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Imunofenotipska karakterizacija ¢elija akutne mijeloidne
leukemije kod odraslih i njena uloga u dijagnozi, prac¢enju i
prognozi bolesti

SAZETAK

U tezi su ispitivani savremeni aspekti primene imunofenotipizacije
multiparametarskom proto¢nom citofluorimetrijom (IMPC) u dijagnostici i
pracenju AML. Ispitivanjem je obuhvaéeno 320 odraslih bolesnika sa de novo
AML, od kojih je 294 ukljuceno u retrospektivno ispitivanje (dijagnoza,
klasifikacija i prognoza), dok je ostalih 26 bolesnika bilo uklju¢eno u
prospektivno ispitivanje (pracenje minimalne rezidualne bolesti - MRB).
Bolesnici su klasifikovani kao AML-neklasifikovana (48%), AML sa
rekurentnim genetskim poremecajima (37,4%) i AML sa znacima
mijelodisplazije (14,6%). IPCM omogucava postavljanje dg AML analizom ks
kod 98% bolesnika. Ispitivanjem 44 razlicita hLDM utvrdeno je da je njihova
ekspresija na blastima deregulisana, o ¢emu govore aberacije u njihovoj
ekspresiji kod svakog bolesnika. Heterogen Ccelijski sastav populacije
leukemijskih ¢elija (leukemijski blasti i prekursori) utvrden je kod 55%
bolesnika sa AML. Imunoloska i citomorfoloska klasfikacija AML su saglasne
kod 73% bolesnika, odnosno imunoloska i SZO Klasifikacija kod 68%
bolesnika. Ispitivanje MRB sprovedeno je primenom jedne (42%) ili dve
(58%) kombinacije IFSL po bolesniku. Primenom IMPC, pokazana je visoka
ucestalost MRB kod naSih bolesnika sa AML posle lecenja indukcionom
(69%) odnosno konsolidacionom terapijom (50%). Nivo MRB u ks bolesnika
>0,1% NC posle indukcione terapije, svrstava bolesnike u grupu visokog
rizika za razvoj relapsa bolesti. Ispitivanje prognostickog znacaja hLDM kod
bolesnika sa AML, pokazalo je znacajnu vezu izmedu rane monocitne
diferencijacije leukemijskih celija, ekspresije CD22 molekula i pojave rane
smrti i (p<0,05), odnosno niZe incidence kompletne remisije (p<0,05).

Multivarijantnom analizom je pokazano da je obrazac ekspresije molekula



CD45+low/med na blastima, povezan sa duzim trajanjem KR (p=0,002), dok je
ekspresija molekula CD7+CD22+CD34+* povezana sa kra¢im preZivljavanjem

bolesnika sa AML (p<0,05).

Klju¢ne reci: AML; imunofenotipizacija; proto¢na citofluorimetrija; hLDM;

dijagnoza; minimalna rezidualna bolest; prognoza

Naucna oblast: Biologija
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Immunophenotypic characterization of acute myeloid leukemia
in adults and its role in the diagnosis, monitoring, and
prognosis of the disease

ABSTRACT

In the thesis are examined modern aspects of application
immunophenotyping and multiparameter flow cytometry (IMPC) in the
diagnosis and monitoring of AML. The study included 320 adult patients
with de novo AML, of which 294 included in the retrospective study
(diagnosis, classification and prognosis), while the other 26 patients were
included in a prospective study (minimal residual disease - MRD). Patients
were classified as AML-unclassified (48%), AML with recurrent genetic
abnormalities (37.4%) and AML with signs of myelodysplasia (14.6%). IPCM
allows setting dg AML by analysis of bone marrow (bm) in 98% of patients.
By examining of 44 different HLDM, it was found that its expression is
deregulated on the blasts, whereas at least one type of immunophenotypic
aberrations was found per patient. Heterogeneous cellular composition of
the population of leukemic cells (leukemic blasts and precursors) was found
in 55% of patients with AML. Immunological and cytomorphological
classification of AML agree with 73% of patients, respectively immunological
and WHO classification in 68% of patients. MRD trial was conducted by one
(42%) or two (58%) combination of IFSL per patient. By applying the IMPC,
a high incidence of MRD was detected in our patients with AML, after
induction (69%) and/or consolidation therapy (50%). The level of MRD in
bm of patients 20,1% NC after induction therapy, classified patients in the
high risk group for the development of relapse. The prognostic significance
of HLDM in patients with AML, showed a significant association between
early monocytic differentiation of leukemia cells, the expression of CD22
molecule and the appearance of early death (p<0.05), and lower incidence of

complete remission (p<0.05). Multivariate analysis showed that the



expression patterns of molecule CD45*ow/med on the blasts, is associated
with a longer duration of the CR (p=0.002), while the expression of the
molecules CD22+CD7+CD34+ associated with shorter survival of patients

with AML (p<0.05).

Key words: AML; immunophenotyping; flow cytometry; HLDM; diagnosis;

minimal residual disease; prognosis

Research area: Biology
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SKRACENICE

Ag - antigen

AL - akutna leukemija

ALL - akutna limfoblastna leukemija

AML - akutna mijeloidna leukemija

AML sa CEBPAmut - AML sa CEBPA mutacijom

AML-MDS - AML sa znacima mijelodisplazije

AML-NK - AML sa normalnim Kkariotipom

AML sa NPM1mut - AML sa NPM1 mutacijom -

AML- NOS - engl. AML not otherwise specified (neklasifikovana AML)

AML-RGP - AML sa rekurentnim genetickim poremecajima

APC - alofikocijanin

APL - akutna promijelocitna leukemija

BFU-E - engl. Burst Forming Unit - Erithroid

CBF - engl. Core binding factor

CD - engl. Cluster of Differentiation

CEBPA - engl. CCAAT /enhancer binding protein-a

CFU-E - engl. Colony forming unit - erithroid

CpG - Citidin-fosfat-guanozin dinukleotid

dg - dijagnoza

DFS - engl. Disease free survival (preZivljavanje bez znakova bolesti)

EGIL - engl. European Group for the Immunological Characterization of Leukemias
(Evropska grupa za imunolo$ku karakterizaciju leukemija)

ELN - engl. European LeukemiaNet (Evropska mreZa za leukemije)

FAB - Francusko-Americko-Britanska grupa

FITC - fluorescein izotiocijanat

FL - fluorescencija

FLT3 - engl. fms related tyrosine kinase 3

FLT3-ITD - engl. FLT3 - internal tandem duplications

FLT3-TKD - engl. FLT3 - tyrosine kinase domen

FSC - engl. Forward scatter

G-CSF - engl. Granulocyte-Colony Stimulating Factor
(faktor stimulacije granulocitnih kolonija)

GM-CSF - engl. Granulocyte and Macrophage - Colony Stimulating Factor
(faktor stimulacije granulocitnih i monocitnih kolonija)

GpA - glikoforin A

HCTCI - engl. hematopoietic cell transplantation comorbidity index

(indeks komorbiditeta u sklopu transplantacije mati¢nih ¢elija hematopoeze)

hLDM - humani leukocitni diferencijacioni molekuli

HMC - hematopoezne mati¢ne Celije

HOX - engl. Homeobox (familija gena koji sadrZe homeodomen, ukljucenih u
transkripcionu regulaciju razvi¢a viSecelijskih organizama)

IFSL - imunofenotip specifi¢an za leukemiju

IL-3 - interleukin 3



IL-6 - interleukin 6
IPCM - imunofenotipizacija proto¢nom citofluorimetrijom
KR - kompletna remisija
ks - kostna srz
LDH - laktat dehidrogenaza
LFS - engl. long term leukemia free survival

(dugotrajno preZzivljavanje bez znakova bolesti)
Li - limfociti
LMC - leukemijske mati¢ne ¢elije
M-CSF - engl. Macrophage - Colony Stimulating Factor (faktor stimulacije kolonija
monocita)
MDS - mijelodisplazni sindrom
MGG - engl. May-Grunwald-Giemsa
MoAt - monoklonsko antitelo
MPC - multiparametarska protocna citofluorimetrija
MPN - mijeloproliferativna neoplazma
MPO - mijeloperoksidaza
MRB - minimalna rezidualna bolest
MRB-PCM - minimalna rezidualna bolest ispitivana proto¢nom citofluorimetrijom
MRBprez - bolesnici kod kojih su prisutne rezidualne leukemijske Celije
MRB-eg - bolesnici kod kojih nisu prisutne rezidualne leukemijske ¢elije
MRP - engl. Multidrug resistance associated proteins

