) 11 (9,2-12,5) 0,1763
<120 12 (80%) 11 (55%) 23 (65,71%)
2120 3 (20%) 9 (45%) 12 (34,29%) 0,118
Blasti u perifernoj krvi (%) 2(1-2) 1(0-2) 1(0-2) 0,3053
0% 3 (20%) 7 (35%) 10 (28,57%)
1-2% 10(66,67%) 10 (50%) 20(57,14%)
23% 2(13,33%) 3 (15%) 5 (14,29%) 0,712
Bazofili u perifernoj krvi (%) 4 (2,5-5,5) 2,5(1,25-3,25) 2,5 (2-4,5) 0,0168
<4% 7 (46,7%) 17 (85%) 24 (68,57%)
24% 8 (53,3%) 3 (15%) 11 (31,43%) 0,020
Blasti u kostanoj srzi (%) 3(1,5-5,5) 2 (1,75-3,5) 2,5(1,5-4) 0,2262
<5% 9 (60%) 18 (90%) 27 (77,14%)
25% 6 (40%) 2 (10%) 8(22,86%) 0,046
Bazofili u koStanoj srzi (%) 2,5(0,65-4,5) 2 (1-2,5) 2(1-4) 0,5556
<4% 10(66,7%) 16 (80%) 26 (74,29%)
24% 5(33,3%) 4 (20%) 9(27,71%) 0,306
Sokal skor 0,79 (0,75-1,13) | 0,89 (0,74-1,06) 0,86 (0,75-1,12) 0,8938
Nizak 8 (53,3%) 8 (40%) 16 (45,71%)
Umeren 7 (46,7%) 9 (45%) 16 (45,71%)
Visok 0 (0%) 3 (15%) 3 (8,58%) 0,323
Euro skor 676,57 934,675 769,85 0,1133
(344,9-1057,8) | (718,23-1096,08) | (599,75- 1073,45)
Nizak| 11 (73,33%) 7 (35%) 18 (51,43%)
Umeren| 4 (26,67%) 12 (60%) 16 (45,71%)
Visok 0 (0%) 1 (5%) 1(2,86%) 0,041
EUTOS skor 35 (27-48) 21,5 (14-48) 28 (15-48) 0,2492
Nizakl 14 (93,33%) 18 (90%) 32 (91,43%)
Visok 1(6,67%) 2 (10%) 3 (8,57%) 0,610

Za sve kontinuirane varijable prikazani su medijana i interkvartni raspon (IQR). Za kategorijske varijable
prikazan je broj i procenat. Statisticki testovi: Mann-Whitney test za kontinuirane varijable, FiSerov test ili
Pearson y? test za druge varijable. U koloni p, prva vrednost se odnosi na: Mann-Whitney test, a druga na
Fisher exact test. * p<0,05; ** p<0,01.
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Na grafikonu 4 graficki su prikazane bazicne vrednosti statisticki najznacajnijih
laboratorijskih parametara koji uticu na postizanje velikog molekularnog odgovora.
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Grafikon 4. Vrednosti bazicnih laboratorijskih parametra koje su udruzene
sa postizanjem velikog molekularnog odgovora

Pacijenti koji su u vreme postavljanja dijagnoze imali bazofile u perifernoj krvi manje od 4%,
njih 85% su postigli veliki molekularni odgovor tokom trajanja terapije, dok je kod pacijenata
koji su imali visi nivo perifernih bazofila njih 15% postiglo isti nivo odgovora. Naden je
znacajno visi procenat pacijenata koji su postigli veliki molekularni odgovor od 90% u grupi
koja je imala manje od 5% blasta u koStanoj srzi, u odnosu na grupu pacijenata koja je imala
viSe vrednosti blasta u koStanoj srzi u kojoj je stopa ovog nivoa odgovora iznosila 10%.
Pacijenti sa niskim Euro skorom rizika postigli su veliki molekularni odgovor u 90% slucajeva.
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5.6. Komparacija angiogeneznih parametara izmedu Kkontrolne i grupe sa
hroni¢cnom mijeloidnom leukemijom

U radu su bile procenjivane razli¢ite morfometrijske karakteristike malih krvnih sudova, koji
su vizualizovani putem anti-CD34 imunohistohemijskog bojenja na uzorcima biopsije
koStane srZi 40 pacijenata sa hronicnom mijeloidnom leukemijom u hroni¢noj fazi u
trenutku postavljanja dijagnoze. Procenjivane su morfometrijske karakteristike angiogeneze
i na materijalu biopsata koStane srzi 20 ispitanika koji su cCinili kontrolnu grupu, 14
pacijenata sa ne-Hockinovim limfomom i 6 pacijenata sa Hockinovim limfomom, kod kojih
nije bilo dokaza o postojanju infiltracije koStane srzi limfomskim celijama. Mikrovaskularna
gustina, pet veli¢ina zavisnih i Cetiri oblik zavisnih morfometrijskih parametara su bili
kvantifikovani u regionu najintenzivnije vaskularizacije uz koris¢enje imidz analize. U tabeli
12 je prikazano poredenje morfometrijskih varijabli izmedu kontrolne grupe i grupe sa
hroni¢nom mijeloidnom leukemijom.

Tabela 12. Evaluacija vaskularnih morfometrijskih parametara u kontrolnoj i grupi
pacijenata sa hronicnom mijeloidnom leukemijom

Morfometrijski parametri Grupa sa HML Kontrolna grupa | Wilcoxon rank-

(n=40) (n=20) sum (Mann-

(medijana, IQR) | (medijana, IQR) Whitney) test

Mikrovaskularna gustina (n/HPF) 8,7 (7-10,7) 3,5(3-4,2) z )

Velika duzina ose (um) 31,7 (27,4-39,7) | 22,3(20,1-23,3) | 5,495 0,00
Mala duZina ose (um) 9,8 (7,4-12,9) 5,2 (4,3-5,5) 5,818 0,00
Povrsina (u’m) 258 (169,4-421,7) | 90,5 (70,5-108,3) | 5,567 0,00
Obim (um) 84,9 (70,7-103,9) | 57,9 (52,8-61,1) | 4,375 0,00
Slucajni precnik (um) 34,6 (29,9-42,8) | 25,3(23,4-27,6) | 3,920 0,00
Cirkularnost 0,48 (0,43-0,60) | 0,37(0,3-0,46) | 3,748 | 0,00
Odnos oblika 3,7 (3-4,4) 5,04 (4,6-6,15) | -4,062 | 0,00
Zaobljenost 0,35 (0,3-0,43) | 0,26 (0,22-0,34) | 3,254 | <0,01
Punoca 0,81 (0,77-0,87) | 0,79 (0,75-0,85) | 2,933 | <0,01

Mikrovaskularna gustina i veli¢ina zavisni morfometrijski parametri velika i mala duzZina ose,
povrsina, obim i slucajni precnik, su bili visi u hroni¢noj fazi hroni¢ne mijeloidne leukemije
nego u kontrolnoj grupi (p<0,01). Kontrolna grupa je pokazala nize vrednosti oblik zavisnih
morfometrijskih parametara cirkularnosti, odnosa oblika, zaobljenosti i punode krvnog suda
(p<0,01). Razlike su se ocitavale u povecanom broju krvnih sudova velikog kalibra i
nepravilnog oblika u koStanoj srzi hroni¢ne mijeloidne leukemije, nasuprot malom broju
jednostavnih i pravih mikro sudova u kontrolnoj grupi. Nalazi ukazuju na signifikantno
poviSenu vaskularnost u hroni¢noj mijeloidnoj leukemiji u poredenju sa kontrolnom
grupom.
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5.7. Korelacija parametara angiogeneze sa citogenetskim i molekularnim
odgovorom

U ovom istraZzivanju je ispitivano da li angiogeneza koStane srZi u trenutku postavljanja
dijagnoze hroni¢ne mijeloidne leukemije moZe predvideti stepen terapijskog odgovora,
odnosno mogucnost postizanja kompletnog citogenetskog i velikog molekularnog odgovora.
U tabeli 13 prikazana je povezanost angiogeneznih parametara i stepena citogenetskog
odgovora.

Tabela 13. Korelacija kompletnog citogenetskog odgovora i angiogeneznih parametara

CCgR (1-da; 0-ne)
Morfometrijski n=40
parametri Spearmanovi
.. L P
korelacioni koeficijenti
Mikrovaskularna gustina (n/HPF) -0,4560 0,0031
Velika duZina ose (um) -0,3301 0,0375
Mala duzina ose (um) -0,5952 0,0001
Povrsina (um?) -0,5202 0,0006
Obim (um) -0,3251 0,0407
Slucajni pre¢nik (um) -0,2751 0,0858
Cirkularnost -0,5752 0,0001
Odnos oblika 0,5452 0,0003
Zaobljenost -0,5302 0,0004
Punoc¢a -0,5652 0,0001

Statisti¢ki znacajna negativna korelacija je nadena izmedu postignutog kompletnog
citogenetskog odgovora i vrednosti mikrovaskularne gustine kao i veli¢ina zavisnih
morfometrijskih parametara: duzine male ose i povrSine krvnoga suda (p<0,01). Statisticki
znacajna negativna korelacija je nadena izmedu postignutog kompletnog citogenetskog
odgovora i oblik zavisnih morfometrijskih parametara: cirkularnosti, zaobljenosti i punoce
krvnoga suda, ali i statisticki znacajna pozitivna korelacija sa odnosom oblika (p<0,01).

Odnos izmedu evaluiranog stepena molekularnog odgovora i parametara angiogeneze dat je
u tabeli 14. Statisticki znacajna negativna korelacija je nadena izmedu postignutog velikog
molekularnog odgovora i vrednosti mikrovaskularne gustine kao i veli¢ina zavisnih
morfometrijskih parametara: duzine male ose, povrsine i obima krvnoga suda (p<0,01).
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Tabela 14. Korelacija velikog molekularnog odgovora i angiogeneznih parametara

MMoR (1-da; 0-ne)
Morfometrijski parametri .n =35
Spearmanovi p
korelacioni koeficijenti
Mikrovaskularna gustina (n/HPF) -0,5274 0,0011
Velika duZina ose (um) -0,4173 0,0126
Mala duzina ose (um) -0,5316 0,0010
Povr$ina (um?) -0,5431 0,0007
Obim (um) -0,4573 0,0057
Slucajni precnik (um) -0,3887 0,0210
Cirkularnost -0,2515 0,1450
Odnos oblika 0,2515 0,1450
Zaobljenost -0,2744 0,1107
Punoca -0,0743 0,6714

Medutim nije nadena statisticki znacajna korelacija izmedu postignutog velikog
molekularnog odgovora i analiziranih oblik zavisnih morfomerijskih parametara.

5.8. Prognosticki angiogenezni parametri koji uticu na postizanje
kompletnog citogenetskog i velikog molekularnog odgovora

Da bi se utvrdilo da li stepen angiogeneze koStane srzi pri postavljanju dijagnoze moze
predvideti ishod le¢enja pacijenata sa hronicnom mijeloidnom leukemijom, ispitivana je
povezanost izmedu morfometrijskih parametara i postizanja optimalnog terapijskog
odgovora. Asocijacija izmedu angiogeneznih parametra i kasnije moguénosti postizanja
kompletnog citogenetskog odgovora tokom tretmana je prikazana u tabeli 15.

U odnosu na postignut kompletan citogenetski odgovor, univarijantna analiza identifikovala
je sledece znacajne morfometrijske parametre: vrednost mikrovaskularne gustine manju od
9/HPF, malu duZinu ose manju od 10 pm, povrsinu manju od 350 um?, cirkularnost manju od
0,5, odnos oblika veéi od 3,5 i zaobljenost krvnoga suda manju od 0,35, koji ukazuju na
povecanu moguénost postizanja ovog nivoa odgovora (p<0,01). Sa niZim stepenom
statisticke znacajnosti (p<0,05) identifikovani su velika duzina ose manja od 35 um, obim
manji od 85 um i punoé¢a krvnoga suda manja od 0,77, kao znacajni morfometrijski
parametri za postizanje kompletnog citogenetskog odgovora.
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Tabela 15. Angiogenezni parametri udruZeni sa kompletnim citogenetskim odgovorom

Ukupni CCgR
Morfometrijski Ne Da Ukupno p
parametri (n =10) (n=30) (n=40)
Mikrovaskularna gustina 10,5 (9,3-12) 8,5 (5-9,67) 8,71 (7-10,67) 0,0044
(n/HPF) <9 1 (10%) 20 (66,77%) 21 (52,5%)
29 9 (90%) 10 (33,33%) 19 (47,5%) 0,002
Velika duzina ose (um) 37,72 (33,6-42,2) | 29,8 (26,9-37,01) | 31,72 (27,4-39,7) | 0,0393
<35 3 (30%) 20 (66,77%) 23 (57,5%)
235 7 (70%) 10 (33,33%) 17 (42,5%) 0,049
Mala duZina ose (um) 15,26 (13,06-16,95) | 8,85 (7,37-10,46) | 9,76 (7,44-12,89) | 0,0002
<10 1 (10%) 20 (66,7%) 21 (52,5%)
210 9 (90%) 10 (33,33%) 19 (47,5%) 0,002
Povrsina (um?) 437,8 (413,1-633,6) | 213,8(159,9-348,5) | 258 (169,4-421,7) | 0,0012
<350 1 (10%) 23 (75,67%) 24 (60%)
2350 9 (90%) 7 (23,33%) 16 (40%) 0,000
Obim (um) 100,8 (89,4-110,9) 76,5 (70-95,3) 84,9 (70,7-103,9) | 0,0423
<85 2 (20%) 18 (60%) 20 (50%)
285 8 (80%) 12 (40%) 20 (50%) 0,032
Slucajni precnik (um) 40,9 (35,4-47) 32,1 (29,4-41,4) 34,6 (29,9-42,8) 0,0858
<40 5 (50%) 22 (73,33%) 27 (67,5%)
240 5 (50%) 8 (26,67%) 13 (32,5%) 0,165
Cirkularnost 0,61 (0,54-0,65) 0,45 (0,42-0,57) 0,48 (0,43-0,60) 0,0003
<0,5 1 (10%) 21 (70%) 22 (55%)
20,5 9 (90%) 9 (30%) 18 (45%) 0,001
Odnos oblika 2,73 (2,64-3,15) 3,98 (3,45-4,53) 3,68 (2,95-4,36) 0,0007
<3,5 9 (90%) 9 (30%) 18 (45%)
23,5 1 (10%) 21 (70%) 22 (65%) 0,001
Zaobljenost 0,43 (0,39-0,48) 0,32 (0,29-0,39) 0,35 (0,30-0,43) 0,0009
<0,35 0 (0%) 19 (63,33%) 19 (47,5%)
20,35 10 (100%) 11 (36,67%) 21 (52,5%) 0,000
Punoca 0,89 (0,85-0,91) 0,79 (0,76-0,85) 0,80 (0,77-0,87) 0,0004
<0,77 0 (0%) 11 (36,67%) 11 (27,5%)
20,77 10 (100%) 19 (63,33%) 29 (72,5%) 0,024

Za sve kontinirane varijable prikazani su medijana i interkvartni raspon (IQR). Za kategorijske varijable prikazan
je broj i procenat. Statisti¢ki testovi: Mann-Whitney test za kontinuirane varijable, Fiderov test ili Pearson y?
test za druge varijable. * p<0,05; ** p<0,01.

U ovom istrazivanju univarijantom analizom identifikovani su mikrovaskularna gustina, mala
duZina ose i povrSina krvnoga suda kao faktori znacajno udruzeni sa postizanjem
kompletnog citogenetskog odgovora. Kod pacijenata koji su imali vrednost mikrovaskularne
gustine manju od 9/HPF i malu duZinu ose manju od 10 um, njih 66,77% su postigli
kompletan citogenetski odgovor, a kod pacijenata koji su imali visi nivo ovih varijabli njih
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33,33% je postiglo isti nivo odgovora u analiziranom periodu. Postojao je znacajno visi

procenat pacijenata koji su postigli kompletan citogenetski odgovor od 75,67% u grupi koja

je imala manju povrsinu krvnoga suda od 350 um?, u odnosu na grupu pacijenata koja je

imala vise vrednosti ovog parametra, u kojoj je stopa ovog nivoa odgovora iznosila 23,33%.

Pacijenti sa vrednostima cirkularnosti manjim od 0,5 i odnosom oblika ve¢im od 3,5 su u

70% slucajeva postigli kompletnu citogenetsku remisiju, a sa zaobljeno$¢éu manjom od 0,35 u

63,33% slucajeva. Analizirana je povezanost izmedu angiogeneznih parametara i kasnije

mogucénosti da se postigne veliki molekularni odgovor sto je prikazano u tabeli 16.

Tabela 16. Angiogenezni parametri udruZeni sa velikim molekularnim odgovorom

Ukupni MMoR
Morfometrijski Ne Da Ukupno P
parametri (n =15) (n=20) (n=35)
Mikrovaskularna gustina 10,67 (8,67-12) 7,67 (4,67-8,67) | 8,67 (5,33-10,67) | 0,0021
(n/HPF) <9 4 (26,67%) 16 (80%) 20 (57,14%)
29 11 (73,33%) 4 (20%) 15 (42,86%) 0,002
Velika duZina ose (um) 35,6 (30,28-41,43) | 28,39 (24,4-36,2) | 30,9(27,1-37,9) | 0,0150
<35 7 (46,67%) 14 (70%) 21 (60%)
235 8 (53,33%) 6 (30%) 14 (40%) 0,148
Mala duzina ose (um) 10,8 (9,6-13,2) 7,8 (6,7-10) 9,6 (7,4-11,4) 0,0019
<10 5(33,33%) 15 (75%) 20 (57,14%)
210 10 (67,67%) 5(25%) 15 (42,86%) 0,017
Povrsina (um?) 364,9 (235-434) |177,8(127,9-304,1) | 235 (161,4-401,2) | 0,0015
<350 7 (46,67%) 16 (80%) 23 (65,71%)
2350 8 (53,33%) 4 (20%) 12 (34,29%) 0,045
Obim (um) 91 (77,8-106,8) 71,7 (64,2-94,6) 77,8 (70-100,3) | 0,0077
<85 5(33,33%) 14 (70%) 19 (54,29%)
285 10 (67,67%) 6 (30%) 16 (45,71%) 0,034
Slucajni precnik (um) 39,7 (33,7-45,9) 31,1(27,7-39,6) 33,7 (29,6-41,5) | 0,0234
<40 10 (67,67%) 15 (75%) 25 (71,43%)
240 5(33,33%) 5(25%) 10 (28,57%) 0,433
Cirkularnost 0,51 (0,43-0,61) 0,46 (0,42-0,53) 0,47 (0,43-0,58) | 0,1425
<0,5 7 (46,67%) 15 (75%) 22 (62,86%)
20,5 8 (53,33%) 5(25%) 13 (37,14%) 0,087
Odnos oblika 3,67 (2,73-4,27) 3,98 (3,47-4,58) 3,76 (3,11-4,41) | 0,1425
<3,5 7 (46,67%) 6 (30%) 13 (37,14%)
23,5 8 (53,33%) 14 (70%) 22 (62,86%) 0,255
Zaobljenost 0,39 (0,31-0,45) 0,33 (0,3-0,36) 0,34 (0,3-0,43) 0,1096
<0,35 5(33,33%) 14 (70%) 19 (54,29%)
20,35 10 (67,67%) 6 (30%) 16 (45,71%) 0,034
Punoca 0,81 (0,76-0,85) 0,79 (0,76-0,85) 0,80 (0,76-0,85) | 0,6648
<0,77 5(33,33%) 6 (30%) 11 (31,43%)
20,77 10 (67,67%) 14 (70%) 24 (68,57%) 0,560

Za sve kontinirane varijable prikazani su medijana i interkvartni raspon (IQR). Za kategorijske varijable prikazan
je broj i procenat. Statisti¢ki testovi: Mann-Whitney test za kontinuirane varijable, Fiderov test ili Pearson y?
test za druge varijable. * p<0,05; ** p<0,01.
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Prema statistickoj analizi izmedu deset ispitivanih morfometrijskih parametara
identifikovani su vrednost mikrovaskularne gustine manja od 9/HPF (p<0,01), kao i mala
duZina ose manja od 10 um, povrsina manja od 350 um?, obim manji od 85 um i zaobljenost
krvnoga suda manja od 0,35 (p<0,05), kao znacajni pokazatelji postizanja velikog
molekularnog odgovora. Grupa ispitanika sa vrednos¢u mikrovaskularne gustine manjom od
9 je u 80% ispitanika postigla veliki molekularni odgovor.