(proteini koji nose rezistenciju na lekove)

NC - nuklearne ¢elije
NOD-SCID - engl. Nonobese diabetic severe combined immunodeficiency
NPM - nukleofozmin
0S - engl. Overall survival (ukupno preZivljavanje)
PCM - protoc¢na citofluorimetrija
PCR - engl. Polimerase chain (lancana reakcija polimeraze)
PE - fikoeritrin
PerCP - peridinhlorofil protein
pK - periferna krv
PMT - engl. photomultiplier tube (detektor i amplifikator fluorescentnih signala)
POX - mijeloperoksidaza
RAR« - engl. Retinoic acid receptor a (a receptor za retinoi¢nu kiselinu)
RT-PCR - engl. reverse transcriptase-PCR
RQ-PCR - engl. real-time quantitative polimerase chain reaction
SCF - engl. Stem cell factor (faktor rasta maticnih ¢elija)
SSC - engl. Side scatter (relativna ¢éelijska granulacija)
SZ0 - Svetska zdravstvena organizacija
t-AML - engl. therapy-related AML (AML nastala posle primene citotoksi¢ne terapije)
TdT - terminalna dezoksinukleotidil transferaza
TMCH - transplantacija mati¢nih ¢elija hematopoete
ZBCN - zrela B-¢elijska neoplazma
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UVvoDb

I UVOD

Savremena istrazivanja u oblasti akutne mijeloidne leukemije (AML),
usmerena su na otkrivanje i definisanje patofizioloSkih i molekularnih
mehanizama koji leZe u osnovi ove bolesti i objasnjavaju njenu veliku biolosku
heterogenost (Jan i sar., 2012). Mada su u fenotipskom smislu i klinickim
manifestacijama entiteti AML veoma sli¢ni, medu njima postoji sustinska
bioloSka razlika, koja se ogleda u razli¢itoj osetljivosti na savremene
hemoterapeutske agense (Estey, 2011). Tokom prethodne dve decenije u
izvesnoj meri je poboljSana uspesSnost leCenja AML, ali je za vecinu obolelih ovo i

dalje neizleciva bolest (Burnett, 2012).

Poslednjih godina je uclinjen veliki pomak u razumevanju bazi¢nih
fizioloSkih i molekularnih mehanizama koji objasnjavaju funkcionisanje zdravog
hematopoeznog sistema, posebno maticnih ¢elija i prethodnika (progenitora)
(Lucas i sar., 2011). Transfer novih saznanja o zdravom hematopoeznom
sistemu na nivou genoma, epigenoma i proteoma u polje istrazivanja AML,
omogucio je bolje razumevanje procesa leukemogeneze, biologije mati¢nih
leukemijskih ¢elija, kao i bioloske heterogenosti AML (Roboz i Guzman, 2009;
Welch, 2013; Parkin i sar. 2013).

Ovakva multidisciplinarna istraZivanja trebalo bi da u buduénosti
omoguce precizniju klasifikaciju AML, otkrivanje novih ¢elijskih i molekularnih
prognostickih biomarkera i definisanje novih terapeutskih modaliteta

prilagodenih svakom pojedinacnom entitetu AML (Hoffman i sar. 2008).



UVvoDb

1. Imunobiologija hematopoeznog sistema

Uvodenje imunoloskih metoda u bazi¢na istrazivanja mehanizama i
procesa koji se odvijaju tokom hematopoeze, omogucilo je potpuno novu
dimenziju u razumevanju ove problematike. Analiza citomorfoloskih i
molekularno-genetickih karakteristika, kao i obrazaca in vitro ¢elijskog rasta
zdravih hematopoeznih celija, dobila je na znacaju tek kada su pomenute
karakteristike mogle da se poveZu i pridruZe specificnim populacijama celija,
definisanim na osnovu ekspresije kombinacija humanih leukocitnih
diferencijacionih molekula (hLDM), ¢iji su obrasci ekspresije reproducibilni i
visoko specifi¢ni tokom ontogeneze (van Lochem i sar., 2004; Szczepanski i sar.,
2006; 2008; Arnoulet i sar., 2010; Ortolani, 2011). Specificne kombinacije
hLDM, eksprimiranih na populaciji Celija, ¢ine njen imunofenotipski profil
odnosno njen imunofenotip. ViSe faktora je doprinelo uvodenju ovog vida
ispitivanja, medu kojima su: raspoloZivost monoklonskih antitela,
standardizacija imunofluorescentnih tehnika za obeleZavanje ciljnih molekula i
usavrsavanje analitickih instrumenata - protocnih citofluorimetara (Zola i sar.,

2007; Wood, 2006; van Dongen i sar, 2012).

Prva primena imunoloskih metoda u ispitivanjima hematopoeze,
inicirana je sedamdesetih godina prosloga veka. Tokom kratkog istorijata se
mogu izdvojiti dogadaji koja su uslovili tri kvalitativno razli¢ita nivoa
ispitivanja: a) otkri¢e da nesenzitivisani ovciji eritrociti formiraju rozete sa
humanim T-limfocitima, b) produkcija ksenogenih poliklonskih antiseruma
protiv definisanih membranskih struktura odnosno hLDM, u imunoloskom
smislu antigena (Ag), i razvijanje tehnologije hibridoma za produkciju
monoklonskih antitela (MoAt) (Abbas i sar., 2015). Pre nego Sto su MoAt postala
dostupna, poreklo Ccelija je odredivano slabo karakterisanim ksenogenim
poliklonskim antiserumima. Poliklonski antiserumi su dobijani metodama
imunizacije i viSestruke adsorpcije, pri ¢emu je imunizacija vrSena humanim
Celijama (zdravim ili leukemijskim) ili ekstraktima tkiva. Ovim su serumima

uglavnom bile identifikovane Ag determinante hLDM lokalizovane na
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spoljasnjoj strani Celijske plazmamembrane, i bile su podeljene u dve velike
grupe, receptore i Ag (Zola i sar., 2007; Matesanz-Isabel i sar, 2011;
http://hcdm.org). Receptori su ukljucivali: receptor za ovcije eritrocite na T-
limfocitima, receptor za Fc region molekula IgG, receptori za komponente
sistema komplementa (na B-limfocitima, monocitima i granulocitima), receptor
za miSje eritrocite na B-limfocitima, i membranski imunoglobulinski receptor.
Od Ag je vazino pomenuti membranski “Common ALL” Ag (CD10) i

intranukleusni Ag TdT (terminalna dezoksinukleotidil transferaza).

Osnovni nedostaci pomenutih reagenasa (niska specifi¢nost, nizak titar i
relativno male koli¢ine, dugotrajni i sloZeni postupci za njihovo dobijanje i vrlo
mala reproducibilnost seruma sa istom specificnos¢u) potpuno su prevazideni
uvodenjem MoAt - novih visoko specificnih “imunoloskih” proba (Abbas i sar.,

2015).

Tokom poslednjih Cetrdeset godina, proizvedena su mnogobrojna MoAt,
pa je u svrhu njihove precizne sistematizacije stvoren i poseban sistem za
klasifikaciju hLDM, odnosno grupa MoAt koja ih identifikuju, tzv. CD Sistem
(engl. Cluster of Differentiation, CD) (Zola i sar, 2007; Matesanz-Isabel i sar.,
2011; Abbas i sar., 2011; http://hcdm.org). U ovom sistemu, hLDM su precizno
okarakterisani kroz: opis grupa MoAt koja prepoznaju odredene epitope hLDM,
definisanje tipova Celija limfohematopoeznog sistema na kojima su
eksprimirani, definisanje njihovih fizicko-hemijskih karakteristika i fizioloSkih

funkcija.

Vizuelizacija kompleksa koji nastaje vezivanjem MoAt za specifican
epitop na hLDM, vrsi se razli¢itim tehnikama, medu kojima je najsenzitivnija
ona koja Kkoristi molekule fluorescentnih boja, direktno (direktna
imunofluorescentna tehnika) ili indirektno (indirektna imunofluorescentna
tehnika - sendvi¢ tehnika - sa primarnim i sekundarnim At) konjugovanim sa
MoAt (Abbas i sar., 2015). Najsenzitivnija savremena metoda za kvantifikovanje
emitovanih fluorescentnih signala koji potic¢u sa formiranih kompleksa MoAt-Ag
na Celijama uzorka, je metoda multiparametarske protoc¢ne citofluorimetrije

(MPC), koja se standardno primenjuje za analizu uzoraka ¢elijskih suspenzija.
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MPC omogucava istovremenu analizu i kvantifikaciju deset i viSe razli¢itih
fluorescentnih signala koji poti¢u sa jedne celije u kombinaciji sa njenim

fizickim karakteristikama (Wood, 2006; van Dongen i sar., 2012).

2. Humani leukocitni diferencijacioni molekuli

Humani LDM predstavljaju deo humanog proteoma koji se sastoji od
priblizno 20.500 proteina, koji predstavljaju skup reprezentativnih izoformi
svih genskih lokusa (Clamp i sar., 2007). Zdrave celije razliCitih hematopoeznih
loza mogu se precizno okarakterisati na osnovu dinamike ekspresije specificnih
kombinacija hLDM na razli¢itim stupnjevima tokom njihove diferencijacije (van
Lochem i sar., 2004; Szczepanski i sar., 2006; Arnoulet i sar., 2010; Ortolani,
2011). Obrasci ekspresije hLDM su determinisani i regulisani na genskom nivou,
programom koji je aktivan tokom diferentovanja Celija, i visoko su konzervisani
u zdravim celijama hematopoeznog sistema (van Lochem i sar., 2004;
Szczepanski i sar.,, 2006; Arnoulet i sar., 2010). S obzirom da hLDM imaju
razlicite fizioloske funkcije, njihov ekspresioni profil na zdravim celijama,
definiSe  fizioloSki imunofenotipski  profil datog stupnja celijske

diferentovanosti/zrelosti.

Standardna nomenklatura za hLDM je CD i pridruZena broj¢ana oznaka,
Sto se koristi da se opiSe molekul koji prepoznaje grupa antitela (Zola i sar,
2007; http://hcdm.org). Komitet za Humane celijske diferencijacione molekule
(engl. Human Cell Differentiation Molecules, HCDM) je predloZio i osnovao
nomenklaturu CD sistema na Prvoj medunarodnoj konferenciji koja je odrzana
u Parizu 1982. godine (Zola i sar, 2007; Matesanz-Isabel i sar, 2011;

http://hcdm.org). Na poslednjoj, Desetoj konferenciji o hLDM, koja je odrZana

2012. godine, CD sistem je sacinjavao 371 molekul (Abbas i sar., 2015; Engel i
sar., 2015; http://hcdm.org). Zadatak pomenutog Komiteta je da okarakteriSe

strukturu, funkciju, i distribuciju leukocitnih membranskih molekula i drugih
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molekula imunskog sistema. Ekspresija i funkcija nekih od leukocitnih molekula

CD sistema prikazana je na Tebeli 1.

Tabela 1.

CD Sistem humanih

leukocitnih diferencijacionih molekula

(Adaptirano prema: Zola i sar., 2007; Ortolani, 2011; http://hcdm.org)

CD1a
CD2
CD3
CD4

CD5
CD7

CD8

CD10

CD11a

CD11b

CD11c

CD13

CD14
CD15

CD16a

CD16b

CD19

CD20

CD22

CD24

CD25

CD33

CD34

CD35

CD36

CD38

CD41a

familija MHC I klase / prezentacija Ag

CD58 ligand / adhezija, T-¢elijska aktivacija
komponenta TCR / signalna transdukcija
koreceptor MHC II klase /T-Celijska
diferencijacija i aktivacija

Receptor za CD72 / T-B interakcije

Ligand za galektin/kostimulator T-Celija,
galektin-posredovana apoptoza

koreceptor MHC I klase / T-Celijska
diferencijacija i aktivacija

cink-vezujuca metaloproteinaza / razvice B-
Celija

receptor za ICAM-1,-2,-3 / intercelularna
adhezija

vezuje CD54, ekstracelijski matriks, inaktivican
C3b fragment komplementa/ adhezija

vezuje CD54, fibrinogen, inaktivisan C3b
fragment komplementa/ athezija
cink-vezujuca metaloproteinaza/ obrada Ag za
prezentaciju

receptor za LPS/LBP

karbohidratni Ag / adhezija -ligand E i P
selektina

FcRyllla / fagocitoza, citotoksicnost zavisna od
At

FcRy 1IIb / fagocitoza, citotoksicnost zavisna od
At

koreceptor BCR, formira kompleks sa CD21 i
CD81 / B-Celijska diferencijacija i aktivacija
Jonski kanal za kalcijum/ aktivacija ili
regulacija B-Celija

Ig superfamilija, heterodimer/ adhezija,
interakcije B-moncit i B-T Celije

CD62P ligand/ adhezija

a lanac IL-2 receptora/vezuje CD122 i CD132
Adhezija; transdukcija signala
CD62L receptor / adhezija

komplement receptor, vezuje fragmente
komplementa C3b i C4b / adhezija, fagocitoza
gplV, recetor za ekstracelijski matriks /
adhezija, fagocitoza

Ektoenzimciklicni ADP ribozil-hidrolaza

gplib / vezuje fibrinogen, fibronektin, vWF,
trombospondin, aktivacija i ageagacija
trombocita

kortikalni timocit, DC

pan T-antigen, NK-Celije

pan T-antigen

subset timocita, subpopulacija T-Celija,
monociti, Mf

pan T-antigen, subpopulacija B-Celija
pan T-antigen, NK-Celije, hematopoezni
progenitori

subpopulacija timocita, subpopulacija T-
Celija

B-prekursori, T-prekursori, neutrofili

limfociti, granulociti, monociti, Mf

monocitna loza, granulocitna loza, NK-
cCelije

monocitna loza, granulocitna loza,
subpopulacija NK-, T-, B-Celija

pan antigen granulocitne i monocitne loze

monociti, Mf, granulociti
granulocitna loza, monocitna loza

neutrofili, Mf, NK-Celije
neutrofili

pan B-antigen, folikularne DC
Zrele B-¢elije

pan B-antigen, bazofili, mijeloidne DC,
PcDC

pan B-antigen, granulocitna loza, epiteln
celije

Aktivirane T-Celije i B-Celije, aktivirani
makrofagi

pan antigen granulocitne i monocitne loze,
mast Celije

maticne Celije i progenitori, kapilarni
endotel

B-loza, T subset, granulocitna loza,
monociti

monocitna, megakariocitna, eritrocitna
loza

Aktivirane T-Celije, B-Celije, NK-Celije,
monocitna loza, hematopoezni progenitori
megakariocitna loza, trombociti
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CD42b
CD45

CD47
CD49d

CD56
CD61
CD62L
CD64
CD65
CD66b
CD68
CcD71
CD79%a
CD90
CD96
CcD105
CD110
CD114
CD117

CD123
CD135

CD163
CD235a

HLA-DR
MPO

Lizozim
Laktoferin

gplba / vezuje CD42a,c,d, vWF, trombin,
aktivacija i agregacija trombocita

tirozin fosfataza, multiple izoenzimske forme /
signalna transdukcija preko TCR i BCR
Neurofilin /ligand za trombospondin

Integrin a4, VLA-2a / CD106, MadCAM,
Fibronektin, Paksilin

Neuralni Celijski adhezioni molekul / Adhezija
gpllla, receptor za ekstracelijski matriks /
adhezija u formi heterodimera CD41/CD61 ili
CD51/CD61

L-selektin/ adhezija leukocita za endotel

FcyRl, visokoafinitetni receptor za IgG /
fagocitoza i éelijska citotoksicnost zavisna od At
karbohidratni Ag / Celijska dhezija, fagocitoza
Celijska adhezija, neutrofilna aktivacija
makrosialin / receptor ,cistac”

transferinski receptor / unos gvozda u Celije
komponenta BCR / signalna transdukcija
Thy-1 /CD45, Ick, fyn, P100 ligandi
TACTILE, MGC22596

Endoglin / TGF-81, TGF-83 ligandi

Receptor za trombopoetin / Trombopoetin, JAK2
ligandi
Receptor za G-CSF / G-CSF, Jak1, Jak2 ligandi

receptor za SCF/ razvice i diferencijacija
hematopoetskih progenitora

IL-3Ra / razviée i diferencijacija

FlIt3 tirozin kinaza / vezuje FIt3 ligand, razvice
limfocita

M130/ hemoglobin

glikoforin A/ glavni glikoprotein na eritrocitnoj
membrani

MHC Il klasa, podklas HLA-DR

mijeloperoksidaza / lizozomalni enzim
muramidaza / antimikrobijalno dejstvo
lipoprotein / vezuje gvoZde i vitamin B12,
antimikrobno dejstvo
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megakariocitna loza, trombociti
Pa leukocitni antigen