5.9. Prognosticki faktori koji uticu na postizanje kompletnog citogenetskog
odgovora u razli¢itim vremenskim intervalima

Obzirom da su pojedine studije pokazale da je rani kompletan citogenetski odgovor na
imatinib imao znacdajnu povezanost sa prezivljavanjem bez dogadaja i smanjenu moguénost
progresije u fazu akceleracije ili blastne krize, u ovom istrazivanju su analizirani bazicni
faktori koji dovode do postizanja ranog kompletnog citogenetskog odgovora. U tabeli 17
prikazani su bazi¢ni parametri pacijenata koji su bili povezani sa postizanjem kompletnog
citogenetskog odgovora posle 6, 12 i 18 meseci terapije.

Univarijantnom analizom su identifikovane varijable koje su bile povezane sa veéom
verovatno¢om postizanja kompletnog citogenetskog odgovora posle 6 meseci terapije:
splenomegalija manja od 5 cm ispod rebarnog luka u nivou MKL, manje od 5% blasta u
kostanoj srzi (p<0,01), a sa nizim stepenom statisticke znacajnosti izdvojeni su jos i manje od
3% blasta u perifernoj krvi, manje od 4% bazofila u perifernoj krvi, manje od 4% bazofila u
kostanoj srzi, kao i nizak Sokal, Euro i EUTOS skor rizika (p<0,05).

U radu je bila ispitivana udruzenost izmedu karakteristika pacijenata pre tretmana i kasnije
mogucnosti da se postigne kompletan citogenetski odgovor posle 12 meseci terapije.
Univarijantnom analizom su bili identifikovani sledeéi nezavisni prognosti¢ki parametri:
prisustvo manje od 3% blasta u perifernoj krvi, manje od 4% bazofila u perifernoj krvi, manje
od 4% bazofila u kostanoj srzi (p<0,01), a sa nizom statistickom znacajnos$c¢u izdvojene su
splenomegalija manja od 5 cm ispod rebarnog luka u nivou MKL, manje od 5% blasta u
kostanoj srzi i nizak Sokal i EUTOS skor rizika (p<0,05).

Kako je za postizanje kompletnog citogenetskog odgovora posle 18 meseci terapije bilo
pokazano da je rani pokazatelj ishoda, u ovom istrazivanju su analizirane bazne
karakteristike pacijenata koje su udruZzene sa postizanjem tog stepena terapijskog odgovora.
Tom prilikom su identifikovani sledeci nezavisni prognosticki parametri udruzeni sa ve¢om
moguc¢nosc¢u postizanja kompletnog citogenetskog odgovora posle 18 meseci od pocetka
leCenja: splenomegalija manja od 5 cm ispod rebarnog luka u nivou MKL, manje od 3%
blasta u perifernoj krvi, manje od 4% bazofila u perifernoj krvi, manje od 4% bazofila u
koStanoj srzi i EUTOS skor rizika (p<0,01).
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Tabela 17. Klinicke i laboratorijske karakteristike pacijenata u vreme dijagnoze prema
kompletnom citogenetskom odgovoru posle 6, 12 i 18 meseci terapije

Klinicki ishod
Bazi¢ni parametri CCgR posle CCgR posle CCgR posle
n 6 meseci p* 12 meseci p* 18 meseci p*
Pol
jenski 22 | 12(54,55%) 0,251 | 16 (72,73%) 18 (81,82%)
muski 18 | 13 (72,22%) 13(72,22%) 0,623 | 14(77,78%) 0,528
Starost (godine)
<60 24 | 15(62,5%) 1,000 | 16(66,67%) 0,261 18 (75%) 0,292
260 16| 10(62,5%) 13 (81,25%) 14 (87,5%)
Splenomegalija (cm)
<5 23| 19(82,61%) 0,003 | 20(86,96%) 0,021 | 22(95,65%) 0,006
25 17| 6(35,29%) 9 (52,94%) 10 (58,82%)
Leukociti (x10°/L)
<50 10 8 (80%) 0,174 8 (80%) 0,432 8 (80%) 1,000
250 30| 17(56,67%) 21 (70%) 24 (80%)
Trombociti (x10°/L)
<450 24 | 17(70,83%) 0,159 18 (75%) 0,467 | 19(79,17%) 0,601
2450 16 8 (50%) 11 (68,75%) 13 (81,25%)
Hemoglobin (g/L)
<120 28 | 16(57,14%) 0,241 | 20(71,43%) 0,570 21 (75%) 0,225
2120 12 9 (75%) 9 (75%) 11 (91,67%)
Blasti u perifernoj krvi (%)
0% 10 9 (90%) 10 (100%) 10 (100%)
1-2% 22| 14(63,64%) 0,021 | 17(77,27%) 0,001 | 20(90,91%) 0,000
23% 8 2 (25%) 2 (25%) 2 (25%)
Bazofili u perifernoj krvi (%)
<4% 25 19 (76%) 0,026 22 (88%) 0,007 24 (96%) 0,002
24% 15 6 (40%) 7 (46,67%) 8(53,33%)
Blasti u kostanoj srzi (%)
<5% 29| 22(75,86%) 0,007 | 24(82,76%) 0,027 | 26(89,66%) 0,025
>5% 11| 3(27,27%) 5 (45,45%) 6 (54,55%)
Bazofili u kostanoj srzi (%)
<4% 27 | 20(74,07%) 0,034 | 25(92,59%) 0,000 27 (100%) 0,000
24% 13| 5(38,46%) 4 (30,77%) 5 (38,46%)
Sokal skor
nizak 16 | 13 (81,25%) 14 (87,50%) 15(93,75%)
umeren 18 | 11(61,11%) 0,025 | 13(72,22%) 0,047 | 15(83,33%) 0,015
visok 6 1(16,67%) 2 (33,33%) 2 (33,33%)
Euro skor
nizak 18 | 15(83,33%) 16 (88,89%) 17 (94,44%) 0,095
umeren 20 9 (45%) 0,029 12 (60%) 0,077 14 (70%)
visok 2 1 (50%) 1 (50%) 1 (50%)
EUTOS skor
nizak 34 | 24(70,59%) 0,021 | 27(79,41%) 0,039 | 30(88,24%) 0,010
visok 6 1(16,67%) 2 (33,33%) 2 (33,33%)

Podaci prikazuju broj (n) i procenat (%); * p vrednost za Pearson y? ili Fiserov test
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Na ovaj stepen citogenetskog odgovora utice manje od 5% blasta u koStanoj srZi i nizak
Sokal skor rizika ali sa nizZim stepenom statisticke znacajnosti (p<0,05). Distribucija vrednosti
statisticki najznacajnijin bazi¢nih klinickih i laboratorijskih parametara koji uticu na
postizanje kompletnog citogenetskog odgovora posle 6, 12 i 18 meseci terapije prikazana je
na grafikonima 5,61 7.
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Grafikon 5. Vrednosti bazicnih laboratorijskih parametara i splenomegalije u odnosu na
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Grafikon 6. Distribucija pacijenata sa i bez kompletnog citogenetskog odgovora u odnosu na
bazicni procenat blasta u razli¢itim vremenskim intervalima

Sa visokim stepenom znacajnosti utvrdeno je da pacijenti koji su imali splenomegaliju manju
od 5 cm ispod rebarnog luka u nivou MKL su u 82,61% postigli kompletan citogenetski
odgovor posle 6 meseci terapije, nasuprot pacijentima sa splenomegalijom vecom od 5cm
koji su ovaj nivo odgovora postigli u svega 35,29%. Sa istim stepenom znacajnosti utvrdeno
je da grupa pacijenata sa manje od 5% blasta u koStanoj srzi u 75,86% slucajeva postigla
kompletan citogenetski odgovor posle 6 meseci, a grupa sa visim procentom blasta u
koStanoj srzi u 27,27%.
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Grafikon 7. Distribucija pacijenata sa i bez kompletnog citogenetskog odgovora u odnosu na
bazicni procenat bazofila u razli¢itim vremenskim intervalima

Svi pacijenti kod kojih nisu bili prisutni blasti u perifernoj krvi postigli su kompletan
citogenetski odgovor posle 12 meseci terapije. Pored toga pacijenti koji su imali manje od
4% perifernih bazofila su u 88% slucajeva postigli kompletan citogenetski odgovor posle 12
meseci terapije, dok je 46,67% pacijenata sa vise od 4% bazofila u perifernoj krvi postiglo
ovaj nivo odgovora. Grupa ispitanika sa manje od 4% bazofila u koStanoj srzi postigla je
92,59% slucajeva isti nivo odgovora posle 12 meseci terapije, nasuprot 30,77% ispitanika sa
vise od 4% bazofila u koStanoj srizi.

89



Ispitivanjem bazi¢nih parametara koji uti€u na postizanje kompletnog citogenetskog
odgovora posle 18 meseci terapije utvrdeno je da su svi pacijenti bez prisutnih blasta u
perifernoj krvi i sa manje od 4% bazofila u koStanoj srZi postigli ovaj stepen odgovora u
analiziranom periodu. Grupa pacijenata sa manje od 4% perifernih bazofila u 96% je postigla
kompletan citogenetski odgovor posle 18 meseci terapije, a grupa sa vise od 4% bazofila u
perifernoj krvi je taj nivo odgovor postigla u 53,33% slucajeva. Ispitanici sa splenomegalijom
manjom od 5 cm ispod rebarnog luka u nivou MKL su 95,65% postigli kompletan
citogenetski odgovor u analiziranom periodu, nasuprot onima sa splenomegalijom ve¢om od
5 cm koji su ovaj nivo odgovora posle 18 meseci imali u 58,82% slucajeva. Konacno pacijenti
sa niskim EUTOS skorom rizika su 88,24% postigli kompletan citogenetski odgovor posle 18
meseci terapije.

5.10. Prognosticki angiogenezni faktori koji uticu na postizanje kompletnog
citogenetskog odgovora u razlic¢itim vremenskim intervalima

U ovom istrazivanju ispitivan je prognosticki znacaj morfometrijskih varijabli u hroni¢noj
mijeloidnoj leukemiji u odnosu na kompletan citogenetski odgovor posle 6, 12 i 18 meseci
terapije. U tabeli 18 prikazani su prognosticki angiogenezni parametri koji uti¢u na
postizanje kompletnog citogenetskog odgovora u razli¢itim vremenskim intervalima.

U radu su analizirani parametri angiogeneze u vreme postavljanja dijagnoze udruzeni sa
postizanjem kompletnog citogenetskog odgovora posle 6 meseci terapije. Morfometrijske
karakteristike udruzene sa veéom moguénoséu postizanja kompletnog citogenetskog
odgovora u ovom vremenskom intervalu ukljucivale su: povrsinu krvnoga suda manju od
350 um?, cirkularnost manju od 0,5 kao i zaobljenost krvnoga suda manju od 0,35 (p<0,01).
Sa manjim stepenom znacajnosti statistiCka analiza izdvojila je i malu duZinu ose krvnoga
suda manju od 10 um, kao i odnos oblika veci od 3,5 kao morfometrijske parametre koji
dovode do postizanja kompletnog citogenetskog odgovora u ispitivanom vremenskom
intervalu (p<0,05).

Ispitivani su i morfometrijski prediktivni faktori za postizanje kompletnog citogenetskog
odgovora posle 12 meseci terapije. Univarijantna analiza je identifikovala sledece velicina i
oblik zavisne morfometrijske parametre: veliku duzinu ose manju od 35 um, malu duzZinu
ose manju od 10 um, povrsinu manju od 350 pm?, obim manji od 85 um, cirkularnost manju
od 0,5, odnos oblika veci od 3,5 i zaobljenost krvnoga suda manju od 0,35, kao faktore
znacajno udruZene sa postizanjem ovog stepena odgovora posle 12 meseci terapije
(p<0,01).

Analiza prognostickog znacaja morfometrijskih varijabli za postizanje kompletnog
citogenetskog odgovora posle 18 meseci terapije izdvojila je: povrinu manju od 350 um?,
cirkularnost manju od 0,5, odnos oblika veéi od 3,5 i zaobljenost krvnoga suda manju od
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0,35 (p<0,01), ali i veliku duZinu ose manju od 35 um, malu duZinu ose manju od 10 um i

obim manji od 85 um (p<0,05), kao faktore znacajno udruZene sa postizanjem ovog stepena

odgovora posle 18 meseci terapije.

Tabela 18. Morfometrijski parametri angiogeneze u vreme dijagnoze prema kompletnom
citogenetskom odgovoru posle 6, 12 i 18 meseci terapije

Klinicki ishod
Morfometrijski CCgR posle CCgR posle CCgR posle
parametri n 6 meseci p* 12 meseci p* 18 meseci p*
n (%) n (%) n (%)
Mikrovaskularna
gustina (n/HPF)
<9 21 | 14 (66,67%) 0,403 18 (85,71%) 0,053 19(90,48%) 0,089
29 19 | 11(57,89%) 11 (57,89%) 13 (68,42%)
Velika duzina
ose (um)
<35 23 | 17 (73,91%) 0,080 21(91,30%) 0,003 21(91,30%) 0,047
235 17 | 8(47,06%) 8 (47,06%) 11 (64,71%)
Mala duZina
ose (um)
<10 21 | 17 (80,95%) 0,013 20(95,24%) 0,001 20(95,24%) 0,015
210 19 | 8(42,11%) 9 (47,37%) 12 (63,16%)
Povrsina
(nm?)
<350 24 | 19(79,17%) 0,010 23(95,83%) 0,000 23(95,83%) 0,004
2350 16 6 (37,5%) 6 (37,5%) 9 (56,25%)
Obim
(nm)
<85 20 15 (75%) 0,095 19 (95%) 0,002 19 (95%) 0,022
285 20 10 (50%) 10 (50%) 13 (65%)
Slucajni
precnik (um)
<40 27 | 19(70,37%) 0,138 22(81,48%) 0,075 23 (85,19%) 0,221
240 13 | 6(46,15%) 7 (58,85%) 9 (69,23%)
Cirkularnost
<0,5 22 | 18(81,82%) 0,007 20(90,91%) 0,005 22 (100%) 0,001
20,5 18 | 7(38,89%) 9 (50%) 10 (55,56%)
Odnos oblika
<3,5 18 | 8(44,44%) 0,033 9 (50%) 0,005 10(55,56%) 0,001
23,5 22 | 17(77,27%) 20 (90,91%) 22 (100%)
Zaobljenost
<0,35 19 | 16(84,21%) 0,008 18 (94,74%) 0,003 19 (100%) 0,003
20,35 21 | 9(42,86%) 11 (52,38%) 13 (61,90%)
Punoca
<0,77 11 | 9(81,82%) 0.116 10(90,91%) 0.110 11 (100%) 0.056
20,77 29 | 16(55,17%) 19 (65,52%) 21(72,41%)

* p vrednost za Pearson 2 ili FiSerov test. Podaci prikazuju broj (n) i procenat (%).
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Distribucija statisti¢ki najznacajnijih bazicnih morfometrijskih parametara koji uti¢u na
postizanje kompletnog citogenetskog odgovora posle 6, 12 i 18 meseci terapije prikazana je
na grafikonima 8 i 9.

CCgR posle 6 meseci CCgR posle 6 meseci
8 1 2
@ —
- T L]
L]

8
—© —_—
% — T E2-
2 H ——
= @
£51 g
)E E
Py [}
o =24
T

]

(=20 w —L

Ne Da Ne Da
CCgR posle 12 meseci CCgR posle 12 meseci
g &1
. L
8
—_t0 —
o L 1= ®J
g 2
~— © —_—
£81 g
o &
= ©
2 ==
S
o~
Ne Da Ne Da
CCgR posle 18 meseci CCgR posle 18 meseci
g &1
1 L
8
& Te
s =3 R
© o g PR
£31 o
F ©
z ©
g =21
2
o~

Grafikon 8. Vrednosti bazicnih parametra povrsine i duZine male ose u odnosu na postizanje
kompletnog citogenetskog odgovora u razli¢itim vremenskim intervalima
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Grafikon 9. Vrednosti bazicnih parametra mikrovaskularne gustine i faktora oblika u odnosu
na postizanje kompletnog citogentskog odgovora u razli¢itim vremenskim intervalima

Grupa pacijenata koja je u vreme postavljanja dijagnoze imala povrsinu krvnoga suda manju
od 350 um? u 79,17% slucajeva je postigla kompletan citogenetski odgovor posle 6 meseci
terapije, nasuprot grupi sa povrsinom ve¢om od 350 um? gde je ta stopa iznosila 37,5%.
Pacijenti sa vrednostima cirkularnosti manjim od 0,5 su u 81,82% postigli kompletan
citogenetski odgovor u analiziranom periodu, dok su pacijenti sa viSim vrednostima
cirkularnosti u 38,89% slucajeva postigli ovaj stepen odgovora posle 6 meseci terapije. Sli¢ni
rezultati dobijeni su analizom zaobljenosti krvnoga suda, pacijenti sa vrednostima manjim
od 0,35 su u 84,12% slucajeva dostigli kompletan citogenetski odgovor posle 6 meseci, a oni
sa viSim vrednostima zaobljenosti krvnoga suda u 42,86%.
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Ispitivanjem morfometrijskih parametara koji uti¢u na postizanje kompletnog citogenetskog
odgovora posle 12 meseci terapije utvrdeno je da pacijenti koji su inicijalno imali veliku
duZinu ose manju od 35 um, malu duZinu ose manju od 10 pum, povrsinu manju od 350 um? i
obim manji od 85 um su imali visoku verovatnocu postizanja kompletnog citogenetskog
odgovora u analiziranom periodu od 91,30%, 95,24%, 95,83% i 95%. Istovremeno pacijenti
koji su imali viSe vrednosti ovih parametara su u znacajno nizem procentu postigli ovaj
stepen odgovora posle 12 meseci terapije u 47,06%, 47,37%, 37,5% i 50% slucajeva.

Sto se ti¢e postizanja kompletnog citogenetskog odgovora posle 18 meseci lecenja svi
pacijenti koji su pri dijagnozi imali cirkularnost manju od 0,5, odnos oblika veéi od 3,5 i
zaobljenost krvnoga suda manju od 0,35 su postigli ovaj nivo odgovora. Pacijenti koji su imali
povriinu krvnoga suda manju od 350 pm? u 95,83% postigli su kompletnu citogenetsku
remisiju posle 18 meseci le€enja, a ispitanici koji su imali vise vrednosti povrSine krvnoga
suda su ovaj stepen odgovora postigli u 56,25%. Ispitanici sa vrednostima velike duzine ose
manjim od 35 um postigli su ovaj nivo odgovora posle 18 meseci terapije u 91,30%,
nasuprot onima sa viSim vrednostima velike duzine ose kod kojih je stopa tog odgovora
iznosila 64,71%.

5.11. Znacaj morfometrijskih parametara za predvidanje kompletnog
citogenetskog odgovora u razlic¢itim vremenskim intervalima

U cilju predvidanja postizanja kompletnog citogenetskog odgovora posle 6, 12 i 18 meseci
terapije primenjeni su modeli logisticke regresije. U modelima je koris¢en najnoviji
prognosticki skoring sistem, EUTOS skor, koji obuhvata stepen splenomegalije i procenat
bazofila u perifernoj krvi i koji je razvijen na pacijentima koji su le¢eni imatinib mesilatom. U
cilju poboljsanja prediktivne moéi u modele logisticke regresije dodati su morfometrijski
parametri angiogeneze u trenutku postavljanja dijagnoze. Analiza je izvrSena posebno za
svaki vremenski interval i prikazani su pojedinaéni modeli logisti¢cke regresije u kojima je
pored EUTOS skora dodavan jo$ po jedan morfometrijski parametar angiogeneze, prema
stepenu statisticke znacajnosti i klinickom iskustvu. Zatim je uradeno poredenje dobijenih
prediktivnih modela za predikciju kompletnog citogenetskog odgovora u razli¢itim
vremenskim intervalima i rezultati su prikazani tabelarno, pojedinacno i zbirno. Prikazano je
poredenje ROK kriva svih analiziranih modela logisti¢ke regresije za predvidanje postizanja
kompletnog citogenetskog odgovora u analiziranim vremenskim intervalima.

Tabela 19 i tabela 20 prikazuju viSestruke LR modele razvijene na ispitivanoj grupi pacijenata
sa ciljem predvidanja kompletnog citogenetskog odgovora posle 6 meseci terapije.
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Tabela 19. Predvidanje kompletnog citogenetskog odgovora posle 6 meseci terapije
upotrebom razlicitih LR skorova u vreme dijagnoze

MODEL 0 (Ishod CCgR 6m)

Varijabla Koef. SG (o} (95 % IP) z p
EUTOS skor -0,039 0,014 0,677* (0,511; 0,897)* -2,72 0,007
_konstanta 2,206 0,723 / / 3,05 0,002

Logaritamska verodostojnost = -21.503

Koef. = Procenjeni koeficijenti za logisticki regresioni model; SG = Procenjena standardna greska procenjenih koeficijenata;
0S = Procenjeni odnos $ansi ; 95% IP = 95% interval poverenja za odnos $ansi. z = Wald test; * OS za povecanje 10 jedinica
EUTOS skora.

MODEL 1 (Ishod CCgR 6m)

~

Varijabla Koef. SG oS (95 % IP) z p
EUTOS skor -0,039 0,014 0,679* (0,512;0,899)* -2,70 0,007
Mikrovaskularna -0,054 0,119 0,947 (0,75; 1,197) -0,45 0,650
gustina

_konstanta 2,675 1,290 / / 2,07 0,038

Logaritamska verodostojnost = -21.4

Koef. = Procenjeni koeficijenti za logisticki regresioni model; SG = Procenjena standardna greska procenjenih koeficijenata;
08 = Procenjeni odnos $ansi; 95% IP = 95% interval poverenja za odnos $ansi. z = Wald test; * OS za povecanje 10 jedinica
EUTOS skora.

MODEL 2 (Ishod CCgR 6m)

Varijabla Koef. SG (o} (95 % IP) z p

EUTOS skor -0,033 0,017 0,719* (0,518;0,998)* -1,97 0,048
Mala duZina ose (um) -0,282 0,135 0,754  (0,578;0,984) -2,08 0,037
_konstanta 4,900 1,656 / / 2,96 0,003

Logaritamska verodostojnost = -18.936

Koef. = Procenjeni koeficijenti za logisticki regresioni model; SG = Procenjena standardna greska procenjenih koeficijenata;
0S = Procenjeni odnos $ansi ; 95% IP = 95% interval poverenja za odnos $ansi. z = Wald test; * O3 za povecdanje 10 jedinica
EUTOS skora.

MODEL 3 (Ishod CCgR 6m)

Varijabla Koef. SG (0} (95 % IP) z p

EUTOS skor -0,035 0,016 0,703* (0,512;0,965)* -2,15 0,029
Povrina (um?) -0,005 0,002 0,632* (0,388;1,029) -1,84 0,065
_konstanta 3,476 1,121 / / 3,10 0,002

Logaritamska verodostojnost =-19.616

Koef. = Procenjeni koeficijenti za logisticki regresioni model; SG = Procenjena standardna greska procenjenih koeficijenata;
08 = Procenjeni odnos ansi ; 95% IP = 95% interval poverenja za odnos $ansi. z = Wald test; * OS za povecanje 10 jedinica
EUTOS skora. # OS za povecéanje 100 jedinica povriine.

MODEL 4 (Ishod CCgR 6m)

Varijabla Koef. SG (o} (95 % IP) z p

EUTOS skor -0,032 0,016 0,726* (0,532;0,990)* -2,02 0,043
Cirkularnost 9,924 4,767 0,371° (0,146;0,944)°> -2,08 0,037
_konstanta 7,053 2,600 / / 2,71 0,007

Logaritamska verodostojnost =-19.132

Koef. = Procenjeni koeficijenti za logisticki regresioni model; SG = Procenjena standardna greska procenjenih koeficijenata;
0S = Procenjeni odnos $ansi ; 95% IP = 95% interval poverenja za odnos $ansi. z = Wald test; * O3 za poveéanje 10 jedinica
EUTOS skora. $ OS za povecanje 0,1 jedinica cirkularnosti.
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Tabela 20. Poredenje prediktivnih modela za predvidanje kompletnog citogenetskog
odgovora posle 6 meseci terapije

Predikcioni model za P vrednost
kognpletarj ::gR p.?sle LR test Ukupno ::r::::::,
meseci teraplje Sn.| Sp. | PPV | NPV | korektno | PIK | - =0
Oznaka " x> klasifikovani pen
Modela Varijabla (5.5.1) P kalibracije
e modela
Model 0| EUTOSskor | - | - |88% [53,33%7586%72,73%  75% | 0,776 | 0,4919
EUTOS skor +
Model 1|Mikrovaskularna| 0,21 |0,650| 88% [53,33%75,86%(72,73%  75% | 0,787 | 0,8225
gustina
EUTOS sk
Model 2 MaLIJa 23;inzro+se 5,13 [0,024| 88% |53,33%(75,86%72,73% 75% |0,829| 0,8685
EUTOS sk
Model 3 Upoovsr;nc;” 3,77 0,052| 88% |46,67%(73,33%| 70% | 72,5% |0,824| 0,9739
EUTOS sk
Model 4 cLiJrk?jasmc;rs: 4,7410,029| 84% | 60% |77,78%/69,23% 75% |0,824| 0,1283

LR test-Test odnosa verodostojnosti za poredenje sa standardnim modelom (Model 0); %2 Hi kvadrat test; s.s.-
Stepen slobode; Sn - Senzitivnost, Sp - Specificnost, PPV - Pozitivna prediktivna vrednost, NPV - Negativna
prediktivna vrednost; PIK - PovrSina ispod ROK krive.

Na celokupnom uzorku, za tacku preseka od 0,5, Model O je zasnovan samo na EUTOS skoru,
Model 1 koji se bazira na EUTOS skoru i mikrovaskularnoj gustini, kao i Model 2 koji se
zasniva na EUTOS skoru i maloj duzini ose krvnoga suda su korektno klasifikovali 75%
pacijenta u odnosu na posmatrani ishod, odnosno postizanje kompletnog citogenetskog
odgovora posle 6 meseci terapije, sa pozitivnom prediktivnom vrednos$éu od 75,86% i
negativnom prediktivnom vredno$éu od 72,73%. Povrsina ispod ROK krive za Model 1 i
Model 2 iznosi 0,787 i 0,829, Sto pokazuje superiornost modela sa morfometrijskim
parametrima u odnosu na model koji koristi samo EUTOS skor.

Za razliku od prethodnih modela, Model 3 koji se bazira na EUTOS skoru i povrsini krvnoga
suda imao je najniZi procenat korektno klasifikovanih pacijenata od 72,5% u odnosu na
postizanje kompletnog citogenetskog odgovora u analiziranom vremenskom periodu sa
pozitivnom prediktivnom vrednos$¢u od 73,33% i negativnom prediktivnom vrednos$¢u od
70%. | kona¢no Model 4 koji se zasniva na EUTOS skoru i cirkularnosti je korektno
klasifikovao klini¢ki ishod u smislu postizanja kompletnog citogenetskog odgovora posle 6
meseci u 75% slucajeva, sa pozitivnom prediktivnom vrednos¢u od 77,78% i negativhom
prediktivnom vrednos¢u od 69,23%. PovrsSina ispod ROK krive za Model 3 i Model 4 iznosi
0,824 po modelu, sto pokazuje da modeli kojima su pridodati morfometrijski parametri
imaju bolju predikciju u odnosu na model koji koristi samo EUTOS skor. Na grafikonu 10 data
je komparacija ROK kriva analiziranih modela za predikciju postizanja kompletnog
citogenetskog odgovora posle 6 meseci terapije.
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C. Model 3 protiv EUTOS skora
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D. Model 4 protiv EUTOS skora
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Grafikon 10. Poredenje ROK kriva modela za predvidanje kompletnog citogenetskog
odgovora posle 6 meseci terapije A. Model 1, B. Model 2, C. Model 3, D. Model 4

Tabela 21 i tabela 22 prikazuju viSestruke LR modele razvijene na ispitivanoj grupi pacijenata
sa ciljem predvidanja kompletnog citogenetskog odgovora posle 12 meseci terapije.
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Tabela 21. Predvidanje kompletnog citogenetskog odgovora posle 12 meseci terapije
upotrebom razlicitih LR skorova u vreme dijagnoze

MODEL 0 (Ishod CCgR 12m)

os

Varijabla Koef. SG (95 % IP) z p
EUTOS skor -0,035 0,014 0,704%* (0,538; 0,920)* -2,57 0,010
_konstanta 2,62 0,792 / / 3,31 0,001

Logaritamska verodostojnost =-19.49

Koef. = Procenjeni koeficijenti za logisticki regresioni model; SG = Procenjena standardna greska procenjenih koeficijenata;
0S = Procenjeni odnos $ansi ; 95% IP = 95% interval poverenja za odnos $ansi. z = Wald test; * OS za povecanje 10 jedinica

EUTOS skora.

MODEL 1 (Ishod CCgR 12m)

Varijabla Koef. SG (0} (95 % IP) z p
EUTOS skor -0,041 0,016 0,662* (0,423;0,908)* -2,56 0,010
Mikrovaskularna -0,392 0,170 0,675 (0,484;0,943) -2,31 0,021
gustina

_konstanta 6,678 2,178 / / 3,07 0,002

Logaritamska verodostojnost = -15.94

Koef. = Procenjeni koeficijenti za logisticki regresioni model; SG = Procenjena standardna greska procenjenih koeficijenata;
0S = Procenjeni odnos $ansi ; 95% IP = 95% interval poverenja za odnos $ansi. z = Wald test; * OS5 za povecanje 10 jedinica

EUTOS skora.

MODEL 2 (Ishod CCgR 12m)

Varijabla Koef. SG (0} (95 % IP) z p

EUTOS skor -0,023 0,019 0,792* (0,547;1,147)* -1,23 0,218
Mala duzina ose (um) -0,474 0,172 0,622 (0,444, 0,872) -2,76 0,006
_konstanta 7,356 2,230 / / 3,30 0,001

Logaritamska verodostojnost =-13.743

Koef. = Procenjeni koeficijenti za logisticki regresioni model; SG = Procenjena standardna greska procenjenih koeficijenata;
08 = Procenjeni odnos $ansi ; 95% IP = 95% interval poverenja za odnos $ansi. z = Wald test; * 0S za povecanje 10 jedinica

EUTOS skora.

MODEL 3 (Ishod CCgR 12m)

Varijabla Koef. SG (0} (95 % IP) z p

EUTOS skor -0,027 0,017 0,762* (0,544;1,067)* -1,58 0,144
Povrina (um?) -0,008 0,003 0,432# (0,232;0,803)# -2,65 0,008
_konstanta 5,145 1,495 / / 3,44 0,001

Logaritamska verodostojnost = -14.55

Koef. = Procenjeni koeficijenti za logisticki regresioni model; SG = Procenjena standardna greska procenjenih koeficijenata;
0S = Procenjeni odnos $ansi ; 95% IP = 95% interval poverenja za odnos $ansi. z = Wald test; * OS za povecanje 10 jedinica
EUTOS skora. # OS za povecéanje 100 jedinica povriine.

MODEL 4 (Ishod CCgR 12m)

Varijabla Koef. SG (o} (95 % IP) z p

EUTOS skor -0,026 0,016 0,773* (0,562;1,063)* -1,58 0,113
Cirkularnost -12,712 5,521 0,281° (0,095;0,828)°* -2,30 0,021
_konstanta 8,961 3,134 / / 2,86 0,004

Logaritamska verodostojnost = -16.29

Koef. = Procenjeni koeficijenti za logisticki regresioni model; SG = Procenjena standardna greska procenjenih koeficijenata;
0S = Procenjeni odnos $ansi ; 95% IP = 95% interval poverenja za odnos $ansi. z = Wald test; * O3 za povecanje 10 jedinica

EUTOS skora. $ OS za povecanje 0,1 jedinica cirkularnosti.
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Tabela 22. Poredenje prediktivnih modela za predvidanje kompletnog citogenetskog
odgovora posle 12 meseci terapije

Predikcioni model za P
kompletan CgR posle LR test vrednost
12 meseci terapije Ukupno za Hosmer
Sn. Sp. PPV | NPV | korektno | PIK | Lemesho
Oznaka Varijabla XZ 0 klasifikovani w stepen
Modela (s.s.1) kalibracije
modela
Model 0| EUTOSskor | - | - |93,1% |36,36%|79,41%|66,67% 77,5% |0,747| 0,6489
EUTOS skor +
Model 1 |Mikrovaskularna| 7,1 |0,008|89,66%|63,64%|86,67%| 70% | 82,5% |0,853| 0,3168
gustina
Model 2 MEaLIJaTSS;iEZrOJ'Se 11,5 [0,001|96,55%|63,64%| 87,5% | 87,5% | 87,5% |0,891| 0,7318
Model 3 EU,IC?VSr;anr " 19,88 0,002/89,66%|54,55%|83,87%|66,67%  80%  |0,881| 0,3695
Model 4 EcL:er?nSasrlr(\Z: 6,40 |0,011(89,66%|54,55%|83,87%|66,67%| 80%  |0,837| 0,6773

LR test-Test odnosa verodostojnosti za poredenje sa standardnim modelom (Model 0); >3- Hi kvadrat test; s.s.-
Stepen slobode; Sn - Senzitivnost, Sp - Specificnost, PPV - Pozitivna prediktivna vrednost, NPV - Negativna
prediktivna vrednost; PIK - PovrSina ispod ROK krive.

Na celokupnom uzorku, za tacku preseka od 0,5, Model 0 koji je zasnovan samo na EUTOS
skoru je korektno klasifikovao 77,5% pacijenata u odnosu na posmatrani ishod, postizanje
kompletnog citogenetskog odgovora posle 12 meseci terapije, sa pozitivnom prediktivnom
vrednoséu od 79,41% i negativnom prediktivnom vrednos$éu od 66,67%. Model 1 koji se
bazira na EUTOS skoru i mikrovaskularnoj gustini je u odnosu na postizanje kompletnog
citogenetskog odgovora u analiziranom periodu korektno klasifikovao 82,5% ispitanika sa
pozitivnom prediktivnom vrednos¢u od 86,67% i negativnom prediktivnom vredno$c¢u od
70%. Najvisi procenat korektno klasifikovanih pacijenata u odnosu na postizanje kompletnog
citogenetskog odgovora posle 12 meseci terapije od 87,5% pokazao je Model 2 koji se
zasniva na EUTOS skoru i maloj duZini ose krvnoga suda, sa istim stepenom pozitivhe
prediktivne vrednosti i negativne prediktivne vrednosti od 87,5%. Povrsina ispod ROK krive
za Model 1 i Model 2 iznosi 0,853 i 0,891, Sto pokazuje superiornost modela sa
morfometrijskim parametrima u odnosu na model koji koristi samo EUTOS skor.

Model 3 koji se zasniva na EUTOS skoru i povrsini krvnoga suda i Model 4 koji se bazira na
EUTOS skoru i cirkularnosti imali su po 80% korektno klasifikovanih pacijenata u smislu
postizanja kompletnog citogenetskog odgovora u analiziranom periodu, sa pozitivnom
prediktivnom vrednos$¢éu od 83,87% i negativnom prediktivnom vrednos$éu od 66,67%.
Povrsina ispod ROK krive za Model 3 i Model 4 iznosi 0,881 i 0,837, Sto pokazuje bolju
prediktivnu moé¢ modela sa morfometrijskim parametrima u odnosu na model koji koristi
samo EUTOS skor. Na grafikonu 11 prikazana je komparacija ROK kriva modela koji
predvidaju kompletan citogenetski odgovora posle 12 meseci terapije.
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B. Model 2 protiv EUTOS skora
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C. Model 3 protiv EUTOS skora
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D. Model 4 protiv EUTOS skora

Ishod CCgR 12m

1.00
1

Senzitivnost
0.50 0.75
1 1

0.25
|

0.00
|

I
0.25 0.50 0.75 1.00
1-Specifi¢nost

o
=
S

——=8—— Model 00 (EUTOS)
—=8&—— Model 04 (EUTOS+Cirkularnost)
Referentna linija

Grafikon 11. Poredenje ROK kriva modela za predvidanje kompletnog citogenetskog
odgovora posle 12 meseci terapije A. Model 1, B. Model 2, C. Model 3, D. Model 4

Tabela 23 i tabela 24 prikazuju viSestruke LR modele razvijene na ispitivanoj grupi pacijenata
sa ciljem predvidanja kompletnog citogenetskog odgovora posle 18 meseci terapije.
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Tabela 23. Predvidanje kompletnog citogenetskog odgovora posle 18 meseci terapije
upotrebom razlicitih LR skorova u vreme dijagnoze

MODEL 0 (Ishod CCgR 18m)

Varijabla Koef. SG (o} (95 % IP) z p
EUTOS skor -0,055 0,018 0,579* (0,405; 0,829)* -2,98 0,003
_konstanta 4,282 1,212 / / 3,53 0,000

Logaritamska verodostojnost =-13.15

Koef. = Procenjeni koeficijenti za logisticki regresioni model; SG = Procenjena standardna greska procenjenih koeficijenata;
0S = Procenjeni odnos $ansi ; 95% IP = 95% interval poverenja za odnos $ansi. z = Wald test; * OS za povecanje 10 jedinica
EUTOS skora.