Panhematopoezni antigen

B-, T-, NK-Celije, monociti/Mf, endotel,
Hematopoezni progenitori

NK-¢elije, subpopulacija T-¢éelija, neuroni
megakariocitna loza, trombociti, Mf

B- i T-¢elije, monociti, granulociti, deo NK-
Celija
monocitna loza, DC, aktivirani granulociti

granulocitna loza, monocitni subset
granulocitna loza

mijeloidni progenitori, monocitna i
granulocitna loza

eritrocitna loza, proliferisuce Celije
B-loza

Hematopoezni progenitori, endotelne Celije
T-Celije, NK-Celije

Hematopoezni progenitori, monociti/Mf,
endotelne Celije

Hematopoezni progenitori, trombociti,
endotelne Celije, epitelne Celije
Hematopoezni progenitori, monociti,
granulociti, trombociti, endotelne éelije
hematopoezni progenitori, mast Celije

hematopoezni progenitori, bazofili, Mf, DC
progenitori mijelo-monocitne loze i B loze

Monociti/Mf

eritrocitna loza, kasni diferencijacioni
molekul

linijski nespecifi¢an, maticne Celije i
progenitori

mijeloidni progenitori, neutrofili i monociti
granulocitna loza, monocitna loza
ganulocitna loza

Skracenice: Ag, antigen; ADP, adenozin difosfat; At, antitelo; BCR, B-¢elijski receptor; DC,
dendritske cCelije; FcR, receptor Fc fragment antitela; G-CSF, faktor rasta granulocitnih kolonija;
gp, glikoprotein; HLA-DR, humani leukocitni antigen DR klase; ICAM, intercelularni adhezivni
molekul; IL, interleukin; JAK2, Janus kinaza 2; Mf, makrofagi; MHC, molekuli glavnog kompleksa
tkivne podudarnosti; NK-celije, urodenoubilacke celije; Pc-plazmacitoidne; SCF, faktor rasta
mati¢nih ¢elija; TCR, T-Celijski receptor; TGF-B, transformiSu¢i faktor rasta ; vWF, von
Willebrand faktor
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3. Ontogeneza Celija mijeloidne loze

Hematopoezne mati¢ne ¢elije (HMC) su dugoziveée ¢elije lokalizovane u
kostanoj srzi (ks) odraslih ljudi, koje imaju sposobnost samoobnove i
diferentovanja u linijski-specificne opredeljene progenitore mijeloidne i
limfoidne loze (Huang i Terstappen, 1994; Hoffman i sar., 2009). Pluripotentne
HMC procesom opredeljivanja (engl. commitment), proliferacije i diferencijacije,

generiSu Celije razli¢itih mijeloidnih loza (Shema 1.).
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Shema 1. Proces diferencijacije ¢elija hematopoeznog sistema
(Prema: Metcalf, 2007.)

Postoje dva glavna “mijeloidna“ transkripciona faktora, PU.1 i C/EBPa.
Njihova ekspresija i razli¢ita koncentracija u ¢elijama odgovorne su za pocetak i
regulaciju procesa granulocitopoeze i monocitopoeze u HMC, dok njihova
deregulacija ima ulogu u procesu leukemogeneze (Hoffman i sar., 2009; Vicente
i sar., 2012). Transkripcioni faktor PU.1 ima nizak nivo ekspresije u ranim

hematopoeznim progenitorima. Sa sazrevanjem Ccelija, ekspresija PU.1 se dalje
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sniZzava u Celijama eritrocitne i megakariocitne loze, a povecava u celijama
granulocitne i monocitne loze. Ciljni geni transkripcionog faktora PU.1 su
receptori za citokine: faktor rasta monocitnih kolonija (engl. Monocyte-Colony
Stimulating Factor, M-CSF), faktor rasta granulocitnih kolonija (engl.
Granulocyte-Colony Stimulating Factor, G-CSF) i faktor rasta granulocitnih i
monocitnih kolonija (engl. Granulocyte and Monocite-Colony Stimulating Factor,
GM-CSF) (Hoffman i sar. 2009). C/EBPa je transkripcioni faktor koji ima
specifiCan strukturni motiv tzv. leucinski zatvarac koji je domen za dimerizaciju
molekula. On ispoljava svoja funkcionalna svojstva kao dimer, i moze formirati
homo- ili hetero-dimere sa ¢lanovima srodne familije: C/EBPS, v, i €. C/EBPa je
predominantno eksprimiran u granulocitima, monocitima i njihovim

progenitorima (Hoffman i sar., 2009).

Drugi transkripcioni faktori, koji su potrebni za regulisanje sazrevanja
opredeljenih mijeloidnih progenitora do granulocita i monocita, su Egrl i Erg2 u
monocitima i C/EBPg, Gfi-1, i RARa u granulocitima (Hoffman i sar., 2009).
Proto-onkogen c-jun koji kodira transkripcioni aktivator protein AP-1, sluZi kao
koaktivator transkripcionog faktora PU.1 tokom razvi¢a makrofaga. Nedavne
studije su pokazale da je negativna regulacija c-jun proto-onkogena
posredstvom transkripcionog faktora C/EBPa neophodna za granulocitnu
maturaciju, Sto predstavlja mehanizam putem koga C/EBPa blokira razvoj

makrofaga (Hoffman i sar., 2009).

Rani hematopoezni progenitori eksprimiraju receptore za veliki broj
citokina, od kojih mnogi ispoljavaju sinergizam u svojoj aktivnosti. “Eearly-
acting” citokini, su interleukini IL-1 i IL-6, faktor mati¢nih ¢elija (engl. stem cell
factor, SCF), FLT3 ligand, i G-CSF (Hoffman i sar., 2009). Opredeljivanjem Ccelija
za specificnu lozu, ekspresija pomenutih citokina postaje ogranicena. IL-3 je
veoma bitan u opredeljivanju pluripotentnih HMC u pravcu mijelomonocitne
loze. Dalju diferencijaciju celija reguliSu citokini sa kasnim delovanjem - engl.
“late-acting” citokini (Hoffman i sar., 2009). Glavni citokini koji posreduju
maturaciju neutrofila su G-CSF i GM-CSF, a u sluc¢aju monocitne maturacije GM-

CSF i M-CSF.
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Granulocitopoeza - Granulocitni neutrofili, eozinofili i bazofili su
kratkoZivece Celije koje su bitne za antimikrobni i inflamatorni odgovor. Kostna
srz produkuje granulocite u ogromnom broju kako bi obezbedila stabilan broj
cirkuliSucih celija, koje prezivljavaju u perifernoj krvi tri do Sest sati. Takode,
ona ima kapacitet da znacajno poveca produkciju granulocita u odgovoru na
brojne stresove. Regulaciju produkcije granulocita kontroliSe citav spektar
citokina koji indukuju mijeloidni diferencijacioni program, kroz interakciju
velikog broja opstih i za mijeloidnu lozu specificnih transkripcionih faktora
(Hoffman i sar., 2009). Razumevanje sekvenci sazrevanja neutrofila, obezbeduje
istovremeno i razumevanje normalnih neutrofilnih odgovora na infekcije,
inflamaciju, alergijski stres, kao i na deregulaciju diferencijacije koja doprinosi

nastanku mijelodisplaznog sindroma (MDS) i AML.