MODEL 1 (Ishod CCgR 18m)

Varijabla Koef. SG (0} (95 % IP) z p
EUTOS skor -0,071 0,026 0,489* (0,294; 0,811)* -2,77 0,006
Mikrovaskularna -0,521 0,242 0,594 (0,369; 0,955) -2,15 0,032
gustina

_konstanta 10,45 3,787 / / 2,76 0,006

Logaritamska verodostojnost = - -9.918

Koef. = Procenjeni koeficijenti za logisticki regresioni model; SG = Procenjena standardna greska procenjenih koeficijenata;
0S = Procenjeni odnos $ansi ; 95% IP = 95% interval poverenja za odnos $ansi. z = Wald test; * OS za povecanje 10 jedinica
EUTOS skora.

MODEL 2 (Ishod CCgR 18m)

Varijabla Koef. SG (0} (95 % IP) z p

EUTOS skor -0,046 0,022 0,633* (0,406;0,987)* -2,02 0,044
Mala duzina ose (um) -0,439 0,194 0,644 (0,440; 0,943) -2,26 0,024
_konstanta 8,861 2,902 / / 3,05 0,002

Logaritamska verodostojnost = -9.58

Koef. = Procenjeni koeficijenti za logisticki regresioni model; SG = Procenjena standardna greska procenjenih koeficijenata;
08 = Procenjeni odnos $ansi ; 95% IP = 95% interval poverenja za odnos $ansi. z = Wald test; * OS za povecanje 10 jedinica
EUTOS skora.

MODEL 3 (Ishod CCgR 18m)

Varijabla Koef. SG (0} (95 % IP) z p

EUTOS skor -0,047 0,020 0,627* (0,425;0,925)* -2,35 0,019
Povrsina (um?) -0,006 0,003 0,524# (0,272;1,009)# -1,93 0,053
_konstanta 6,144 1,824 / / 3,37 0,001

Logaritamska verodostojnost = -10.92

Koef. = Procenjeni koeficijenti za logisticki regresioni model; SG = Procenjena standardna greska procenjenih koeficijenata;
0S = Procenjeni odnos $ansi ; 95% IP = 95% interval poverenja za odnos $ansi. z = Wald test; * OS za poveéanje 10 jedinica
EUTOS skora. # OS za povecanje 100 jedinica povriine.

MODEL 4 (Ishod CCgR 18m)

Varijabla Koef. SG (o} (95 % IP) z p
EUTOS skor -0,059 0,028 0,553* (0,318;0,961)* -2,10 0,036
Cirkularnost -24,144 11,567 0,089° (0,009; 0,863)S -2,09 0,037
_konstanta 17,97 7,589 / / 2,37 0,018

Logaritamska verodostojnost = -8.82

Koef. = Procenjeni koeficijenti za logisticki regresioni model; SG = Procenjena standardna greska procenjenih koeficijenata;
0S = Procenjeni odnos $ansi ; 95% IP = 95% interval poverenja za odnos $ansi. z = Wald test; * OS za povecanje 10 jedinica
EUTOS skora. $ OS za povecanje 0,1 jedinica cirkularnosti.
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Tabela 24. Poredenje prediktivnih modela za predvidanje kompletnog citogenetskog
odgovora posle 18 meseci terapije

Predikcioni model za P vrednost
kompletan CgR posle LR test Ukubno za Hosmer
18 meseci terapije P Lemeshow
Sn. Sp. | PPV | NPV | korektno PIK

Oznaka XZ klasifikovani st.eperl
Modela Varijabla (s.5.1) p kalibracije

e modela

Model 0| EUTOSskor | - | - |93,5% |50% |8824%|66,67%  85%  |0,8496| 0,1133

EUTOS skor +
Model 1 |Mikrovaskularna| 6,46 [0,011|93,65%62,5%|90,91%|71,43%| 87,5% |0,9297| 0,6489
gustina

Model 2 MEaLIJ;gS;';ZrO‘;e 7,13 [0,008| 100% (62,5%(91,43%| 100% | 92,5% |0,9141| 0,7622

Model 3 Eugglsr;';c;” 4,45 |0,035|96,88%/62,5%(91,18%| 83,33 | 90%  |0,9102| 0,1660

Model 4 Eclfer?jlsai';c;: 8,66 [0,003/96,88%(62,5%91,18%| 83,33 | 90%  |0,9414| 0,9997

LR test-Test odnosa verodostojnosti za poredenje sa standardnim modelom (Model 0); %2- Hi kvadrat test; s.s.-
Stepen slobode; Sn - Senzitivnost, Sp - Specifi¢énost, PPV - Pozitivna prediktivna vrednost, NPV - Negativna
prediktivna vrednost; PIK - PovrSina ispod ROK krive.

Na celokupnom uzorku, za tacku preseka od 0,5, Model 0 koji se bazira samo na EUTOS
skoru je korektno klasifikovao 85% pacijenata u odnosu na posmatrani ishod, postizanje
kompletnog citogenetskog odgovora posle 18 meseci terapije, sa pozitivnom prediktivnom
vrednoscéu od 88,24% i negativnom prediktivnom vrednoS¢u od 66,67%. Model 1 koji je
zasnovan na EUTOS skoru i mikrovaskularnoj gustini u odnosu na postizanje kompletnog
citogenetskog odgovora u analiziranom periodu korektno je klasifikovao 87,5% ispitanika sa
pozitivnom prediktivnom vrednos$¢u od 90,91% i negativhom prediktivnom vrednos$¢u od
71,43%. Najvisi procenat korektno klasifikovanih pacijenata u odnosu na postizanje
kompletnog citogenetskog odgovora posle 18 meseci terapije od 92,5% pokazao je Model 2
koji se bazira na EUTOS skoru i maloj duzini ose krvnoga suda, sa stepenom pozitivne
prediktivne vrednosti od 91,43% i negativne prediktivne vrednosti od 100%. Povrsina ispod
ROK krive za Model 1 i Model 2 iznosi 0,9297 i 0,9141, sto pokazuje bolju mo¢ predvidanja
modela koji pored EUTOS skora koriste morfometrijske parametre.

Model 3 koji se zasniva na EUTOS skoru i povrsini krvnoga suda i Model 4 koji se bazira na
EUTOS skoru i cirkularnosti imali su po 90% korektno klasifikovanih pacijenata u smislu
postizanja kompletnog citogenetskog odgovora u analiziranom periodu, sa pozitivnom
prediktivnom vrednos$éu od 91,18% i negativnom prediktivnom vrednos$éu od 83,33%.
Povrsina ispod ROK krive za Model 3 i Model 4 iznosi 0,9102 i 0,9414, Sto pokazuje
superiornost modela kome su pridodati morfometrijski parametri u odnosu na model koji
koristi samo EUTOS skor. Na grafikonu 12 prikazano je poredenje ROK kriva modela za
predikciju kompletnog citogenetskog odgovora posle 18 meseci terapije.
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B. Model 2 protiv EUTOS skora
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C. Model 3 protiv EUTOS skora
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D. Model 4 protiv EUTOS skora
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Grafikon 12. Poredenje ROK kriva modela za predvidanje kompletnog citogenetskog
odgovora posle 18 meseci terapije A. Model 1, B. Model 2, C. Model 3, D. Model 4
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Predvidanje postizanja kompletnog citogenetskog odgovora posle 6 meseci terapije,
metodom maksimalne verovatnoce utvrdeno je da su model koji uklju¢uje morfometrijski
parametar malu duZinu ose krvnoga suda zajedno sa EUTOS skorom i model koji ukljuéuje
morfometrijski parametar cirkularnost krvnoga suda pored EUTOS skora superiorni u
odnosu na model koji uklju€uje samo EUTOS skor (p=0,024; p=0,029).

Bolji rezultati dobijeni su poredenjem prediktivnih modela za predvidanje kompletnog
citogenetskog odgovora posle 12 meseci terapije. Metodom maksimalne verovatnoce
utvrdeno je da su svi analizirani modeli koji pored EUTOS skora uklju¢uju morfometrijske
parametre mikrovaskularnu gustinu, malu duZinu ose, povrsinu i cirkularnost krvnoga suda,
pokazali superiornost u odnosu na model koji sadrzi samo EUTOS skor (p=0,008; p=0,001;
p=0,002; p=0,011).

Rezultati dobijeni analizom prediktivnih modela za predikciju kompletnog citogenetskog
odgovora posle 18 meseci terapije su pokazali da primenjenom metodom maksimalne
verovatnoce svi modeli koji pored EUTOS skora uklju¢uju morfometrijske parametre
mikrovaskularnu gustinu, malu duZinu ose, povrSinu i cirkularnost krvnoga suda, su
superiorni u odnosu na model samo sa EUTOS skorom (p=0,011; p=0,008; p=0,035;
p=0,003).

5.12. Znacaj morfometrijskih parametra za predvidanje ukupnog
kompletnog citogenetskog odgovora i velikog molekularnog odgovora

U radu je analizirano predvidanje postizanja kumulativhe incidence kompletnog
citogenetskog odgovora i velikog molekularnog odgovora na primenjenu terapiju
koris¢éenjem modela logisticke regresije. U cilju poboljSanja prediktivne moéi u modele
logisticke regresije pored EUTOS skora dodati su morfometrijski parametri angiogeneze u
trenutku postavljanja dijagnoze. Analiza je izvrSena odvojeno za ukupni kompletan
citogenetski odgovor i ukupni veliki molekularni odgovor. Prikazani su pojedinacni modeli
logisticke regresije u kojima je pored EUTOS skora dodavan joS po jedan morfometrijski
parametar angiogeneze, prema stepenu statisticke znacajnosti i klinickom iskustvu. Zatim je
uradeno poredenje dobijenih prediktivnih modela za predvidanje ukupnog kompletnog
citogenetskog odgovora i ukupnog velikog molekularnog odgovora i rezultati su prikazani u
zbirnoj tabeli. Odvojeno je prikazano poredenje ROK kriva svih ispitivanih modela logisticke
regresije za predvidanje postizanja ukupnog kompletnog citogenetskog odgovora kao i za
postizanje ukupnog velikog molekularnog odgovora u analiziranom periodu.

Tabela 25 i tabela 26 prikazuju viSestruke LR modele razvijene na ispitivanoj grupi pacijenata
sa ciljem predvidanja ukupnog kompletnog citogenetskog odgovora i velikog molekularnog
odgovora na terapiju.
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Tabela 25. Predvidanje ukupnog kompletnog citogenetskog odgovora upotrebom razlicitih
LR skorova u vreme dijagnoze

MODEL 0 (Ishod ukupni CCgR)

Varijable Koef. SG (o} (95 % IP) z p
EUTOS skor -0,040 0,015 0, 670%* (0,503; 0,893)* -2,74 0,006
_konstanta 3,038 0,878 / / 3,46 0,001

Logaritamska verodostojnost = - 17.68

Koef. = Procenjeni koeficijenti za logisticki regresioni model; SG = Procenjena standardna greska procenjenih koeficijenata;
0S = Procenjeni odnos $ansi ; 95% IP = 95% interval poverenja za odnos $ansi. z = Wald test; * OS za povecanje 10 jedinica
EUTOS skora.

MODEL 1 (Ishod ukupni CCgR)

Varijable Koef. SG (0} (95 % IP) z p
EUTOS skor -0,055 0,020 0,577* (0,388, 0,858)* -2,71 0,007
Mikrovaskularna -0,580 0,230 0,560 (0,357;0,879) -2,52 0,012
gustina

_konstanta 9,55 3,125 / / 3,06 0,002

Logaritamska verodostojnost = -12.29

Koef. = Procenjeni koeficijenti za logisticki regresioni model; SG = Procenjena standardna greska procenjenih koeficijenata;
0S = Procenjeni odnos $ansi ; 95% IP = 95% interval poverenja za odnos $ansi. z = Wald test; * OS za povecanje 10 jedinica
EUTOS skora.

MODEL 2 (Ishod ukupni CCgR)

Varijable Koef. SG (0} (95 % IP) z p

EUTOS skor -0,030 0,020 0,743* (0,503; 1,099)* -1,49 0,137
Mala duZina ose (um) -0,478 0,180 0,620 (0,435; 0,882) -2,65 0,008
_konstanta 7,94 2,45 / / 3,24 0,001

Logaritamska verodostojnost = - 12.356

Koef. = Procenjeni koeficijenti za logisticki regresioni model; SG = Procenjena standardna greska procenjenih koeficijenata;
0S = Procenjeni odnos $ansi ; 95% IP = 95% interval poverenja za odnos $ansi. z = Wald test; * OS za povecanje 10 jedinica
EUTOS skora.

MODEL 3 (Ishod ukupni CCgR)

Varijable Koef. SG (0} (95 % IP) z p

EUTOS skor -0,032 0,017 0,723* (0,517;1,012)* -1,89 0,059
Povrsina (um?) -0,007 0,003 0,492% (0,273;0,887)*  -2,36 0,018
_konstanta 5,130 1,486 / / 3,45 0,001

Logaritamska verodostojnost = - 14.182

Koef. = Procenjeni koeficijenti za logisticki regresioni model; SG = Procenjena standardna greska procenjenih koeficijenata;
08 = Procenjeni odnos $ansi ; 95% IP = 95% interval poverenja za odnos $ansi. z = Wald test; * OS za povecanje 10 jedinica
EUTOS skora. # OS za povecéanje 100 jedinica povriine.

MODEL 4 (Ishod ukupni CCgR)

Varijable Koef. SG (o} (95 % IP) z p

EUTOS skor -0,032 0,018 0,723* (0,504; 1,037)* -1,76 0,078
Cirkularnost -16,008 6,673 0,202°  (0,055;0,746)° -2,40 0,016
_konstanta 11,34 3,999 / / 2,84 0,005

Logaritamska verodostojnost = -13.687

Koef. = Procenjeni koeficijenti za logisticki regresioni model; SG = Procenjena standardna greska procenjenih koeficijenata;
08 = Procenjeni odnos $ansi ; 95% IP = 95% interval poverenja za odnos $ansi. z = Wald test; * O3 za povecanje 10 jedinica
EUTOS skora. $ OS za povecanje 0,1 jedinica cirkularnosti.
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Tabela 26. Poredenje prediktivnih modela za predvidanje ukupnog kompletnog
citogenetskog odgovora

Predikcioni model P vrednost
za ukupni LR test Ukupno za Hosmer
kompletan CgR sn. |Sp.| PPV | NPV | korektno | PIK "e:::szgw
Oznaka . 12 klasifikovani -epen
Modela Varijable (5.5.1) p kalibracije
e modela
Model0| EUTOS skor — | - [93,33%|40%|82,35%|66,67%| 80%  |0,7983| 0,6807
EUTOS skor +
Model 1| Mikrovaskularna |10,79(0,001| 90% |70%| 90% | 70% 85% | 0,920| 0,9896
gustina
EUTOS sk
Model 2 MaLIJa Sj;in‘;r;se 10,65 [0,001|96,67%| 60% |87,88%|85,71%| 87,5% | 0,900 | 0,8672
EUTOS sk
Model 3 Upfvf;n‘;’” 7,00 |0,008(93,33%|50% 84,85%|71,43%| 82,5% |0,8533| 0,9290
EUTOS sk
Model 4 CLiJrkSISa fng: 7,99 |0,005| 90% |60%|87,1% |66,67%| 82,5% |0,890| 0,9672

LR test-Test odnosa verodostojnosti za poredenje sa standardnim modelom (Model 0); - Hi kvadrat test; s.s.-
Stepen slobode; Sn - Sensitivnost, Sp - Specifi¢nost, PPV - Pozitivna prediktivna vrednost, NPV - Negativna
prediktivna vrednost; PIK - PovrSina ispod ROK krive.

Na celokupnom uzorku, za tacku preseka od 0,5 Model O koji je zasnovan samo na EUTOS
skoru je korektno klasifikovao 80% pacijenata u odnosu na posmatrani ishod, postizanje
ukupnog kompletnog citogenetskog odgovora na terapiju, sa pozitivnom prediktivnom
vrednos¢u od 82,35% i negativnom prediktivnom vredno$éu od 66,67%. Model 1 koji se
bazira na EUTOS skoru i mikrovaskularnoj gustini je u odnosu na postizanje ukupnog
kompletnog citogenetskog odgovora u analiziranom periodu korektno klasifikovao 85%
ispitanika sa pozitivnom prediktivnom vrednoS¢u od 90% i negativnhom prediktivnom
vrednoscu od 70%.

Najvisi procenat korektno klasifikovanih pacijenata u odnosu na postizanje ukupnog
kompletnog citogenetskog odgovora na terapiju od 87,5% pokazao je Model 2 koji se
zasniva na EUTOS skoru i maloj duZini ose krvnoga suda, sa pozitivnom prediktivnom
vrednosc¢u od 87,88% i negativnom prediktivnom vrednoSc¢u od 85,71%. Povrsina ispod ROK
krive za Model 1 i Model 2 iznosi 0,920 i 0,900 $to pokazuje superiornost modela sa
morfometrijskim parametrima u odnosu na model koji koristi samo EUTOS skor.

Model 3 koji se zasniva na EUTOS skoru i povrsini krvnoga suda i Model 4 koji se bazira na
EUTOS skoru i cirkularnosti imali su po 82,5% korektno klasifikovanih pacijenata u smislu
postizanja kompletnog citogenetskog odgovora u analiziranom periodu, sa pozitivnom
prediktivnom vrednos$éu od 84,85% odnosno 87,1% i negativnom prediktivnom vrednoscu
od 71,43% odnosno 66,67%. Povrsina ispod ROK krive za Model 3 i Model 4 iznosi 0,853 i
0,890 i pokazuje bolju mo¢ predvidanja modela sa morfometrijskim parametrima u odnosu
na model koji koristi samo EUTOS skor. Na grafikonu 13 prikazana je komparacija ROK kriva
modela koji predvidaju ukupni kompletan citogenetski odgovora na terapiju.
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C. Model 3 protiv EUTOS skora
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D. Model 4 protiv EUTOS skora
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Grafikon 13. Poredenje ROK kriva modela za predvidanje ukupnog kompletnog
citogenetskog odgovora na terapiju A. Model 1, B. Model 2, C. Model 3, D. Model 4

Tabela 27 i tabela 28 prikazuju viSestruke LR modele razvijene na ispitivanoj grupi pacijenata
sa ciljem predvidanja velikog molekularnog odgovora na terapiju.
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Tabela 27. Predvidanje velikog molekularnog odgovora upotrebom razlicitih LR skorova u
vreme dijagnoze

MODEL 0 ( Ishod MMOoR)

Varijable Koef. SG (o} (95 % IP) z p
EUTOS skor -0,018 0,011 0,835* (0,662; 1,054)* -1,51 0,130
_konstanta 0,634 0,571 / / 1,11 0,267

Logaritamska verodostojnost = -26.405

Koef. = Procenjeni koeficijenti za logisticki regresioni model; SG = Procenjena standardna greska procenjenih koeficijenata;
0S = Procenjeni odnos $ansi ; 95% IP = 95% interval poverenja za odnos $ansi. z = Wald test; * OS za povecanje 10 jedinica
EUTOS skora.

MODEL 1 (Ishod MMoR)

Varijable Koef. SG (0} (95 % IP) z p
EUTOS skor -0,020 0,015 0,816* (0,607; 1,097)* -1,34 0,179
Mikrovaskularna -0,590 0,120 0,554 (0,375; 0,820) -2,96 0,003
gustina

_konstanta 5,911 1,972 / / 3,00 0,003

Logaritamska verodostojnost = -18.126

Koef. = Procenjeni koeficijenti za logisticki regresioni model; SG = Procenjena standardna greska procenjenih koeficijenata;
0S = Procenjeni odnos $ansi ; 95% IP = 95% interval poverenja za odnos $ansi. z = Wald test; * OS5 za povecanje 10 jedinica
EUTOS skora.

MODEL 2 (Ishod MMoR)

Varijable Koef. SG (0} (95 % IP) z p

EUTOS skor -0,001 0,018 0,996* (0,703;1,413)* -0,02 0,984
Mala duZina ose (um) -0,630 0,209 0,533 (0,354, 0,802) -3,02 0,003
_konstanta 6,132 2,043 / / 3,00 0,003

Logaritamska verodostojnost = -17.46

Koef. = Procenjeni koeficijenti za logisticki regresioni model; SG = Procenjena standardna greska procenjenih koeficijenata;
08 = Procenjeni odnos $ansi ; 95% IP = 95% interval poverenja za odnos ansi. z = Wald test; * OS za povecanje 10 jedinica
EUTOS skora.

MODEL 3 (Ishod MMOoR)

Varijable Koef. SG (0} (95 % IP) z p

EUTOS skor -0,007 0,016 0,931* (0,686;1,264)* -0,46 0,648
Povrsina (um?) -0,009 0,003 0,419# (0,229;0,765)# -2,83 0,005
_konstanta 2,713 2,713 / / 2,64 0,008

Logaritamska verodostojnost =-20.417

Koef. = Procenjeni koeficijenti za logisticki regresioni model; SG = Procenjena standardna greska procenjenih koeficijenata;
0S = Procenjeni odnos ansi ; 95% IP = 95% interval poverenja za odnos $ansi. z = Wald test; * OS za povecanje 10 jedinica
EUTOS skora. # OS za povecéanje 100 jedinica povriine.

MODEL 4 (Ishod MMoR)

Varijable Koef. SG (o} (95 % IP) z p

EUTOS skor -0,006 0,014 0,941* (0,714;1,239)* -0,43 0,664
Cirkularnost 9,982 4,455 0,369° (0,154;0,882)° -2,24 0,025
_konstanta 5,200 2,137 / / 2,43 0,015

Logaritamska verodostojnost = -23.516

Koef. = Procenjeni koeficijenti za logisticki regresioni model; SG = Procenjena standardna greska procenjenih koeficijenata;
0S = Procenjeni odnos $ansi ; 95% IP = 95% interval poverenja za odnos $ansi. z = Wald test; * O3 za povecanje 10 jedinica
EUTOS skora. $ OS za povecanje 0,1 jedinica cirkularnosti.
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Tabela 28. Poredenje prediktivnih modela za predvidanje velikog molekularnog odgovora

P vrednost
Predikcioni model
LR test za Hosmer
za MMoR Ukupno Lemeshow
Sn. Sp. PPV | NPV | korektno | PIK
Oznaka XZ klasifikovani s'feperl
Modela Varijable (s.5.1) p kalibracije
e modela
Model0| EUTOSskor | - | - |63,16%|52,39%|54,55%|61,11%| 57,5% |0,664] 0,8374
EUTOS skor +
Model 1 [Mikrovaskularnal 16,56 |0,000|73,68%|80,95%|77,78%|77,27%|  77,5% |0,860| 0,7129
gustina
EUTOS sk
Model 2 MaL|Ja Sj;n:;e 17,89(0,000|73,68%|71,43%| 70% | 75% | 72,5% |0,867| 0,7048
EUTOS sk
Model 3 Upc?vsr;nc;” 11,98(0,001|78,95%|66,67%|68,18%|77,78%| 72,5% |0,832| 0,7174
EUTOS sk
Model 4 CLiJrk?JISainc:)Z: 5,78 |0,016|73,68%|66,67%|66,67%|73,68%| 80%  |0,757| 0,2497

LR test-Test odnosa verodostojnosti za poredenje sa standardnim modelom (Model 0); - Hi kvadrat test; s.s.-
Stepen slobode; Sn - Sensitivnost, Sp - Specifi¢nost, PPV - Pozitivna prediktivna vrednost, NPV - Negativna
prediktivna vrednost; PIK - PovrSina ispod ROK krive.

Na celokupnom uzorku, za tacku preseka od 0,5 Model 0 koji se bazira samo na EUTOS skoru
je korektno klasifikovao 57,5% pacijenata u odnosu na posmatrani ishod, postizanje velikog
molekularnog odgovora na terapiju, sa pozitivnom prediktivnom vrednoS¢u od 54,55% i
negativnom prediktivnom vrednos¢u od 61,11%. Model 1 koji je zasnovan na EUTOS skoru i
mikrovaskularnoj gustini u odnosu na postizanje velikog molekularnog odgovora u
analiziranom periodu korektno je klasifikovao 77,5% ispitanika sa pozitivnom prediktivnom
vrednos¢u od 77,78% i negativnom prediktivnom vredno$éu od 77,27%. Model 2 koji se
zasniva na EUTOS skoru maloj duzini ose krvnoga suda i Model 3 koji se bazira na EUTOS
skoru i povrsini krvnoga suda imali su po 72,5% korektno klasifikovanih pacijenata u smislu
postizanja velikog molekularnog odgovora u analiziranom periodu, sa pozitivnom
prediktivnom vrednoséu od 70% odnosno 68,18% i negativhom prediktivnom vrednosc¢u od
75% odnosno 77,78%. Povrsina ispod ROK krive za Model 1, Model 2 i Model 3 iznosi 0,860,
0,867 i 0,832 respektivno, sto pokazuje bolju moé predvidanja modela koji pored EUTOS
skora koriste morfometrijske parametre.

Najvisi procenat korektno klasifikovanih pacijenata u odnosu na postizanje velikog
molekularnog odgovora na terapiju od 80% pokazao je Model 4 koji se bazira na EUTOS
skoru i cirkularnosti krvnoga suda, sa stepenom pozitivne prediktivne vrednosti od 66,67% i
negativne prediktivne vrednosti od 73,68%. PovrsSina ispod ROK krive za Model 4 iznosi
0,757, sto pokazuje superiornost modela kome su pridodati morfometrijski parametri u
odnosu na model koji koristi samo EUTOS skor. Na grafikonu 14 prikazano je poredenje ROK
kriva modela za predikciju velikog molekularnog odgovora na terapiju.
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Model 3 protiv EUTOS skora
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. Model 4 protiv EUTOS skora
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Grafikon 14. Poredenje ROK kriva modela za predvidanje velikog molekularnog
odgovora na terapiju A. Model 1, B. Model 2, C. Model 3, D. Model 4
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U cilju predvidanja ukupnog kompletnog citogenetskog odgovora na terapiju, metodom
maksimalne verovatnoée utvrdeno je da su svi modeli koji pored EUTOS skora ukljucuju
morfometrijske parametre (mikrovaskularnu gustinu, malu duZinu ose, povrSinu i
cirkularnost krvnoga suda), pokazali superiornost u odnosu na model koji sadrzi samo
EUTOS skor (p=0,001; p=0,001; p=0,008; p=0,005).

Sliéni rezultati su dobijeni analizom prediktivnih modela za predikciju velikog molekularnog
odgovora na terapiju. Primenjenom metodom maksimalne verovatnoce utvrdeno je da su
svi modeli koji pored EUTOS skora uklju¢uju morfometrijske parametre (mikrovaskularnu
gustinu, malu duZinu ose, povrsinu i cirkularnost krvnoga suda), su superiorni u odnosu na
model samo sa EUTOS skorom (p=0,000; p=0,000; p=0,001; p=0,016).
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6. DISKUSIJA

Hroni¢na mijeloidna leukemija je klonalna maligna bolest koja se karakteriSe prisustvom
ekspanzivne mijelopoeze i prisustvom Filadelfija hromozoma, koji je rezultat reciprocne
translokacije izmedu dugih krakova hromozoma 9 i 22, t(9; 22)(934;q911). Molekularna
posledica ove translokacije je nastanak novog BCR-ABL fuzionog gena i posledi¢na ekspresija
BCR-ABL fuzionog proteina $to dovodi do poviSene aktivnosti tirozin kinaze.

U ovom istrazivanju utvrdena je veca ucestanost hronicne mijeloidne leukemje kod osoba
Zenskog pola $to nije u saglasnosti sa podacima iz literature. Nasuprot tome, prosecna
starost ispitanika u trenutku postavljanja dijagnoze bila 53,75 godina Sto je u skladu sa
literaturnim podacima.

U jednoj od najvecih studija, Hasford J. i sar. (28) u istraZivanju sprovedenom na vise od
2000 pacijenata sa hroniénom mijeloidnom leukemijom, utvrdili su da je 60% ispitanika bilo
muskog pola dok je prosecna starost iznosila 52 godine. U toj studiji prema Sokal skoru
identifikovano je 39% pacijenata sa niskim rizikom, 37% sa intermedijarnim rizikom i 24% sa
visokim rizikom. Prema Euro skoru bilo je 38%, 51% i 11% pacijenata sa niskim,
intermedijarnim i visokim rizikom. U ovom istraZivanju prema Sokal skoru kategorisano je
40% pacijenata sa niskim rizikom, 45% sa intermedijarnim rizikom i 15% sa visokim rizikom,
a odgovarajude vrednosti za Euro skor su bile 45%, 50% i 5%. U studiji Hasford J. i sar. (28) je
prema EUTOS skoru 90% pacijenata bilo kategorisano kao pacijenti sa niskim rizikom, dok je
10% pacijenata bilo sa visokim rizikom. Slicno tome, u ovom istrazivanju je 85% pacijenata
pripadalo kategoriji niskog rizika dok je 15% pacijenata bilo u kategoriji visokog rizika.

Imatinib je izuzetno efikasna terapija za novo dijagnostikovane pacijente sa hroniénom
mijeloidnom leukemijom u hroniénoj fazi. Prednost imatiniba je definitivno pokazana u
Internacionalnoj Randomiziranoj studiji Interferona i STI571 (IRIS), koja je uporedivala
prethodno nelecene pacijente sa hronicnom fazom HML koji su leceni ili imatinibom il
interferonom-a plus citarabinom. Sestogodisnje azuriranje IRIS studije bilo je fokusirano na
pacijente koji su dobijali imatinib kao prvu liniju terapije i pokazano je da je najbolja
kumulativha stopa kompletnog citogenetskog odgovora bila 82%. Ukupna stopa
prezivljavanja bez dogadaja posle 6 godina bila je 83%, procenjena stopa prezivljavanja bez
progresije u fazu akceleracije ili blastnu transformaciju bila je 93%, dok je procenjeno
ukupno prezivljavanje bilo 88%-95%. Rezultati 6-godisnjeg azuriranja IRIS studije potvrdili su
efikasnost i bezbednost imatiniba kao prve terapijske linije za pacijente sa HML. Uprkos
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uspehu imatiniba u le€enju pacijenata sa hroniénom fazom HML, posle 6 godina 34%
pacijenata nisu bili viSe na ispitivanom leku, zbog nedostatka efikasnosti (12%) ili pojave
nezeljenih dogadaja (4%) (117).

Lavallade H. i sar. (7) su izneli iskustvo jednog centra u leCenju pacijenata sa
novodijagnostikovanom HML primenom imatiniba. Posle prve godine lecenja kumulativna
uCestalost kompletnog hematoloskog odgovora bila je 97,1%, velikog citogenetskog
odgovora 71,1%, kompletnog citogenetskog odgovora 57,4% i velikog molekularnog
odgovora 12,3%. Posle 5 godina terapije imatinibom rezultati su bili znacajno bolji,
kumulativna ucestalost kompletnog hematoloskog odgovora bila je 98,5%, velikog
citogenetskog odgovora 85,1%, kompletnog citogenetskog odgovora 82,7% i velikog
molekularnog odgovora 50,1%. Postizanje kompletnog citogenetskog odgovora bilo je u
korelaciji sa prezivljavanjem bez progresije i ukupnim prezivljavanjem, ali postizanje velikog
molekularnog odgovora nije imao dalju predikativnu vrednost.

Rezultati leCenja pacijenata sa hronicnom fazom HML primenom imatiniba koji su dobijeni u
ovom istrazivanju bili su slicni sa rezultatima drugih istrazivaca, kumulativnha stopa
kompletne hematoloske remisije bila je 97,5%, kompletne citogenetske remisije 75%, velike
citogenetske remisije 87,5% i velike molekularne remisije 57,1%. Stopa postignutog
kompletnog citogenetskog odgovora imala je stalni trend rasta od 62,5% posle 6 meseci,
preko 72,5% posle 12 meseci do 80% nakon 18 meseci terapije. Slicni rezultati dobijeni su i u
studiji Hasford J. i sar. (28) u kojoj je proporcija pacijenta koji su postigli kompletan
citogenetski odgovor rasla tokom vremena od 31% posle 6 meseci, preko 74% posle 12
meseci do 82% posle 18 meseci terapije.

Lavallade H. i sar. (7) su u svom radu pokazali rezultate izvrSene univarijantne i
multivarijantne analize da bi identifikovali prognosticke faktore za postizanje kompletnog
citogenetskog odgovora. Sokal skor rizika, nivo hemoglobina veci od 120g/I i broj leukocita
manji od 140x10°/L pri dijagnozi su bili prediktivni u univarijantnoj analizi za postizanje
kompletnog citogenetskog odgovora. Kumulativna ucestalost kompletnog citogenetskog
odgovora bila je 88,1% kod pacijenata sa nivoom hemoglobina od 120 g/L ili viSim u odnosu
na 80,1% za one sa nizim nivoom hemoglobina. Ucestalost kompletnog citogenetskog
odgovora bila je 89,2% u odnosu na 75,3% za pacijente sa brojem leukocita nizim odnosno
vi$im od 140x10°/L. Samo je nivo hemoglobina bio zadrZao znacaj u multivarijantnoj analizi.

Rezultati ovog istrazivanja o povezanosti izmedu baznih karakteristika pacijenata i kasnije
mogucnosti postizanja kompletnog citogenetskog odgovora su bili donekle razliciti u
poredenju sa onima koji su bili identifikovani u studiji Lavallade H. i sar. Identifikovane su
sledede varijable kao znacajni pokazatelji postizanja kompletnog citogenetskog odgovora:
prisustvo manje od 3% blasta u perifernoj krvi, manje od 4% bazofila u kostanoj srzi, manje
od 4% bazofila u perifernoj krvi (p<0,01), kao i splenomegalija manja od 5 cm ispod
rebarnog luka u nivou MKL, vrednost hemoglobina veéa od 120g/L, prisustvo manje od 5%
blasta u kostanoj srzi i nizak EUTOS skor rizika (p<0,05). Kumulativna ucestalost kompletnog
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citogenetskog odgovora bila je 90% kod pacijenata sa prisustvom manje od 3% blasta u
perifernoj krvi u odnosu na 10% za one sa viSim procentom blasta. Ucestalost kompletnog
citogenetskog odgovora bila je 76,67% i 80% za pacijente sa manje od 4% bazofila u
perifernoj krvi i koStanoj srzi, u odnosu na 23,33% i 20% za pacijente sa viSim procentom
bazofila.

Dubina odgovora postignuta kod pacijenata sa HML tokom terapije imatinibom je kriti¢na sa
prognostickog stanoviSta. Prvi izvestaji su ukazali da je vreme postizanja odgovora u
korelaciji sa ishodom, tako da su pacijenti koji su postigli kompletan citogenetski ili ¢ak veliki
citogenetski odgovor rano tokom terapije imali najbolji dugorocni ishod.

Rezultati istrazivanja Quantis-Cardema A. i sar. (106) su pokazali da pacijenti koji nisu bili
postigli kompletan citogenetski odgovor posle 6 meseci, su imali 57% verovatnoce da taj
odgovor postignu tokom vremena sa nastavkom terapije. Medutim, rizik od dogadaja
kasnije tokom vremena za takve pacijente bio je 34%. Posle 12 meseci neprekidne terapije
imatinibom bez kompletnog citogenetskog odgovora, rizik od razvijanja nekog dogadaja se
povecavao na 38%, dok se verovatnoda postizanja ovog odgovora smanjivala na 42%.

Obzirom da je nepostizanje kompletnog citogenetskog odgovora u ranim vremenskim
intervalima koreliralo ili sa verovatnodom eventualnog postizanja kompletnog citogenetskog
odgovora ili verovatno¢om eventualnog neuspeha terapije, Quantis-Cardema A. i sar. (106)
su tada analizirali faktore koji su bili povezani sa postizanjem ranog odgovora.
Univarijantnom analizom su identifikovane varijable koje su bile povezane sa nizom
verovatno¢om postizanja kompletnog citogenetskog odgovora posle 3 meseca: nizak
hemoglobin, visok procenat blasta u perifernoj krvi i kostanoj srzi, splenomegalija i terapija
imatinibom u standardnoj dozi. Multivarijantna analiza je izdvojila nizak hemoglobin, veci
procenat blasta u perifernoj krvi i terapiju standardnom dozom imatiniba kao pokazatelje
smanjene verovatnode postizanja kompletnog citogenetskog odgovora posle 3 meseca
terapije.

U ovom istrazivanju analiza povezanosti izmedu karakteristika pacijenata pre tretmana i
kasnije moguénosti za postizanje ranog kompletnog citogenetskog odgovora posle 6 meseci
terapije imatinibom, izdvojila je sledeée nezavisne prognosticke faktore: splenomegaliju
manju od 5 cm ispod rebarnog luka u nivou MKL, manje od 5% blasta u kosStanoj srzi
(p<0,01), kao i prisustvo manje od 3 % blasta u perifernoj krvi, manje od 4% bazofila u
perifernoj krvi i kostanoj srzi i nizak Sokal, Euro i EUTOS skor rizika (p<0,05).

Medutim, 5-godiSnje azuriranje IRIS studije je ukazalo da pacijenti koji su postigli kompletan
citogentski odgovor posle 12 meseci terapije su imali procenjenu stopu od 97% da nece
progredirati u fazu akceleracije ili blastne transformacije posle 60 meseci prac¢enja (5). Slicno
tome, rezultati analize lacobucci I. i sar. (118) su pokazali da grupa pacijenata koji su postigli
kompletan citogenetski odgovor unutar 12 meseci terapije u 81% slucajeva i dalje ispoljavaju
stabilnu kompletnu citogenetsku remisiju bez podataka o klonalnoj progresiji na poslednjoj
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kontroli, dok je 19% pacijenata iz ove grupe pokazalo gubitak ovog nivoa odgovora. U grupi
pacijenata koji su postigli kompletnu citogenetsku remisiju posle 12 meseci terapije
imatinibom, njih 81% su zadrzali stabilnu kompletnu citogenetsku remisiju posle 48 meseci
terapije. Podaci iz iste studije su pokazali da je molekularni odgovor posle 12, 18 i 24 meseca
bio signifikantno bolji u grupi sa ranim kompletnim citogenetskim odgovorom, ali nije bilo
nikakvih dokaza da je posle 3 ili 4 godine leCenja molekularni odgovor u grupi sa kasnim
citogenetskim odgovorom bio loSiji nego u grupi sa ranim citogenetskim odgovorom.