Granulocitna diferencijacija u ks je proces koji traje sedam do 10 dana.
Celije sazrevaju kroz vise identifikovanih stupnjeva, tokom kojih sti¢u
morfoloski izgled i citoplazmatske granule koje karakteriSu zrele granulocite
(Hoffman i sar., 2009; Abbas i sar, 2015). Najraniji identifikovani granulocitni
prekursor je mijeloblast. Tranzicija ka stupnju promijelocita je povezana sa
sticanjem velike koliine primarnih citoplazmatskih granula. Primarne granule
sadrZe mnogobrojne proteine (mijeloperoksidaza, lizozim, neutrofilna elastaza,
defensini, mijeloblastin) neophodne za eliminaciju intracelularnih
mikroorganizama. Tranzicija do stupnja mijelocita je povezana sa sticanjem
sekundarnih granula, koje sadrZe laktoferin, neutrofilnu kolagenazu, neutrofilnu
Zelatinazu i transkobalamin 1, na osnovu kojih se neutrofili razlikuju od
eozinofila i bazofila. Na stupnju metamijelocita stvaraju se tercijarne granule.
Neutrofilni prekursori ¢ine oko polovinu celija ks zdrave odrasle osobe, uz
predominaciju €elija na stupnju mijelocit i metamijelocit (Hoffman i sar., 2009;
Brooimans i sar., 2009). Promijelociti i mijelociti predstavljaju primarni
proliferativni pul granulocitnih prekursora ks. Od stupnja mijelocita celije
prestaju da se dele i nastavljaju da sazrevaju. “Stapovi” i segmentirani neutrofili

Cine viSe od 50% ukupne granulocitne mase, i predstavljaju mobiliSuci pul Celija
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ks. Samo 5% neutrofila cirkuliSe u pk, obi¢no tri do 12 sati, a zatim migriraju u

tkiva, gde preZivljavaju jo$ dva do tri dana.

Regulisana ekspresija specificnih hLDM karakteriSe odredene stupnjeve
tokom granulocitne maturacije i ima vaznu ulogu u obavljanju fizioloSkih
funkcija neutrofila (Shema 2.) (van Lochem i sar., 2004; Hoffman i sar., 2009;
Arnoulet i sar., 2010). Imunofenotip HMC karakteri$e ekspresija grupe “ranih”
hLDM (CD34+*CD38'HLA-DR-CD123-/+lowCD90+CD117+CD71*Lin") (Tabela 1), pri
¢emu neki od njih imaju ulogu u procesima homo- ili heterotipske adhezije HMC
i drugih celija i/ili komponenata ekstracelularnog matriksa (CD34), ili su
receptori ukljueni u procese signalne transdukcije u HMC (CD117, CD123,
CD135, CD38) (Huang i Terstappen, 1994; Ortolani, 2011; Béné i sar., 2011).
Mijeloidno opredeljene progenitore karakteriSe i koekspresija molekula CD13 i
CD33. Tokom mijeloidne maturacije, CD13 se pojavljuje pre CD33 molekula na
CD34+ progenitorima. CD13 je eksprimiran i na stupnju mijeloblasta, pri Cemu
nivo njegove ekspresije znatno opada od stupnja promijelocita do stupnja
mijelocita, nakon ¢ega ponovo pocinje povecanje nivoa njegove ekspresije sve
do stupnja neutrofila. CD13 je po svojoj funkciji ektoenzim N-aminopeptidaza
koji je ukljuen u degradaciju regulatornih peptida, a ¢iji je gen lociran na
hromozomu 15 (Ortolani, 2011). Ekspresija CD33 tokom granulocitne
maturacije progresivno opada od stupnja mijeloblasta sve do stupnja neutrofila,
koga karakteriSe veoma nizak nivo ekspresije. Precizna bioloska funkcija CD33
molekula jo$ uvek nije poznata, ali je utvrdeno da pripada familiji lektina koji
vezuju sijalinsku kiselinu, i koji imaju ulogu u meducelijskim interakcijama i

transdukciji signala u ¢elijama (Ortolani, 2011).

Karakteristicni hLDM Kkoji su eksprimirani na ranim mijeloidnim
progenitorima opredeljenim za neutrofilnu lozu, poCev od mijeloblasta,
ukljucuju i CD38, CD45RA i mijeloperoksidazu (MPO) (van Lochem i sar., 2004;
Ortolani, 2011). Dalja diferencijacija od stupnja mijelocita je povezana sa
pojavom ekspresije molekula CD66b, CD15, CD11b, CD16 i leukocitne alkalne
fosfataze, od kojih je vecina visoko eksprimirana na zrelim neutrofilima (van

Lochem i sar., 2004; Ortolani, 2011).
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Myelo/moncblast Promyelocyte Myelocyte Metamyelocyte  Neutrophil

CD34 Band cell
CcD117 CD117
HLA-DR
cD13™ CcD13™" cD13™ CD13 cD13™
CD33™" CD33"™" CD33™ CD33™ CD33
CD15 CD15 CD15 CD15
CD11b CD11b CcD11p™
CD16 cbh16™

Shema 2. Granulocitopoeza - osnovni Celijski stupnjevi tokom diferentovanja i
njihove imunofenotipske karakteristike (Prema van Lochem i sar., 2004)

Eozinofilni prekursori ¢ine oko 3% progenitora ks, od kojih su dve
tre¢ine eozinofilni prekursori na stupnju mijelocita. Zrele eozinofile odlikuje
izrazito visok stepen Ccelijske granulacije i specifican imunofenotipski profil
(CD45+highCD16*1owCD23+*CD49d+*CD24+highCD11b*CD13+CD33*) (van Lochem i
sar, 2004). Bazofili i mast Celije posreduju alergijske odgovore i predstavljaju
glavne celije ukljucene u IgE-indukovanim imunskim odgovorima na parazite i
druge alergene. Oba celijska tipa vode poreklo od prekursora ks. Maturacija
bazofila je posredovana IL- 3, koji takode posreduje aktivaciju zrelih bazofila,
koje karakteriSe specifican imunofenotipski profil
(CD45+ow(CD13+medCD33+CD22+*CD203c*) (van Lochem i sar., 2004; Abbas i sar.,
2015).

Monocitopoeza - Monociti nastaju sazrevanjem njihovih prethodnika
promonocita, koji ¢ine oko 3% ukupnih Celija zdrave ks (Shema 3.). (Hoffman i
sar.,, 2009; Abbas i sar, 2015). Monociti sadrze primarne (MPO-pozitivne) i
sekundarne (MPO-negativne) granule. Nakon stimulacije monocita sekundarne

granule se fuzioniSu sa plazmamembranom, Sto utiCe na pozitivhu regulaciju
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CD11b/CD18 molekula, koji imaju ulogu u adheziji i dijapedezi stimulisanih
monocita (Hoffman i sar., 2009; Abbas i sar, 2015).

I Il I \Y
[ ) L J e e
Myelo/monoblast Pro-mdnocyte Monocyte Macrophage
CD34
CD117
HLA-DR HLA-DR HLA-DR HLA-DR
CD13 CD13™ CD13™ CD13
CD33 CD33™ CD33™ CD33
CD11b CD11b CD11b
CD15™ CD15™
CD14 CD14

Shema 3. Monocitopoeza - osnovni Celijski stupnjevi tokom diferentovanja i
njihove imunofenotipske karakteristike (Prema van Lochem i sar., 2004)

Stresom indukovano oslobadanje monocita se deSava putem
prevremenog oslobadanja iz proliferiSué¢eg pula. Monociti u pk cirkuliSu 8 do 72
sata, zatim ulaze u tkiva gde sazrevaju do makrofaga koji mogu Ziveti dva do tri
meseca. Tkivni makrofagi se nalaze u plu¢ima (alveolarni makrofagi), jetri
(Kupfferove Ccelije), slezini i centralnom nervnom sistemu (glijalne Ccelije)

(Hoffman i sar., 2009; Abbas i sar, 2015).

Pokazano je takode da monociti mogu biti i prekursori subpopulacije
dendritskih cCelija, profesionalnih Ag-prezentujucih Ccelija, koje nastaju iz
mijeloidnih prekursornih celija (Abbas i sar., 2015). Ove mijeloidne celije se

alternativno mogu diferentovati i u makrofage.

Monocitni prekursori eksprimiraju receptor za M-CSF, lizozim, CD64
(Fcy receptor 1), i receptore “Cistace” (engl. scavenger) (Ortolani, 2011; Béné i
sar.,, 2011). Zreli monociti, kao i neutrofili, pokazuju visok nivo ekspresije
CD11b/CD18 molekula koji pripada familiji B2 integrina i ima ulogu u ¢elijskoj

adheziji (Ortolani, 2011). CD14 je glavni funkcionalni membranski protein
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eksprimiran na monocitno/makrofagnoj lozi. CD14 je receptor za
lipopolisaharid, bakterijski produkt koji aktivira monocite/makrofage.
Najnovije studije ukazuju da CD14 takode moZe imati ulogu u apoptozi
(Ortolani, 2011; Abbas i sar, 2015). Nakon diferencijacije do makrofaga,
zapoCinje ekspresija makrosijalina (CD68), glikoproteina nepoznate funkcije
koji moZe imati ulogu u metabolizmu lipoproteina. Makrofazi takode
eksprimiraju i sijaloadhezin, ¢lan familije receptora za sijalinsku kiselinu, koji
verovatno ucestvuje u interakcijama izmedu makrofaga i drugih Ccelija i

komponenti ekstracelularnog matriksa (Ortolani, 2011; Béné i sar., 2011).

Eritrocitopoeza - Odeljak eritrocitnih prekursora (eritron), nastaje
diferencijacijom eritrocitnih progenitora (Shema 4.), koji su definisani u
funkcionalnom smislu na osnovu specificnosti rasta u kulturi in vitro (engl
Burst forming unit - erithroid, BFU-E i Colony forming unit - erithroid, CFU-E)
(Hoffman i sar., 2009). Najmlada morfoloski prepoznata eritroidna celija je
proeritroblast, od koje posle cetiri do pet mitotskih deoba i serijskih
morfoloSkih promena daje zrele eritroidne Celije. Proeritroblast diferencira u
bazofilni eritroblast, koji dalje diferencira u polihromatofilni odnosno
ortohromatofilni eritroblast. Njihove morfoloSke karakteristike odslikavaju
akumulaciju specificnih proteina eritrocitne loze, kao i pad u nukleusnoj
aktivnosti. Nakon poslednje mitotske deobe, inaktivni  nukleus
ortohromatofilnog eritroblasta se ekstrudira, pri ¢emu nastaje retikulocit.
Izmene u Celijskoj morfologiji tokom eritrocitopoeze su pracene kompleksnim
biohemijskim promenama, akumulacijom proteina specificnih za eritrocitnu

lozu, i progresivnim sniZenjem proliferacije (Hoffman i sar., 2009).

Obrasci ekspresije receptora za transferin (CD71), trombospondin
(CD36) i glikoforina A (GpA) (CD235) bili su koris¢eni za definisanje kriterijuma
za razdvajanje populacija humanih eritrocitnih prekursora, pri cemu ekspresija
CD71 nije pouzdana, posto pokazuje veliku individulnu varijabilnost: bazofilni -
CD36high/GpAmedium  polihromatofilni - CD36high/GpAhigh, i ortohromatofilni
eritroblast - CD36!ow/GpAhigh (Hoffman i sar., 2009; van Lochem i sar., 2004).
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Pro-erythroblast Erythroblast Erythrocyte

CD117
CD45™
CD71 CD71
CD235a CD235a

Shema 4. Eritrocitopoeza - osnovni celijski stupnjevi tokom diferentovanja i
njihove imunofenotipske karakteristike (Prema van Lochem i sar., 2004)

Megakariocitopoeza - Megakariociti su velike poliploidne celije koje
sacinjavaju oko 0.1% nukleiranih celija ks u normalnim uslovima. Oni se
razvijaju iz bipotentnih megakariocitno-eritrocitnih progenitora, koji vode
poreklo iz zajednickog mijeloidnog progenitora (Hoffman i sar., 2009). Jednom
opredeljeni za megakariocitnu lozu, megakariocitni progenitori prolaze kroz
seriju maturacionih koraka koji vode produkciji i oslobadanju trombocita.
Veliko povecanje u velic¢ini Celija se odbija putem endomitoze, tokom koje Celije
repliciraju svoju DNK, ali bez citokineze. Zreli megakariociti dostiZu dijametar
od oko 100 um, imaju DNK sadrzaj od 128N, i karakterisSe ih prisustvo
multilobuliranih nukleusa. Mada se megakariociti dominantno nalaze u ks, oni
su prisutni i u pk, slezini i plu¢ima. Ekstramedularni megakariociti oslobadaju
trombocite, ali je njihov doprinos ukupnoj trombocitopoezi procenjen na oko

7% do 15% ukupne produkcije trombocita (Hoffman i sar., 2009).

Promegakarioblasti su cCelije na intermedijarnom stupnju izmedu
proliferiSu¢ih progenitora i zrelih megakariocita. Ove celije nije lako
identifikovati na osnovu morfoloskih krakteristika, ali se mogu identifikovati na
osnovu ekspresije specificnih megakariocitno/trombocitnih markera, kakvi su
trombocitna peroksidaza, glikoprotein GPIIb/Illa (CD41a); i fon Willebrand
faktor (Hoffman i sar., 2009; Ortolani, 2011). Od promegakarioblasta pod
dejstvom interleukina 3 (IL-3), SCF, interleukina 6 (IL-6) i trombopoetina

nastaju veliki poliploidni megakariociti koji se prema zrelosti klasifikuju na
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megakarioblaste, promegakariocite i megakariocite. Stupanj promegakariocita
karakteriSe povecanje zapremine citoplazme i broja specificnih trombocitnih
granula (Hoffman i sar., 2009; Vardiman i sar., 2008). Postoji sve viSe dokaza da
se proliferacija i terminalna maturacija megakariocitnih progenitora deSavaju u
specificnim odeljcima ks - niSa osteoblasta, intermedijarna zona i vaskularna

nisa (Hoffman i sar., 2009).

4. Akutna mijeloidna leukemija

AML predstavlja klinicki i bioloSki heterogenu grupu bolesti, koje nastaju
malignom transformacijom HMC ili mijeloidnih progenitora, koje odlikuje
ogranicena sposobnost diferentovanja u pravcu jedne ili viSe mijeloidnih loza
(Hoffman i sar, 2008). Sve tipove AML karakteriSe klonska ekspanzija i visok
proliferativni kapacitet, oStecena sposobnost diferencijacije i/ili apoptoze, Sto
dovodi do akumulacije nezrelih imunonekompetentnih ¢elija (blasta) u ks, pkili

drugim organima i tkivima (Abbas i sar., 2011).

Incidenca AML u ljudskoj populaciji je 2.5 do 3/100.000 stanovnika
godisSnje i znacajno raste u populaciji iznad 65 godina. U populaciji iznad 80
godina; incidenca iznosi 22/100 000 stanovnika (Hoffman i sar., 2008).
Medijana starosti na dg je 65 godina, sa blagom predominancijom muskog pola
u vecini zemalja (Vardiman i sar., 2008). AML ¢ini oko 90% svih akutnih
leukemija u grupi odraslih bolesnika, ali samo 13% leukemija kod dece mlade

od 10 godina (Hoffman i sar., 2008).

Etioloski faktori koji su direktno povezani sa povecanom incidencom
AML u ljudskoj populaciji su: izlaganje razli¢itim genotoksi¢nim agensima,
jonizujuce zracenje, prethodno leCenje alkiliSu¢im agensima ili inhibitorima
topoizomeraze-2, kao i geneticka predispozicija (Hoffman i sar., 2008).
Hroni¢no izlaganje organskim rastvara¢ima kakav je benzen, izlaganje
produktima nafte, kao i puSenje, povezani su sa povec¢anim rizikom za nastanak

AML. Prisustvo mutacija u RAS genu kod obolelih od AML koji su bili izloZeni
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dejstvu navedenih hemijskih agenasa, ukazuje da ovakva izlaganja mogu
indukovati geneticka oStecenja koja dovode do nastanka AML (Hoffman i sar.,,
2008). Doza primljene radijacije posle izlaganja jonizuju¢em zraCenju (atomska
bomba u HiroSimi i Nagasakiju) korelira sa povecanim rizikom od nastanka AML
kasnije u Zivotu, uz latentni period od pet do 21 godine. Porast broja bolesnika
sa AML, uocen je kod osoba leCenih primenom 32P zbog policitemije rubre vere,
i kod osoba leCenih zraCenjem (zbog Hockinskog limfoma, nehockinskih
limfoma i karcinoma dojke) (Colovi¢ i Jankovi¢, 1999). Predispoziciju za razvoj
AML je povezana sa nekoliko hematoloSkih bolesti. Naime, oboleli od MDS imaju
relativno visok rizik od progresije u AML, dok je rizik niZi medu obolelima od
mijeloproliferativnih neoplazmi (Hoffman i sar., 2008). Nasledna predispozicija
oboljevanja od AML povezana je sa pojavom ove bolesti unutar porodica i to u
kontekstu naslednih klinickih sindroma. Naime, oboleli od Daunovog sindroma
imaju 10 do 18 puta povecan rizik za nastanak AML, pri ¢emu kod dece mlade
od tri godine najceS¢e nastaje AML megakarioblastnog tipa, sa karakteristi¢nim
prisustvom mutacija koje inaktiviraju hematopoezni transkripcioni faktor
GATA-1 (Hoffman i sar., 2008). Sindromi povezani sa defektima u sistemu za
reparaciju DNK, hromozomskom nestabilno$¢u i hromozomskim prekidima,
takode su povezani sa sklonoS¢u za nastanak hematoloSkih maligniteta,
ukljuc¢uju¢i i AML: Bloomov sindrom, Fanconijeva anemija, kongenitalna
neurofibromatoza, Li-Fraumenijev sindrom, Wiskott-Aldrich sindrom, sindrom

X-vezane imunodeficijencije (Hoffman i sar., 2008).