Kantarjian HM. i sar. (119) su analizirali efikasnost terapije imatinibom koja je primenjena
posle neuspeha terapije interferonom-a. Sa srednjom medijanom praéenja od 45 meseci
stopa kompletne hematoloske remisije bila je 96%, dok je kumulativha stopa velikog
citogenetskog odgovora bila 73%, a kompletnog citogenetskog odgovora bila je 63%.
Pacijenti sa parcijalnim citogenetskim odgovorom posle 12 meseci terapije imali su
ucestalost kasnijeg postizanja kompletnog citogenetskog odgovora od 73%, dok je ta stopa
bila svega 10% kod pacijenata koji su bili postigli samo mali citogenetski odgovor posle 12
meseci terapije. Isti autori su ispitivali udruzenost karakteristika pacijenata pre tretmana i
kasnije mogucnosti da se postigne kompletan citogenetski odgovor. Univarijantnom
analizom su bili identifikovani sledeéi nezavisni negativni prognosticki faktori za postizanje
kompletnog citogenetskog odgovora: prisustvo blasta i bazofila u perifernoj krvi, prisustvo
vise od 5% blasta u kostanoj srZi, broj leukocita visi od 50x10°/L i broj trombocita visi od
450x10°/L. Multivarijantna analiza je bila izdvojila visok broj trombocita i Ph pozitivnost vidu
od 90% pre pocetka terapije imatinibom kao vazne negativne prognosticke faktore za
postizanje kompletnog citogenetskog odgovora.

U ovom istrazivanju analizirane su bazne karakteristike pacijenata koje su udruZene sa
postizanjem kompletnog citogenetskog odgovora posle 12 meseci tretmana. Tom prilikom
su identifikovani sledec¢i nezavisni prognosticki parametri udruzeni sa ve¢om mogucénoscu
postizanja ovog nivoa odgovora posle 12 meseci od pocetka lecenja: odsustvo perifernih
blasta, prisustvo manje od 4% bazofila u perifernoj krvi, prisustvo manje od 4% bazofila u
kostanoj srzi (p<0,01), kao i splenomegalija manja od 5 cm ispod rebarnog luka u nivou MKL,
prisustvo manje od 5% blasta u koStanoj srzi i nizak Sokal i EUTOS skor rizika (p<0,05).

U ovom istrazivanju je bila ispitivana udruZenost izmedu karakteristika pacijenata pre
tretmana i moguénosti da se postigne kompletan citogenetski odgovor posle 18 meseci od
pocetka le€enja. Univarijantnom analizom su bili izdvojeni sledeéi prognosticki faktori za
postizanje ovog nivoa odgovora posle 18 meseci terapije: splenomegalija manja od 5 cm
ispod rebarnog luka u nivou MKL, odsustvo perifernih blasta, prisustvo manje od 4% bazofila
u perifernoj krvi, prisustvo manje od 4% bazofila u kostanoj srzi, nizak EUTOS skor rizika
(p<0,01), dok su sa nizom statistickom znacajnoscu izdvojeni prisustvo manje od 5% blasta u
kostanoj srzi i nizak Sokal skor rizika (p<0,05).

Znacaj prognostickih faktora na tok bolesti moze drastic¢no biti promenjen uvodenjem novih
terapija koje znacCajno menjaju prognozu. Cortes J. i sar. (120) su identifikovali znacajne lose
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prognosticke faktore za postizanje velikog citogenetskog odgovora a da tom prilikom nisu
ukljucili prisustvo citogenetske klonalne evolucije. Univarijantnom analizom dobijeni su
slededi prognosticki faktori: splenomegalija, prisustvo perifernih blasta i bazofila, prisustvo
vise od 5% blasta i bazofila u ko$tanoj srzi, broj leukocita visi od 50x10°/L, visi procenat Ph-
pozitivnih Celija na pocetku terapije i hematoloska rezistencija. Dok su multivarijantnom
analizom identifikovani sledec¢i nezavisni losi prognosticki faktori: visi procenat blasta u
koStanoj srzi, duze vreme od dijagnoze do terapije, viSi procenat Ph-pozitivnih ¢elija na
pocetku terapije i hematoloSka rezistencija. Ponovljena multivarijantna analiza za
odredivanje prediktivnih faktora za postizanje kompletnog umesto velikog citogenetskog
odgovora pokazala je sline rezultate. Isti autori su zakljuéili da citogenetska klonalna
evolucija nije znacajan faktor za postizanje velike ili kompletne citogenetske remisije sa
primenom imatinib mesilata, ali je nezavistan lo§ prognosticki faktor za prezivljavanje u
hroni¢noj fazi HML.

U radu Cojbasi¢ I. i sar. (121) analizirane su bazi¢ne klinitke karakteristike pacijenata
udruZene sa postizanjem kompletnog citogenetskog odgovora kod pacijenata u hroni¢noj
fazi HML leCenih imatinib mesilatom. Multivarijantnom analizom identifikovane su
nezavisne bazicne karakteristike koje predvidaju postizanje kompletnog citogenetskog
odgovora: odsustvo blasta i bazofila u perifernoj krvi, prisustvo manje od 5% blasta u
koStanoj srzi, broj leukocita manji od 10x10°/L i odsustvo splenomegalije. U svojim kasnijim
radovima Cojbasi¢ I. i sar. (122) su odredivali prognosticke faktore za postizanje velikog
citogenetskog odgovora. Bazi¢ne karakteristike udruzene sa ve¢om mogucénoséu postizanja
velikog citogenetskog odgovora ukljucivale su: odsustvo splenomegalije, broj leukocita manji
od 10x10°/L, broj trombocita manji od 450x10°/L, prisustvo manje od 5% blasta i bazofila u
kosStanoj srzi, odsustvo blasta u perifernoj krvi i prisustvo manje od 7% bazofila u perifernoj
krvi.

Kantarjian HM. i sar. su kasnije pokazali (123) da je stopa procenjenog 3-godisnjeg
prezivljavanje pacijenata koji su na terapiji imatinibom iznosila 96% i identifikovali su
odredene bazne karakteristike pacijenata koje su udruiene sa preZivljavanjem.
Univarijantnom analizom su izabrani sledeéi losSi prognosticki faktori: stariji uzrast,
splenomegalija, leukocitoza, visi procenat blasta, visi procenat bazofila, Sokal skor rizika,
duZe trajanje HML. Multivarijantna analiza je izdvojila sledece varijable da budu nezavisni
loSi prognosticki faktori: stariji uzrast, visi procenat perifernih blasta, povisen procenat
bazofila u koStanoj srzi i duze trajanje HML. Multivarijantnom analizom, imatinib mesilat je
bio identifikovan kao nezavisni povoljan prognosticki faktor, posle uzimanja u obzir uticaja
faktora pre tretmana.

Do objavljivanja rezultata studije Hehlmann R. i sar. (108) veliki molekularni odgovor nije bio
potvrden kao marker koji zamenjuje ukupno prezivljavanje. To je bila prva studija koja je
pokazala znacajnu prednost u ukupnom prezivljavanju za pacijente koji su postigli veliki
molekularni odgovor posle 12 meseci terapije. Ovo je vazno za pacijente, jer se veliki
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molekularni odgovor moZe odrediti PCR testiranjem na uzorku periferne krvi i na taj nacin se
izbegava potreba za punkcijom koStane srZi. Pored toga, ako se obavlja na standardizovan
nacin u standardizovanim laboratorijama, molekularno pracenje bi trebalo da bude
pouzdanije od citogenetskog pracenja. lako izgleda da prognosticka moc¢ velikog
molekularnog odgovora posle 12 meseci nije bolja od kompletne citogenetske remisije posle
12 meseci, noviji podaci pokazuju da veliki molekularni odgovor i molekularni odgovor od
0,1% do 1% na medunarodnoj skali mogu da se koriste u buducnosti, kao markeri koji
zamenjuju prezivljavanje kod pacijenata koji se prate.

Palandri F. i sar. (124) su analizirali stepen molekularnog odgovora pacijenata koji su postigli
i odrzali stabilan kompletan citogenetski odgovor tokom terapije. Od ukupnog broja
analiziranih pacijenata njih 78% su ostvarili veliki molekularni odgovor, koji je bio stabilan u
38% pacijenata, dok je varirao od velikog do manje od velikog u 17% i od velikog do
nedetektabilnog u 23% pacijenata. Procenat pacijenata koji su postigli veliki molekularni
odgovor se stalno povec¢avao od 3 meseca (29%) do 36 meseci (70%) i dostigao plato posle
toga (68%). Isti autori su zakljucili da su skoro svi pacijenti koji nikada nisu ostvarili veliki
molekularni odgovor tokom vremena izgubili kompletan citogenetski odgovor i na taj nacin
su podrzali prethodne izvestaje i koncept da bolja molekularna remisija dovodi do boljeg
ishoda bolesti. Medutim, Palandri F. i sar. su primetili da znatan deo pacijenata od 21% sa
stabilnim kompletnim citogenetskim odgovorom nikada nisu bili postigli veliki molekularni
odgovor. S druge strane, u 24% pacijenata sa stabilnim kompletnim citogenetskim
odgovorom, molekularni odgovor je postajao povremeno nedetektabilan na RQ-PCR. lako
ovi rezultati ne osporavaju indikacije za praéenje i prognosticku vrednost molekularnog
odgovora, oni upozoravaju da molekularni odgovor moze oscilirati tokom vremena i da su za
njegovo praéenje potrebne standardizovane laboratorijske procedure.

Rezultati studije Cortes J. i sar. (125) imali su za cilj da odrede stopu i postojanost
molekularnog odgovora na imatinib kao i njegov prognosticki znacaj. Veliki molekularni
odgovor je bio postignut kod 62%, a transkripti su bili postali nedetektabilni najmanje
jednom kod 34% pacijenata. Veliki molekularni odgovor se odrzavao kod 72% pacijenata,
dok se kompletan molekularni odgovor odrzavao u gotovo polovine pacijenata. U skoro
treéine ovih pacijenata, uzrok za gubitak molekularnog odgovora je bio prekid terapije. Kod
vedine pacijenata gubitak molekularnog odgovora nije znacio i gubitak citogenetske remisije.
U grupi pacijenata koji su postigli veliki molekularni odgovor, samo je 5% izgubilo kompletnu
citogenetsku remisiju, u poredenju sa 37% pacijenata koji nisu bili postigli taj nivo
molekularnog odgovora. Pacijenti koji su postigli veliki molekularni odgovor posle 12 meseci
od pocetka terapije imali su signifikantno duZe trajanje citogenetske remisije nego oni bez
ovog stepena molekularnog odgovora. Isti autori su pokazali da je postojao visok rizik od
gubitka citogenetske remisije sa ve¢im poveéanjem merljive molekularne bolesti (tj.,>2-log
povecanja ili apsolutnog povecanja >1), ali je rizik posebno bio visok za pacijente koji nisu
postigli veliku molekularnu remisiju.
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U ovom istraZivanju analiziran je molekularni monitoring pacijenta sa ciljem da se odredi
stepen molekularnog odgovora na imatinib i njegov uticaj na trajanje kompletnog
citogenetskog odgovora. U ispitivanoj grupi pacijenata veliki molekularni odgovor postiglo je
57,14% dok 42,86% pacijenta nije postiglo ovaj nivo odgovora. U grupi pacijenata koji su
postigli veliki molekularni odgovor 10% je izgubilo kompletnu citogenetsku remisiju tokom
pracdenja, u odnosu na gubitak kompletnog citogenetskog odgovora od 40% u grupi
pacijenata koji nisu postigli taj nivo molekularnog odgovora.

U studiji Cortes J. i sar. (125) analizirane su klinicke karakteristike pacijenata pre tretmana
udruZene sa postizanjem molekularnog odgovora. Karakteristike udruZene sa vecom
moguénosScu postizanja velikog molekularnog odgovora ukljucivale su: niZi procenat
perifernih blasta, manje od 5% blasta u kostanoj srzi, nizak Sokal skor rizik, leCenje sa viSim
dozama imatiniba i leCenje u ranoj hronicnoj fazi. Multivarijantna analiza je utvrdila da je
jedino leCenje visokim dozama imatiniba bilo udruZzeno sa povecanom mogucénoséu
postizanja velikog molekularnog odgovora. Univarijantna i multivarijantna analiza su
identifikovale nizi procenat Ph-pozitivnih metafaza < 90% na pocetku terapije kao jedinu
varijablu udruzenu sa kompletnim molekularnim odgovorom. Medutim, ukupna stopa
velikog i kompletnog molekularnog odgovora nije se razlikovala izmedu pacijenata lecenih
standardnim naspram visokim dozama imatiniba. Obzirom da se pacijenti sa standardnim
dozama duZe prate i da oni poboljSavaju svoj citogenetski i molekularni odgovor sa
nastavkom terapije, potrebne su dalje analize da se utvrdi da li postoji apsolutna razlika u
molekularnom odgovoru u odnosu na visoke doze imatiniba.

U ovom istraZivanju je analizirana povezanost karakteristika pacijenata pre tretmana i
kasnije moguénosti za postizanje velikog molekularnog odgovora tokom terapije
inhibitorima tirozin kinaze ali su rezultati bili neSto drugaciji. Primenjena je univarijantna
analiza i izdvojeni su sledeéi nezavisni prognosticki faktori koji dovode do postizanja velikog
molekularnog odgovora: manje od 4% bazofila u perifernoj krvi, manje od 5% blasta u
koStanoj srzi kao i nizak Euro skor rizika (p<0,05).

Analizom stepena molekularnog odgovora u razli¢itim vremenskim intervalima kao i faktora
koji predvidaju postizanje razlicitih nivoa molekularnog odgovora bavila se studija Hughes T.
i sar. (126). Po rezultatima ove studije veliki molekularni odgovor je postiglo 45% pacijenata
posle 12 meseci, a 64% pacijenata posle 24 meseca terapije imatinibom. Oni su jos ispitivali
koji su prediktivni faktori za postizanje molekularnog odgovora posle 24 meseca terapije.
Univarijantna analiza je identifikovala: Sokal skor rizika, Hasford skor rizika, veli¢inu slezine,
procenat Ph-pozitivnih celija, kao i dozu imatiniba tokom prvih 12 meseci terapije, kao
faktore znacajno udruzene sa postizanjem velikog molekularnog odgovora. U
multivarijantnoj analizi veli¢ina slezine i doza imatiniba su bili znacajno udruzeni sa
postizanjem velikog molekularnog odgovora. Kod pacijenata koji su imali slezinu manju od 5
cm ispod rebarnog luka u nivou MKL, 78% je postiglo veliki molekularni odgovor posle 24
meseca, a kod pacijenata koji su imali vecéu slezinu njih 46% je postiglo isti nivo odgovora u
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analiziranom periodu. Postojao je znatno visi procenat pacijenata koji su postigli veliki
molekularni odgovor posle 24 meseca u grupi koja je leCena sa 600mg/800mg imatiniba od
82% u odnosu na grupu pacijenata koja je leCena standardnom dozom imatiniba u kojoj je
stopa ovog nivoa odgovora iznosila 33%.

U ovom istraZivanju univarijantom analizom identifikovani su bazofili u perifernoj krvi, blasti
u koStanoj srzi i Euro skor rizika kao faktori znacajno udruZeni sa postizanjem velikog
molekularnog odgovora. Kod pacijenata koji su imali bazofile u perifernoj krvi manje od 4%,
njih 85% su postigli veliki molekularni odgovor, a kod pacijenata koji su imali visi nivo
perifernih bazofila njih 15% je postiglo isti nivo odgovora u analiziranom periodu. Postojao
je znacdajno visi procenat pacijenata koji su postigli veliki molekularni odgovor od 90% u
grupi koja je imala manje od 5% blasta u kostanoj srzi, u odnosu na grupu pacijenata koja je
imala viSe vrednosti blasta u koStanoj srzi i u kojoj je stopa ovog nivoa molekularnog
odgovora iznosila 10%. Pacijenti sa visokim Euro skorom rizika postigli su veliki molekularni
odgovor samo u 5% slucajeva.

Press RD. i sar. (127) su izvestili o rezultatima molekularnog monitoringa posle postizanja
kompletnog citogenetskog odgovora kod pacijenata leCenih imatinibom: 42% pacijenata su
postigli najmanje redukciju od 2-loga u trenutku prvog postizanja kompletnog citogenetskog
odgovora. Nakon Sto je bio postignut kompletan citogenetski odgovor, nivoi BCR-ABL
transkripta su progresivno opadali, tokom minimum narednih 15 meseci, dok je 49%
pacijenata konacno postiglo najmanje 3-log redukciju. Postizanje ili molekularnog odgovora
sa 2-log redukcije u vreme kompletnog citogenetskog odgovora ili odgovora sa 3-log
redukcije bilo kada tokom tretmana je znacajan i nezavistan prognosticki marker kasnijeg
prezivljavanja bez progresije. U njihovoj seriji pacijenata bio je sproveden regularni PCR
monitoring, a rezultati su pokazali da u periodu posle 12 meseci terapije njih 29% je postiglo
veliku molekularnu remisiju koja je porasla na 64% posle 24 meseca. Od ukupnog broja
pacijenata sa velikim molekularnim odgovorom 16% je kasnije relapsiralo, u poredenju sa
57% relapsa u grupi pacijenata koji nikada nisu postigli veliki molekularni odgovor.

U svojim daljim radovima Press RD. i sar. (128) su pokazali da je veliki molekularni odgovor
bio postignut kod 84% pacijenata, od toga je 16% relapsiralo i ovaj odgovor je bio znacajan
pokazatelj prolongiranog prezivljavanja bez progresije. Gubitak velikog molekularnog
odgovora koji se dogodio kod 43% pacijenata od Cega je relapsiralo 14%, bio je pokazatelj
kra¢eg prezivljavanja bez recidiva. Kod pacijenata sa hroni¢énom mijeloidnom leukemijom
koji su na terapiji imatinibom postigli kompletan citogenetski odgovor, porast 0,5-log BCR-
ABL transkripta ukljucujudi i gubitak velikog molekularnog odgovora, je znacajan faktor rizika
za bududi recidiv.

Medutim nisu sve studije u saglasnosti sa izveStajima da postizanje velikog molekularnog
odgovora doprinosi poboljSanju prezivljavanja bez progresije. Marin D. i sar. (129) su
retrospektivno primenili kriterijume European LeukemiaNet-a iz 2006. godine u grupi
pacijenata sa HML lecenih imatinibom ali nisu uspeli da potvrde ulogu velikog molekularnog
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odgovora posle 12 ili 18 meseci terapije kao pozitivnog prognostickog indikatora za 5-
godiSnje prezivljavanje bez progresije. Kod pacijenata sa kompletnim citogenetskim
odgovorom koji nisu uspeli da postignu veliki molekularni odgovor posle 12 ili 18 meseci
terapije bilo je izglednije da ¢e izgubiti svoj kompletan citogenetski odgovor nego pacijenti
koji su postigli veliki molekularni odgovor 23,6% naspram 2,6%.

Molekularni monitoring obezbeduje vrednu informaciju za praéenje pacijenata sa HML u
hroni¢noj fazi le¢enih imatinibom. Postizanje velikog molekularnog odgovora korelira sa
poboljSanom mogucénoscu dugotrajne citogenetske remisije, posebno kada je postignut rano
tokom terapije. Vecina velikih molekularnih remisija su dugotrajne i porast BCR-ABL
transkripta ne mora da znaci gubitak citogenetske remisije za vecdinu pacijenta sa
molekularnim odgovorom. Tako da najvazniji cilj terapije imatinibom treba da bude
postizanje ranog velikog molekularnog odgovora.