Vecina bolesnika sa AML na prezentaciji bolesti pokazuje jasne znake i
simptome funkcionalnog oSteéenja ks (Hoffman i sar., 2008). Osnovne klinicke
manifestacije AML su posledica klonske ekspanzije maligno transformisanih
hematopoeznih prethodnika, koji postepeno infiltriSu ks i suprimiraju zdravu
hematopoezu, Sto dovodi do pojave anemije, trombocitopenije, neutropenije i
drugih specifi¢cnih simptoma. Broj leukocita u pk moZe biti sniZen, normalan ili

poviSen, pri ¢emu su Ceste limfadenopatija, hepatomegalija i splenomegalija.
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5. Patobiologija AML

5.1. Patofizioloske karakteristike AML

Prema savremenom modelu leukemogeneze, AML poti¢e iz male
populacije ¢elija nazvanih leukemijske mati¢ne ¢éelije (LMC), koje su sposobne
da se samoobnavljaju, proliferiSu i diferentuju u maligne blaste (Roboz i
Guzman, 2009; Rosen i Jordan, 2009). LMC su po svojim karakteristikama
analogne zdravim HMC ili progenitorima, koji su maligno transformisani usled
akumulacije genetickih i/ili epigenetickih poremecaja (Roboz, 2009).
Leukemijsku populaciju AML ¢&ini vise ¢elijskih subpopulacija: LMC sa
potencijalom za samoobnovu, populacija leukemijskih progenitora sa
ograniCenim potencijalom samoobnove i populacija leukemijskih blasta bez

ovog potencijala (Shema 5.) (Roboz, 2009; Rosen, 2009).

Normalne celije krvi Leukemijski blasti

Shema 5. Model leukemijskih mati¢nih €elija (prema: Rosen, 2009)
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Studijom razlic¢itih frakcija humane AML je pokazano, da je veoma mala
subpopulacija nezrelih CD34+*CD38-Lin- ¢elija imala potencijal samoobnavljanja i
da je bila sposobna da regeneriSe leukemiju u NOD-SCID (engl. nonobese
diabetic severe combined immunodeficient) miSjem ksenograft modelu (Bonnet
i Dick, 1997). Odeljak LMC ¢ini 0,1-1% leukemijske populaije u AML, a
karakteriSu ih aberantni imunofenotip, deregulisan i autonoman celijski
program za preZivljavanje, apoptozu i diferencijaciju, kao i abnormalne
interakcije sa razlic¢itim ¢elijama i strukturama mikrosredine ks (Bonnet i Dick,

1997; Chan i sar., 2008).

U pogledu imunofenotipa, LMC i zdrave HMC osim zajedni¢kih
karakteristika, ali ispoljavaju i odredene razlike (Chan i sar., 2008). Naime, za
razliku od zdravih HMC, koje karakterise imunofenotipski profil sa ekspresijom
specificne kombinacije HLM - CD34+CD38"HLA-DR-CD123-/+low
CD90+CD117+CD71+*CD13-CD33-CD96-Lin-, LMC AML obi¢no ne eksprimiraju
CD90 i CD117, ali su CD123* i CD96*. Pomenute razlike nisu iskljucive, posto
LMC u AML ispoljavaju veoma heterogene imunofenotipove na dijagnozi (dg)
bolesti, koji se mogu menjati tokom lecenja ili progresije bolesti (Shema 6.)

(Rosen, 2009).

Zdrave HMC

Predvidljivo
ponasanje i
tokom razvoja

Shema 6. Stupnjevi evolucije primarnih LMC kao posledica akumulacije mutacija
i/ili selektivnog delovanja hemoterapije (prema: Rosen i Jordan, 2009)
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Kao i zdrave HMC, LMC su lokalizovane u hematopoeznim niSama,
smestenim u endoostealnim i vaskularnim odeljcima ks (Lane i sar., 2009). LMC
se nalaze u dinamickoj interakciji sa zdravim HMC i drugim ¢elijama kostne srzi,
stvaraju¢i specificnu leukemijsku mikrookolinu, koja doprinosi njihovom
preZivljavanju. One sekretuju solubilne faktore, koji vrSe autokrinu regulaciju
njihovog rasta, proliferacije i migracije, istovremeno suprimiraju¢i zdravu

hematopoezu (Colmone i sar., 2008).

5.2. Molekularno-genetske karakteristike AML

Leukemogeneza je viSestepen proces tokom koga inicijalni dogadaj u
HMC ili mijeloidnim progenitorima dovodi do nastanka preleukemijske MC.
Dalja akumulacija novih mutacija u preleukemijskim MC, dovodi do nastanka
punog leukemijskog fenotipa i ispoljavanja bolesti (Yuan i sar., 2001; Jan i sar.,,
2012). Najnovija ispitivanja klonalne strukture AML ukazuju, da se svaka AML
sastoji se od tzv. engl. “founder” klonova (nosioci inicijacionih mutacija koje se
nalaze u svim leukemijskim celijama) i subklonova (nosioci mutacija koje se
pojavljuju kasnije u leukemijskoj evoluciji i nalaze se samo u frakciji

leukemijskih ¢elija) (Welch, 2013; Parkin i sar., 2013).

Za malignu transformaciju Celija i nastanak AML, neophodno je prisustvo
najmanje dve mutacije (engl. two hit - hipoteza): primarne i sekundarne.
Primarna mutacija moZe biti germinativna (CEBPA, DDX41, RUNX1 geni) ili
somatska (IDH1/2, TET2, DNMT3A geni), i obi¢no uzrokuje nekontrolisanu
proliferaciju cCelije, dok sekundarna mutacija (somatska) remeti diferencijaciju
Celija i Celijski ciklus (Dash i sar., 2001). Najnovija istraZivanja ukazuju da je u
svakom pojedinacnom slucaju AML prisutno u proseku pet somatskih mutacija
u rekurentno mutiranim genima (Shema 7.) (Doéhner i sar., 2010; Jan i sar,
2012). Pri tome, mutacije tzv. “landscaping” gena, koji su ukljuCeni u opSte
remodeliranje hromatina kakvi su DNK metilacija, modifikacija histona, i
hromatinski “looping”, desavaju sa rano u evoluciji AML (pre-leukemijska faza),

dok se mutacije u “proliferativnim“ genima dogadaju kasnije. Epigenetic¢ko
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suprimiranje genske aktivnosti u AML se najceS¢e odvija pomocéu dva

mehanizma (Schoofs i Miiller-Tidow, 2011).
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Shema 7. Distribucija molekularnih podgrupa AML-NK, bazirana na
mutacijama NMP1, CEBPA, FLT3, MLL, NRAS i WT1 gena (Dohner i sar., 2010)

Prvi mehanizam je aberantna prekomerna metilacija citidin-fosfat-
guanozin dinukleotida (CpG), najcesce lokalizovanih u “CpG ostrvcima” genskih
promotora tumor-supresor gena. Geni koji su najc¢eS¢e zahvaéeni ovim vidom
deregulacije su: pl5, E-kaderin, SOCS-1, p73, DAPK1, HIC1, RARBZ, ER
(Boultwood i Wainscoat, 2007). Drugi epigeneticki mehanizam je deacetilacija
histona, koja dovodi do jaceg vezivanja histona za DNK i posledi¢no do represije

transkripcije.