Angiogeneza ima vaznu ulogu u rastu tumora, Sirenju i metastazama solidnih tumora.
Angiogenezni faktori i angiogeneza igraju znacajnu ulogu u nastanku i toku nekih leukemija,
akutne mijeloidne i limfoblastne leukemije, hronicne mijeloidne leukemije, kao i
mijelodisplastiénog sindroma. Detekcija angiogeneznih receptora u leukemijskim éelijskim
linijama sugeriSe da angiogenezni faktori mogu imati direktan uticaj na vaskularnost kostane
srzi kao i na celije leukemije.

Studija Aguayo A. i sar. (22) je ispitivala vaskularnost i nivoe angiogeneznih faktora (VEGF,
bFGF, TNF-a, TGF-a i HGF) kod pacijenata sa akutnim i hroni¢nim leukemijama i
mijelodisplasti¢nim sindromom, pokazavsi da je prokrvljenost bila znacajno visa u ovim
bolestima u poredenju sa kontrolnom grupom. Najveéi broj krvnih sudova i najveda
vaskularna povrsina pronadeni su u hroni¢noj mijeloidnoj leukemiji. Ovi rezultati pokazuju
sloZzenu prirodu interakcije izmedu angiogeneznih faktora i strome koStane srzi u
leukemijskom procesu. Isti autori nisu dokazali direktnu korelaciju izmedu nivoa jednog
pojedinaénog angiogeneznog faktora i broja krvnih sudova. To pokazuje da i drugi faktori
strome kosStane srzi ili leukemijskog procesa mogu biti vaini u odredivanju nivoa
vaskularnosti u ovim bolestima ili da kombinacija dva ili viSe faktora moze biti odgovorna za
ukupnu vaskularnost.

Druga grupa autora Lundberg LG. i sar. (130) su objavili rezultate svog istrazivanja u kome su
pokazali da su hroni¢na mijeloidna leukemija i mijelofibroza povezane sa povecanom
gustinom krvnih sudova u kostanoj srZzi u odnosu na kostane srzi zdravih ispitanika. Oni su
pokazali da postoji izrazito povecanje broja éelija sa pozitivnim bojenjem na VEGF u ovim
bolestima, sugeri$uéi da bi VEGF mogao biti vazan signalni molekul za angiogenezu. Stavige,
arhitektura vaskulature se jasno razlikovala od normalne arhitekture jer je bila izrazito
vijugava i razgranata.

Istrazivanje Korkolopoulou P. i sar. (67) je prvo u literaturi analiziralo viSe morfometrijskih
mikrovaskularnih karakteristika pored mikrovaskularne gustine kod pacijenata sa HML u
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odnosu na klinicko-patoloske parametre i preZivljavanje. IstraZzivanje je znacajno u
razjaSnjavanju odredenih aspekata evolucije bolesti i razumevanju klinickog znacaja
angiogeneze kod pacijenata sa HML. Komparacija morfometrijskih varijabli izmedu
ispitivanih grupa pacijenata pokazala je da su vrednosti MVD i veli¢ina povezanih
parametara (povrsina, obim, mala i velika duZina ose, TVA i slu¢ajni precnik) bili visi u
hroni¢noj fazi HML nego u kontrolnoj grupi. Kontrolna grupa je pokazala manji stepen
grananja krvnih sudova u poredenju sa HML. NeZeljeni efekat povecanog kalibra krvnih
sudova i MVD je agresivni brzi rast neoplasticne populacije koji dovodi do hipoksije.
Hipoksija je vazan podsticaj za proizvodnju VEGF Sto dovodi do prekomerne angiogeneze u
smislu veli¢ine i broja krvnih sudova da bi se povratila koncentracija kiseonika u tkivu.

Isti rezultati dobijeni su i u ovom istrazivanju posle izvrSene evaluacije morfometrijskih
parametara angiogeneze izmedu grupe pacijenata sa hronicnom mijeloidnom leukemijom i
kontrolne grupe. Mikrovaskularna gustina i veli¢ina zavisni morfometrijski parametri, velika i
mala duZina ose, povrsina, obim i slucajni precnik bili su znacajno visi kod pacijenata sa
hroniénom fazom HML. Pored toga, i oblik zavisni parametri cirkularnost, odnos oblika,
zaobljenost i punoda krvnoga suda su bili znacajno visi u grupi pacijenata sa HML. Uocene su
znacajne razlike u vaskulaturi koStane srzi, sa povecanjem broja krvnih sudova velikog
kalibra i nepravilnog oblika u grupi sa HML, nasuprot malom broju jednostavnih i pravih
mikrosudova u kontrolnoj grupi.

Analiza Korkolopoulou P. i sar. (67) koja je proucavala udruzenost morfometrijskih varijabli
sa klini¢ko-patoloskim karakteristikama pacijenata sa hronicnom fazom HML pokazala je da
nijedna od morfometrijskih varijabli nije bila povezana sa staros$¢u, polom, veli¢inom slezine,
kariotipom, citogenetskim odgovorom, nivoom hemoglobina i brojem trombocita,
procentom blasta, eozinofila ili bazofila. Broj belih krvnih zrnaca je pozitivno korelirao sa
faktorom oblika a negativho sa kompaktnoscu. Ekstenzivna fibroza kosStane srzi je bila
praéena veéom MVD. Korelacija izmedu razlic¢itih morfometrijskih varijabli u HML je
pokazala da postoji slaba negativna korelacija izmedu broja krvnih sudova i veli¢ina zavisnih
parametara (povrsina, obim, mala i velika duzina ose, sluéajni prec¢nik). Vrednost granjanja je
pozitivno korelisala sa MVD i TVA.

Nasuprot tome, rezultati ovog istrazivanja su pokazali da postoji znacajna negativna
korelacija izmedu postignutog kompletnog citogenetskog odgovora i vrednosti
mikrovaskularne gustine, duzine male ose i povrSine krvnoga suda. Analiza je pokazala da
postoji znacajna negativna korelacija izmedu kompletnog citogenetskog odgovora i
cirkularnosti, zaobljenosti i punoée krvnoga suda, ali i znacajna pozitivha korelacija sa
odnosom oblika. Ispitivanje odnosa velikog molekularnog odgovora i angiogeneznih
parametara ukazalo je na postojanje znacajne negativne korelacije izmedu vrednosti
mikrovaskularne gustine, duZine male ose i obima krvnoga suda i ispitivanog nivoa
molekularnog odgovora. Nije nadena statisticki znadajna korelacija izmedu postignutog
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velikog molekularnog odgovora i analiziranih oblik zavisnih morfometriskih parametara
angiogeneze.

U istom radu Korkolopoulou P. i sar. (67) su ispitivali prognostic¢ki zna¢aj morfometrijskih
varijabli u HML u odnosu na progresiju bolesti i prezivljavanje. Univarijantna analiza je
identifikovala da su starost pacijenta preko 70 godina, veli¢ina slezine preko 3cm ispod
rebarnog luka u nivou MKL, MVD, mala duZina ose, povrsina, TVA i broj trombocita bili jedini
parametri koji negativno uti¢u na vreme do progresije, dok je fibroza koStane srZi dostigla
granic¢ni znacaj u tom pogledu. Multivarijantna analiza je ukazala da je trajanje hroni¢ne faze
nezavisno od broja trombocita, starosti pacijenta, kariotipa i povriine. Sto se tice
prezivljavanja, univarijantna analiza je identifikovala sedam znacajnih parametara: MVD,
malu duzinu ose, povrsinu, TVA, broj trombocita, starost pacijenta i veli¢inu slezine. Pacijenti
stariji od 70 godina pri dijagnozi sa splenomegalijom, trombocitozom i povisenim
vrednostima angiogeneznih parametara su pokazali tendenciju ka loSijem ishodu.

U ovom istrazZivanju ispitivan je prognosticki znac¢aj morfometrijskih varijabli kod pacijenata
sa HML u odnosu na postignut ukupan kompletan citogenetski i veliki molekularni odgovor.
Univarijantna analiza je izdvojila vrednost mikrovaskularne gustine manju od 9/HPF, malu
duZinu ose manju od 10 um, povrsinu manju od 350 pm?, cirkularnost manju od 0,5, odnos
oblika manji od 3,5 i zaobljenost krvnoga suda manju od 0,35 kao znacajne morfometrijske
parametre za postizanje ukupnog kompletnog citogenetskog odgovora. Sto se tice
mogucnosti postizanja velikog molekularnog odgovora univarijantna analiza je identifikovala
jedino vrednost mikrovaskularne gustine manju od 9/HPF, kao morfometrijski parametar sa
znacajnom statistickom znacajnoséu za postizanje ovog nivoa odgovora. Identifikovani su i
morfometrijski prediktivni faktori za postizanje kompletnog citogenetskog odgovora u
razli¢itim vremenskim intervalima. Sa visokim stepenom statisticke znacajnosti izdvojeni su
pozitivni prognosticki faktori posle 6 i 18 meseci terapije, povrsina krvnoga suda manja od
350 um?, cirkularnost manja od 0,5 i zaobljenost krvnoga suda manja od 0,35, dok su posle
12 meseci terapije osim ovih prognostickih faktora izdvojeni i velika duzina ose manja od 35
um, mala duZina ose manja od 10 pm, obim manji od 85 um i odnos oblika vedéi od 3,5.

Izneti rezultati Korkolopoulou P. i sar. (67) jasno potvrduju da postoji povisen broj malih
krvnih sudova, viSe vrednosti veli¢ina zavisnih parametara i da postoje morfoloske
varijabilnosti vaskularne mreze, kod pacijenata sa HML u poredenju sa kontrolnom grupom.
Ovi nalazi pokazuju da je angiogeneza najizrazenija u hroni¢noj fazi HML kao rezultat
formiranja Sirokih sinusoidnih prostora. Rezultati istraZzivanja ovih autora podriavaju
hipotezu da stvaranje novih krvnih sudova moze biti od sustinske vaznosti za konverziju
normalne kostane srzi u HML i na kraju do razvoja blastne krize. Po prvi put je bilo pokazano
da se prognosticki znacaj angiogeneze u HML bolje procenjuje veli¢inom malih krvnih
sudova, dok MVD bila uticajna samo u pogledu preZivljavanja.

Istrazivanja su pokazala da je nivo serumskog VEGF bio mnogo visi u HML nego u bilo kojoj
drugoj vrsti leukemije i da je ekspresija VEGF narocito bila izrazena u megakariocitima kod
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HML. S druge strane, poznato je da mijeloidni blasti i druge nezrele mijeloidne celije
generisu proizvodnju VEGF putem parakrinih ili autokrinih mehanizma (22, 141). Mehanizam
angiogeneze u ovoj bolesti zasniva se na podacima koji ukazuju da su endotelne ¢elije u HML
klonske i da se umnozavaju brie i imaju produZzen Zivotni vek zahvaljujuci suzbijanju
apoptoze. Mehanizam angiogeneze kostane srzi u HML je sloZen i nije joS u potpunosti
razjasnjen fenomen (132).

U literaturi su dostupni podaci o promenama u kosStanoj srizi posle primene terapije
imatinibom, koji pokazuju da dolazi do kvantitativne normalizacije celularnosti i
eritrocitopoeze sa izrazenim smanjenjem neutrofilnih granulocita, sa zna¢ajnim smanjenjem
broja megakariocita i upecatljivom regresijom sadrzaja fibrinskih vlakana, kao i Ph pozitivne
hematopeze (73, 133, 134). Istrazivanje Thiele J. i sar. (135) je bilo fokusirano na proceni
koStane srzi u razli¢itim fazama HML tokom dugoro¢nog tretmana imatinibom. Kod
pacijenata sa hroni¢nom fazom HML terapija dovodi do znacajnog smanjenja celularnosti,
neutrofilnih granulocita i broja megakariocita, dok su promene u eritrocitopoezi bile manje
upadljive. Znacajne su bile promene morfologije megakariocita u skladu sa znacajnim
smanjenjem defekata u sazrevanju Sto je podrazumevalo manju koli¢inu atipi¢nih
mikromegakariocita i pronalaZenje srednjih i velikih megakariocita tokom terapije. Stavise,
detektovano je smanjenje pocetne mikrovaskularne gustine koje je bilo udruZzeno sa
smanjenjem distenzije vaskularnog lumena.

Studija Kvasnicka HM. i sar. (68) koja je ispitivala efekat terapije imatinib mesilatom na
angiogenezu i mijelofibrozu kod pacijenata sa HML u hroni¢noj fazi bez drugog pretretmana,
pokazala je znacajno smanjenje mikrovaskularne gustine, odnosno normalizaciju u
poredenju sa kontrolama, sSto je bilo povezano sa kompletnim citogenetskim odgovorom.
Shodno tome, kod pacijenata sa kompletnim molekularnim odgovorom bila je otkrivena
normalizacija mikrovaskularne gustine. Znacajna regresija fibroze kosStane srzi, zajedno sa
izrazenim smanjenjem megakariocita bila je zabeleZzena u veéine pacijenata koji su leceni
imatinibom. Posto imatinib utiCe na aktivnost receptora za trombocitni-izvedeni faktor
rasta, normalizacija vaskularnih struktura i gustine vlakana mogu biti pod uticajem efekta
izvrSenim na megakariocitopezu neutralizacijom njenih stimulativnih funkcija na stromu
kostane srzi (73, 135).

U studiji Ebos JM. i sar. (72) je ubedljivo bilo pokazano da imatinib smanjuje BCR-ABL-
posredovanu sekreciju VEGF, koji je uglavhom odgovoran za angiogenezne efekte ovog leka.
Znacajna korelacija izmedu broja VEGF+ celija koStane srzi i MVD je bila podrzana od strane
odgovarajuceg pada nivoa VEGF u plazmi pacijenata sa smanjenjem vaskularnosti. Rezultati
eksperimentalnih studija potvrduju pretpostavku da imatinib selektivho inhibira rast ili
senzitiranje BCR/ABL pozitivnih ¢elija na apoptozu i da izaziva dalju diferencijaciju
leukemijskih prekursora (136). Smatra se da je ovaj mehanizam odgovoran za hematoloski i
citogenetski efekat ovog leka. Posle terapije imatinibom primeéeno je znadajno smanjenje
proliferativne aktivnosti i tendencija ka viSoj stopi apoptoze samo kod pacijenata koji

128



reaguju na terapiju. Konacno, broj nezrelih celija, ukljucuju¢i i CD34+ progenitore i
mijeloblaste opada brzo kod pacijenata u fazi akceleracije i blastne transformacije kao i kod
pacijenata koji su doziveli relaps leukemije tokom tretmana imatinibom (137).

Prognoza zasnovana na ranom odgovoru na terapiju inhibitorima tirozin kinaze je izdvojila
kompletan citogenetski odgovor i veliki molekularni odgovor posle 6, 12 i 18 meseci terapije
kao prognosti¢cke indikatore koji koreliraju sa klinickim ishodom. Studija Cardema A. i
sar. (106) je procenjivala da li postizanje ranog odgovora pruza prognosticku prednost.
Njihovi rezultati su ukazali da je neuspeh da se postigne kompletan citogenetski odgovor u
prvih 12 meseci terapije imatinibom bio povezan sa vi§im stopama progresije bolesti i da je
ovaj rizik bio zapaZen rano u toku terapije imatinibom. Verovatnoca postizanja kompletnog
citogenetskog odgovora polako se smanjivala ako ovaj odgovor jos uvek nije bio postignut
posle 3, 6 i 12 meseci terapije imatinibom, sa slicnim smanjenjem verovatnoce postizanja
velikog molekularnog odgovora. Druker BJ. i sar. (5) su pokazali da je rani odgovor na
imatinib imao znacajnu povezanost sa preZivljavanjem bez dogadaja i smanjenu moguénost
progresije u fazu akceleracije ili blastne krize. Pacijenti koji su imali kompletan citogenetski
odgovor posle 12 meseci od pocetka terapije imatinibom, posle 60 meseci pracenja u 97%
slu€ajeva nisu bili progredirali u fazu akceleracije ili blastne krize. U radu Hasford J. i sar. (28)
bilo je pokazano da je postizanje kompletnog citogenetskog odgovora unutar 18 meseci
osnovni rani pokazatelj ishoda. Medu pacijentima koji su bili praéeni najmanje 36 meseci i
kod kojih je procenjivan kompletan citogenetski odgovor, procenat pacijenata koji su bili
postigli kompletnu citogenetsku remisiju je rastao tokom vremena: od 7% posle 3 meseca
do 31% posle 6 meseci, 65% posle 9 meseci, 74% posle 12 meseci, 82% posle 15 meseci do
postizanja 85% posle 18 meseci.

Zbog razlika u klinickoj agresivnosti izmedu pocetne hronicne faze i uznapredovale faze HML
i zbog toga Sto prognoza HML moZe znacdajno varirati ¢ak i medu pacijentima u istoj fazi
bolesti, razvijeno je nekoliko prognosti¢kih pokazatelja u pokusaju da se predvidi ishod
bolesti i da se napravi plan za individualno lecenje pacijenata sa HML. Kao prognosticki
pokazatelji pri dijagnozi, uobicajeno se koriste neki od dostupnih prognostickih skoring
sistema kao $to su Sokal, Euro ili nedavno razvijen EUTOS skor. Prognosticki uticaj dodatnih
citogenetskih aberacija i varjantna translokacija, kao i farmakokinetika imatiniba, uzimaju se
u obzir.

Pre trideset godina Sokal skor je izveden iz rezultata leCenja pacijenata sa HML, primenom
konvencionalne hemioterapije koja viSe nije u upotrebi. Ovaj skoring sistem je ustanovio tri
prognosticke grupe, od kojih je svaka bila sa signifikantno razli¢itim predvidenim
dugoro¢nim ishodom. Nisko rizicna grupa pacijenata imala je stopu 2-godisnjeg
prezivljavanja od 90% i prose¢nu stopu smrtnosti tokom narednih 5 godina od 19% po
godini. Visoko rizi¢na grupa imala je 2-godiSnje prezivljavanje od 65%, praceno prosecnom
stopom smrtnosti od 35% godisnje (3).
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Hasford J. i sar.(27) su razvili prognosticki skoring sistem koji odraZava procenjeno
prezivljavanje pacijenata sa HML lecenih interferonom-a. Medu analiziranim pacijentima, tri
razliite rizicne grupe su bile identifikovane: grupa niskog, intermedijarnog i visokog rizika,
sa srednjom medijanom preZivljavanja od 98 meseci, 65 meseci i 42 meseca. Stopa 5-
godisnjeg prezivljavanja u grupi niskog rizika bila je 73%, u intermedijarnoj grupi iznosila je
55%, dok je u grupi pacijenata visokog rizika bila 37%.

Rezultati leCenja hroni¢ne mijeloidne leukemije su se znacajno promenili uvodenjem
inhibitora tirozin kinaze u terapiju, Sto je dovelo do potrebe razvoja novih prognostickih
sistema. Hasford J. i sar. (28) su 2011. godine izveli novi prognosticki skoring sistem koji je
superiorniji od Sokal i Euro skora u prognosti¢kim mogucénostima i u jednostavnosti. EUTOS
skor predvida da ¢e 34% visoko rizi¢nih pacijenta posti¢i kompletnu citogenetsku remisiju
posle 18 meseci terapije. On predvida prezivljavanje bez progresije posle 5 godina, koje
iznosi 82% u visoko rizi¢noj grupi i 90% u nisko rizi¢noj grupi (28).

Medutim, nisu sve studije bile u moguénosti da dokazu vrednost EUTOS skora. Najpre je
studija Marin D. i sar. (138) pokazala da na njihovoj grupi pacijenata novo razvijeni EUTOS
skor nije predvideo ishod, ukupno prezivljavanje i preZivljavanje bez progresije kao ni
kumulativhu incidencu kompletnog citogenetskog odgovora i velikog molekularnog
odgovora (naime: OS p=0,1; PFS p=0,24; CCgR p=0,35; i MMoR p=0,15). U isto vreme, Sokal
skor je signifikantno predvideo sve ove ishode (OS p=0,001; PFS p=0,002; CCgR p=0,001; i
MMoR p=0,05). Drugu negativnu proveru vrednosti su objavili Jabbour E. i sar. (139) koju su
sproveli na svojoj grupi pacijenata le¢enih prvom i drugom generacijom inhibitora tirozin
kinaze. Autori su bili zakljucili da nije bilo razlike u stopama velikog molekularnog odgovora
(85% naspram 81% p=0,48), prezivljavanju bez transformacije (p=0,49), preZivljavanju bez
dogadaja (p=0,71) ili ukupnom prezivljavanju (p=0,88) izmedu pacijenata sa niskim i visokim
EUTOS skorom. Kona¢no, Yamamoto E. i sar. (140) su sproveli multicentri¢nu studiju da bi
potvrdili efikasnost EUTOS skora. U grupama pacijenata sa niskim i visokim rizikom,
kumulativna incidence kompletnog citogenetskog odgovora posle 18 meseci bila je 86,9% i
87,5% (p=0,797), a 5-godisnja stopa ukupnog prezivljavanja bila je 92,6% i 93,3% (p=0,871).
Kumulativna incidence kompletnog citogenetskog odgovora posle 12 meseci, 5-godisnje
prezivljavanje bez transformacije i 5-godiSnje preZivljavanje bez dogadaja nisu bili
predvideni koris¢enjem EUTOS skoring sistema.

Na osnovu iznetih podataka moZze se zakljuciti da je korist od prognostickih skoring sistema
ograniéena, jer su oni bazirani na klinickim pokazateljima i nisu udruzeni sa molekularnim i
genetskim karakteristikama. Sweet K. i sar. (141) analizirali su prognosticke indikatore pri
dijagnozi i indikatore posle prvobitnog tretmana i zaklju¢eno je da su klinicke karakteristike
pri dijagnozi, dubina ranog citogenetskog i molekularnog odgovora, kao i prisustvo mutacija
kinaznog domena i farmakokinetski markeri znacajni za odluku o individualnom optimalnom
terapijskom pristupu.
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U kontekstu hematoloskih maligniteta povecanje angiogeneze kostane srzi je dokazano u
multiplom mijelomu, hroni¢noj mijeloidnoj leukemiji, akutnoj mijeloidnoj i limfoblastnoj
leukemiji, kao i u mijelodisplasticnom sindromu i nadeno je da ima prognosti¢ku vrednost.
Istrazivanja Aguayo A. i sar. i Lundberg LG. i sar. (22, 140) jasno potvrduju da postoji povisen
broj krvnih sudova kosStane srZi kod pacijenta sa hronicnom mijeloidnom leukemijom u
odnosu na normalne kontrole. IstraZivanje Korkolopoulou i sar. (67) je prvo u literaturi
demonstriralo prognosticki znacaj angiogeneze u HML sa akcentom na potencijalne
vrednosti anti-angiogenezne terapije u odlaganju ili ¢ak spre¢avanju progresije bolesti.

U skladu sa osnovnim istrazivackim ciljevima disertacije, razmatran je znacaj ukljucivanja
morfometrijskih parametara u prognosticke modele bazirane na dokazano uticajnim
klinickim parametrima pacijenata, u cilju predvidanja dostizanja optimalnih terapijskih
odgovora. S obzirom da su klini¢ki znacajni ishodi odnosno optimalni terapijski odgovori kod
hroni¢ne mijeloidne leukemije definisani kao binomne varijable (odsustvo ili prisustvo
kompletnog citogenetskog i velikog molekularnog odgovora), koris¢eni su modeli logisticke
regresije. U cilju poboljsanja prediktivne moci logistickih regresionih modela, morfometrijski
parametri angiogeneze u vreme postavljanja dijagnoze su dodati EUTOS skoru. Analiza je
izvrSena za kompletan citogenetski i veliki molekularni odgovor, tako $to je EUTOS skoru
dodavan po jedan morfometrijski parametar izabran na osnovu stepena statisticke
znacajnosti i klinickog iskustva.

U cilju predvidanja kompletnog citogenetskog odgovora posle 6 meseci terapije, metodom
maksimalne verovatnoée utvrdeno je da model koji uklju¢uje morfometrijski parametar
malu duZinu ose krvnoga suda zajedno sa EUTOS skorom je superioran u odnosu na model
koji ukljuuje samo EUTOS skor, (y2-test, s.s.1=5,13; p=0,024). Model koji ukljuduje
morfometrijski parametar cirkularnost krvnoga suda pored EUTOS skora je superioran u
predvidanju kompletnog citogenetskog odgovora posle 6 meseci terapije imatinibom u
odnosu na model koji sadrzi samo EUTOS skor (y2-test, s.s.1=4,74; p=0,029).

Uradeno je poredenje prediktivnih modela za predvidanje kompletnog citogenetskog
odgovora posle 12 meseci terapije imatinibom. Metodom maksimalne verovatnoce
utvrdeno je da su svi modeli koji pored EUTOS skora uklju¢uju morfometrijske parametre
mikrovaskularnu gustinu, duZinu male ose, povrSinu i cirkularnosti krvnoga suda su
nadmoéni u odnosu na model samo sa EUTOS skorom (y2-test, s.s.1=7,1; p=0,008;
s.s.1=11,5; p=0,001; s.5.1=9,88; p=0,002; s.5.1=6,4; p=0,011).

Sliéni rezultati dobijeni su i analizom prediktivnih modela za predvidanje kompletnog
citogenetskog odgovora posle 18 meseci terapije imatinibom. Primenjenom metodom
maksimalne verovatnoée utvrdeno je da su svi modeli koji pored EUTOS skora ukljucuju
morfometrijske parametre mikrovaskularnu gustinu, duZinu male ose, povrSinu i
cirkularnost krvnoga suda, su bolji u odnosu na model samo sa EUTOS skorom (y2-test,
s.5.1=6,46; p=0,011; s.s.1=7,13; p=0,008; s.s.1=4,45; p=0,035; s.5.1=8,66; p=0,003).
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Posle toga je u ovom istraZivanju uradeno poredenje prediktivnih modela za predvidanje
ukupnog kompletnog citogenetskog odgovora na terapiju. Metodom maksimalne
verovatnoce utvrdeno je da su svi modeli koji pored EUTOS skora uklju¢uju morfometrijske
parametre mikrovaskularnu gustinu, duzinu male ose, povrsinu i cirkularnost krvnoga suda,
su superiorni u odnosu na model koji sadrzi samo EUTOS skor (y2-test, s.s.1=10,79; p=0,001;
s.s.1=10,65; p=0,001; s.5.1=7,00; p=0,008; s.s.1=7,99; p=0,005).

Konacno izvrSena je analiza prediktivnih modela za predvidanje velikog molekularnog
odgovora na terapiju. Primenjenom metodom maksimalne verovatnoce utvrdeno je da su
svi modeli koji pored EUTOS skora uklju¢uju morfometrijske parametre mikrovaskularnu
gustinu, duZinu male ose, povrsinu i cirkularnost krvnoga suda, su superiorni u odnosu na
model samo sa EUTOS skorom (x2-test, s.s.1=16,56; p=0,000; s.s.1=17,89; p=0,000;
s.5.1=11,98; p=0,001; s.5.1=5,78; p=0,016).

Ovo istrazivanje pokazalo je da se koris¢enjem morfometrijskih parametara koji su dostupni
u trenutku postavljanja dijagnoze hronicne faze HML moZe poboljsati predvidanje
kompletnog citogenetskog odgovora i velikog molekularnog odgovora na terapiju
imatinibom, u odnosu na standardni prognosticki skoring sistem - EUTOS skor. U ovom
istrazivanju EUTOS skor je pokazao ocekivanu prednost nad drugim klinickim i
laboratorijskim parametrima i prognostickim skoring sistemima. Odnos pacijenata koji su
postigli kompletan citogenetski odgovor posle 12 i 18 meseci terapije imatinibom u ovoj
studiji bio je slican (72,5% i 80%) kao i u EUTOS populaciji, kao i prediktivna vrednost EUTOS
skora (33,33% u ovom istrazivanju naspram 34% u EUTOS studiji). Medutim, rezultati
postignuti u ovom istrazivanju ukazuju da dodavanje pojedinacnih morfometrijskih
parametara angiogeneze EUTOS skoru poveéava tacnost predvidanja kompletnog
citogenetskog i velikog molekularnog odgovora.

Ostvareni rezultati su povezani sa opservacijom prognosti¢kog znacaja morfometrijskih
parametara kod hroniéne mijeloidne leukemije a u vezi sa progresijom bolesti i
prezivljavanjem. Arhitektura vaskularne mreze kod hroni¢nih mijeloproliferativnih bolesti je
jasno razli¢ita od normalne, a angiogeneza je posebno izrazena u hronic¢noj fazi hroni¢ne
mijeloidne leukemije kao rezultat formiranja Sirokih sinusoidnih prostora. Uzgredni efekti
povecdanja kalibra krvnih sudova i mikrovaskularne gustine je brz i agresivan porast
neoplasticne populacije Sto dovodi do hipoksije. Hipoksija je znacéajan stimulans za
produkciju vaskularnog endotelnog faktora rasta Sto dalje dovodi do ekcesivne angiogeneze
u smislu povecanja veli¢ine i broja krvnih sudova u cilju odrzanja koli¢ine kiseonika u
tkivima. Stoga, ukljucivanje morfometrijskih parametara u prognosticke modele ima svoje
biolosko utemeljenje.

Postignuta moguénost da se predvidi ishod pacijenta u pogledu postizanja kompletnog
citogenetskog odgovora i velikog molekularnog odgovora na terapiju imatinibom bila je
mnogo bolja od postignute mogucnosti da se identifikuju pacijenti koji nece postici ove
nivoe odgovora. Drugim recima, mnogo je veca senzitivnost nego specifiCcnost za sve
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usvojene modele. Pomenuti rezultat zapravo odrazava dokazanu visoku efikasnost imatiniba
u ovoj grupi pacijenata, ali moZe ukazati i da su potrebni bolji markeri za nepostizanje
kompletnog citogenetskog i velikog molekularnog odgovora kod pacijenata sa hroni¢nom
mijeloidnom leukemijom.
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7. ZAKLJUCAK

Rezultati istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije mogu se sublimirati kroz sledeée
zakljucke:

1. U analiziranoj grupi pacijenata sa hronicnom mijeloidnom leukemijom, stopa
intermedijarnog i visokog Sokal i Euro skora bila je 60% odnosno 55%, dok je stopa
visokog EUTOS skora bila 15%.

2. U ispitivanoj grupi pacijenata utvrdena je visoka kumulativha stopa kompletnog
hematoloskog odgovora u analiziranom periodu od 97,5%, kompletnog
citogenetskog odgovora od 75% i velikog citogenetskog odgovora od 87,5%.

3. Ustanovljeno je da je od ukupnog broja pacijenata veliki molekularni odgovor
postiglo 57,14%, a od toga je samo 10% izgubilo kompletnu citogenetsku remisiju
tokom pracenja.

4. Registrovano je da su najznacajniji nehematloski neZeljeni efekti na terapiju
imatinibom koji su se desili u preko 10% slucajeva bili mucnina, retencija tecnosti,
glavobolja i ose¢aj umora, a od hematoloskih leukopenija i anemija.

5. Utvrdena je povezanost izmedu karakteristika pacijenata pre tretmana i kasnije
mogucnosti za postizanje kompletnog citogenetskog odgovora. Analiza je pokazala
postojanje slededih statisti¢ki znacajnih pozitivnih prognostic¢kih faktora: prisustvo
manje od 3% blasta u perifernoj krvi, manje od 4% bazofila u kostanoj srzi, manje od
4% bazofila u perifernoj krvi.

6. Analizirana je udruZenost bazi¢nih karakteristika pacijenata i bolesti sa velikim
molekularnim odgovorom. Sa visokim stepenom statisticke znacajnosti
identifikovano je prisustvo manje od 4% bazofila u perifernoj krvi kao pozitivan
prognosticki parametar za postizanje ovog nivoa molekularnog odgovora.

7. Komparacija morfometrijskih parametara izmedu ispitivanih grupa pacijenata
pokazala je da su mikrovaskularna gustina i svi ispitivani parametri velic¢ine i oblika
krvnih sudova bili vis$i u hroni¢noj fazi hronicne mijeloidne leukemije nego u
kontrolnoj grupi.

8. Ispitivanje povezanosti angiogeneznih parametra i kompletnog citogenetskog
odgovora pokazalo je da postoji statisticki znacajna negativna korelacija izmedu
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10.

11.

12.

13.

14.

vrednosti mikrovaskularne gustine, duZine male ose, povrSine krvnoga suda,
cirkularnosti, zaobljenosti i punoce krvnoga suda, ali i znacajna pozitivna korelacija sa
odnosom oblika i evaluiranog stepena citogenetskog odgovora.

Analizom odnosa izmedu angiogeneznih parametara i velikog molekularnog
odgovora, nadena je statisticki znacajna negativna korelacija izmedu vrednosti
mikrovaskularne gustine, duzine male ose, povrSine i obima krvnoga suda i
evaluiranog stepena molekularnog odgovora.

Ispitivan je prognosticki znacCaj angiogeneznih parametara u odnosu na postignut
kompletan citogenetski odgovor. Analiza je identifikovala sledece statistic¢ki znacajne
pozitivne prognosticke faktore za postizanje ovog nivoa odgovora: vrednost
mikrovaskularne gustine manju od 9/HPF, duZinu male ose manju od 10 um,
povriinu manju od 350 um?, cirkularnost manju od 0,5, odnos oblika veéi od 3,5 i
zaobljenost krvnoga suda manju od 0,35.

U ovom istrazivanju izmedu angiogeneznih parametara identifikovana je vrednost
mikrovaskularne gustine manja od 9/HPF kao pozitivan prognosticki faktor za
postizanje velikog molekularnog odgovora sa znacajnom statistickom znacajnoséu.

Analizom bazi¢nih parametra identifikovani su faktori koji dovode do postizanja
kompletnog citogenetskog odgovora u razli¢itim vremenskim intervalima. Sa visokim
stepenom statisticke znacajnosti izdvojeni su pozitivni prognostic¢ki faktori posle 6
meseci terapije (splenomegalija manja od 5 cm i manje od 5% blasta u koStanoj srzi) i
posle 12 i 18 meseci terapije (prisustvo manje od 3% perifernih blasta, manje od 4%
perifernih bazofila i manje od 4% bazofila u kosStanoj srzi), kao i specificni
prognosticki faktori posle 18 meseci terapije (splenomegalija manja od 5 cm i nizak
EUTOS skor rizika).

Identifikovani su morfometrijski prediktivni faktori za postizanje kompletnog
citogenetskog odgovora. Sa visokim stepenom statisticke znaéajnosti izdvojeni su
pozitivni prognosticki faktori posle 6 i 18 meseci terapije, povrSina krvnoga suda
manja od 350 um?, cirkularnost manja od 0,5 kao i zaobljenost krvnoga suda manja
od 0,35, dok su posle 12 meseci terapije osim ovih prognostic¢kih faktora izdvojeni i
velika duzina ose manja od 35 um, mala duZina ose manja od 10 um, obim manji od
85 umi odnos oblika veci od 3,5.

Na ispitivanoj grupi pacijenata razvijeni su viSestruki modeli logisticke regresije sa
ciliem predvidanja kompletnog citogenetskog odgovora posle 6, 12 i 18 meseci
terapije, kao i za postizanje ukupnog kompletnog citogenetskog i velikog
molekularnog odgovora. Za razliku od osnovnog modela koji se bazirao samo na
EUTOS skoru, modeli kojima su pridodati morfometrijski parametri angiogeneze imali
su superiornu predikciju terapijskog odgovora.

135



15. UkljucCivanje morfometrijskih parametra krvnih sudova zajedno sa klinickim i
laboratorijskim parametrima moZe poboljsati prognosticke modele za predvidanje
postizanja kompletnog citogenetskog i velikog molekularnog odgovora na terapiju
imatinibom.

16. Poboljsanje prognostickih sistema znacajno je jer rana identifikacija pacijenata koji
nece postié¢i kompletan citogenetski odnosno veliki molekularni odgovor, ukazuje na
pacijente sa znatno vecéim rizikom od progresije bolesti i kraéim preZivljavanjem, sto
moze biti upozorenje za ordinirajuceg lekara na neophodnost paiZljivijeg pracenja i
ranije terapijske intervencije.
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M3JABA O AYTOPCTBY

M3jas/pyjem fa je 4OKTOPCKA amcepTaumja, nog, HaC10BOM

KAnHUuKM 1 MopdomeTpmjCcKuU NoKa3aTe/bu TepanujcKor 0Arosopa Koa, XpoHU4He

MujenoungHe neykemmje

° pe3ynTtaTt concrBeHOr UCTPa*KMBa4vyKor paaa,

« a3 npeajioXeHa AucepTauumja, HW y LENUHU, HU Y AenoBUMa, Huje Buna npeanoxeHa
3a pgobujarbe 6OWMNO Koje AunaomMe, npema CTYAMjCKMM nporpamuma  Apyrux
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* [a Cy pe3ynTaTu KOPEeKTHO HaBeadeHU U

«  Jla HUCaM KPLIKMO/Na ayTopcKa npasa, HUTU 310ynoTpebuo/na MHTENEKTYaNHy CBOjUHY
ApYyrux nuua.

Y Hnuwy, 22.05.2014.roguHe

Aytop auceptaumje:  WUpeHa hojbawuh

oTnuc AoKTOpaHaa:
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M3JABA O UICTOBETHOCTU LLUTAMMAHE U ENNEKTPOHCKE BEP3UIJE
OOKTOPCKE AUCEPTALUMIE

Mme 1 npesume ayTopa:
MpeHa hojb6awuh

CTyamjcku nporpam:
KnanHnuyka meguumnHa

Hacnos paga:
KnnHuuku n mopdomeTpujcKM NnoKasares/bu Tepanujckor
OAroBoOpa KOA XpoHMYHE mUujeniougHe neyKkemuje

MeHTOp:
Mpod. ap laHa MavyykaHosuh-Tony6osuh
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e/IeKTPOHCKO] BEp3uju, Kojy cam npeaao/na 3a yHowere y LUrUTanHU penosuTopujym
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aKaZleMCKOr 3Batba AOKTOPA HayKa, Kao LWTO CYy MMe 1 npesnme, roguHa u mecto pohera u
natym opbpaHe paga, M To Yy Katanory bubavoteke, [AurutanHom penosutopujymy
YHusep3uTeTa y Huuy, Kao 1 y nybamkaumjama YHusepsuteTa y Huwy.

Y Huuwy, 22.05.2014.roauHe

Aytop gucepTtauuje: WpeHa hoj6awmh

MoTtnuc pokTopaHaa:
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U3JABA O KOPULLREHDY
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peno3uTopujym YHusep3suteTa y Huwy, yHece mojy AOKTOPCKY AMcepTaunjy, Nog Hac10BOM:
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Y HacTaBKy TEKCTa).
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