Jedna od Kkarakteristika AML je postojanje blokade u procesu
diferencijacije mijeloidnih progenitora, koja je uzrokovana poremecajem u
ekspesiji normalnih transkripcionih faktora ili nastankom abnormalnih,
hibridnih transkripcionih faktora (Tenen, 2003). Balansirane translokacije
najcesSce pogadaju transkripcione faktore kao Sto su: CBF (engl. core binding

factor) kompleks u  t(8;21)(q22;922) i inv(16)(p13.1;,922) ili
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t(16:16)(p13.1;q22), receptor retinoicne kiseline (engl retinoic acid receptor a,
RARa) u t(15;17)(q22;q12), MLL (engl. mixed llineage eukemia) protein u
t(9;11)(p22;923) i HOX (engl. homeobox) protein (Arber i sar., 2008a).
Poremecaj procesa diferencijacije takode moze biti i posledica prisustva
taCkastih mutacija u genima koji kodiraju hematopoezne transkripcione faktore:
AML1, CEBPA (engl. CCAAT /enhancer binding protein-a), PU.1 i WT1 (Arber i
sar., 2008a).

Osim blokade procesa diferencijacije, jedan od uzroka koji dovodi do
razvoja kompletnog leukemijskog fenotipa je i poremecaj Celijske proliferacije,
koji omoguéava da AML Kklon postane dominantan, odnosno da stekne
proliferativnu prednost u odnosu na zdrave hematopoezne ¢elije (Dash i sar.,
2001). To se najceS¢e deSava usled mutacija u genima koji kodiraju tirozin
kinazne receptore, Sto dovodi do konstitutivne ligand nezavisne aktivacije ovih
receptora i deregulacije puteva signalne transdukcije u koje su oni ukljuceni

(Pedersen-Bjergaard i sar., 2008) (Shema 8.).
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Shema 8. Putevi signalne transdukcije i model leukemogeneze u AML
(Iz: Pedersen-Bjergaard i sar., 2008)
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Ovaj tip mutacija pogada nekoliko gena FLT3 (engl. fms related tyrosine
kinase 3), c-KIT proto-onkogen i RAS onkogen. Poremecaji kontrole celijskog
ciklusa i apoptoze su takode vazni za ispoljavanje potpunog leukemijskog
fenotipa (Shema 8.). Do gubitka kontrole ¢elijskog ciklusa kod AML dolazi
prvenstveno usled prisustva mutacija u NPM1 genu (nukleofozmin 1) sa
posledicnom promenom strukture molekula i njegove aberantne lokalizacije u
citoplazmi leukemijskih celija (Falini i sar., 2007). Mutacije u NPM1 genu
izazivaju istovremeno i poremecaj funkcije proteina p53, s obzirom da je jedna
od fizioloSkih uloga nukleofozmina da stabilizuje p53. Mehanizmi kojim
leukemijske c¢elije izbegavaju cCelijsku smrt najceS¢e dovode do smanjenja
njihove osetljivosti na proapoptotske stimuluse. Jedan od takvih mehanizama je
i deregulacija funkcije p53, kao posledica prisustva mutacija u p53 genu
(Prokocimer i sar., 1998), zatim povecanje ekspresije antiapoptotskih, odnosno
smanjenje ekspresije proapoptotskih gena koji pripadaju Bcl-2 familiji (Hawkins
i sar., 1997). Leukemijske ¢elije izbegavaju apoptozu i izazivanjem poremecaja u
Fas/Fas-ligand signalnom putu. U veéini AML, leukemijske cCelije su rezistentne
na Fas/Fas-ligand indukovanu apoptozu, a ovaj tip rezistencije je jedan od
kljutnih mehanizama pomocéu koga leukemijske Ccelije izbegavaju imunski
odgovor i najc¢es¢i je mehanizam rezistencije na hemoterapeutike (Buzyn i sar.,

1999).

6. Imunobiologija AML

Primena imunofenotipizacije i MPC (IMPC) u ispitivanju ekspresionih
profila hLDM leukemijskih ¢elija AML, ima tri osnovne Kklinicke primene:
postavljanje precizne dg AML (Craig i Foon, 2008; Béné i sar., 2011),
identifikacija aberantnih obrazaca ekspresije hLDM za procenu i pracenje
rezidualne leukemijske populacije AML tokom i nakon primene hemioterapije
(Craig i Foon, 2008; Béné i sar., 2009) i ispitivanje ekspresije hLDM koji su od

prognostickog znacaja za AML i njenu stratifikaciju prema stepenu rizika
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(Mason i sar., 2006; Liersch i sar, 2014). Sa druge strane, ispitivanjem
ekspresionih profila hLDM na leukemijskm celijama AML sticu se bazi¢nih
znanja o biologiji leukemijskih ¢elija AML, posebno o celijskoj heterogenosti
leukemijskih populacija i njihovom diferencijacionom potencijalu (Terstappen i

sar., 1991; Welch, 2013; Parkin i sar., 2013).

6.1. Imunofenotipizacija u dijagnostici i Klasifikaciji AML

Savremena dijagnostika AML bazirana je na primeni integrisanog panela
dijagnostickih metoda, medu kojima vazZno mesto zauzima IMPC (Vardiman i
sar., 2008; Béné i sar., 2011; van Dongen i sar., 2012). Ova sloZena metodologija
omogucava precizno i pouzdano utvrdivanje prisustva ili odsustva ekspresije
hLDM na populaciji leukemijskih ¢elija, Sto definiSe njen imunofenotipski profil,
koji opisuje linijsko poreklo (¢elija, stepen njihove diferentovanosti i
imunofenotipske aberacije (Béné i sar., 2011; van Dongen i sar., 2012). Sa druge
strane, ova metodologija omogucava i procenu veli¢ine imunoloski definisane
populacije leukemijskih c¢elija AML u ispitivanom uzorku, izraZzenu kroz
relativnu i/ili apsolutnu vrednost (CLSI document H42-A2, 2007; Craig i Foon,
2008). Finalni rezultat IPCM ukljucuje diferencijaciju izmedu reaktivnih i
malignih procesa u okviru limfo-hematopoeznog sistema, odnosno preciznu
diferencijalnu dijagnozu AML u odnosu na druge maligne bolesti limfo-
hematopoeznog sistema (Craig i Foon, 2008; Béné i sar., 2011; van Dongen i sar.,

2012).

Imunofenotipizacija MPC ima znacajne prednosti u odnosu na srodne
metode imunofenotipizacije (Dunphy, 2004), medu kojima se izdvaja
mogucénost multiparametarske analize svake pojedinacne Ccelije ispitivanog
uzorka u suspenziji, koja podrazumeva istovremenu analizu Sirokog spektra
hLDM u kombinaciji sa fizickim karakteristikama ¢elija (CLSI document H43-A2,

2007; Craig i Foon, 2008). Osim toga, metodologija je senzitivna, visoko
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specificna i omogucava analizu velikog broja ¢elija za relativno kratko vreme

(Craig i Foon, 2008; Béné i sar., 2011).

U poslednjih deset godina doSlo je do znacajnih tehnoloSkih inovacija u
protocnoj citofluorimetriji i razvoja novih fluorescentnih boja, kao i proizvodnje
Sirokog panela MoAt specificnih za hLDM (Wood, 2006; Béné i sar., 2011; van
Dongen i sar., 2012), Sto je ucinilo da ova kompleksna metodologija postane
rutinska (Vardiman i sar., 2008; Béné i sar.,, 2011; van Dongen i sar., 2012).
[stovremeno je postignut i znacajan napredak u Kklasifikaciji hematoloskih
neoplazmi, a medu njima i akutnih leukemija (AL). Naime, Kklasifikacija
hematoloskih neoplazmi koju je utvrdila Svetska zdravstvena organizacija (SZO)
zasniva se na integrisanom multidisciplinarnom pristupu, u kome vecina

entiteta ima definisan imunofenotipski profil (Swerdlow i sar., 2008).

Prema preporukama medunarodne grupe eksperata za klinicku primenu
[PCM u dijagnostici i pracenju hematoloskih neoplazmi, medicinske indikacije za
testiranje uzoraka protocnom citofluorimetrijom, ukljucuju sve slucajeve sa
prisustvom atipi¢nih €elija ili blasta u pk, ks ili telesnim te¢nostima (Davis i sar.,
2007; Craig i Foon, 2008). U klinickim laboratorijama, citomorfoloSka analiza
obi¢no prethodi IPCM, S$to zajedno sa klinickim i laboratorijskim podacima o
bolesniku, znacajno doprinosi racionalizaciji i dodatnom ubrzanju procesa
imunofenotipizacije primenom ciljanih panela MoAt (Béné i sar., 2011; van
Dongen i sar, 2012). Osim primarne primene u dijagnostici, IPCM se
preporucuje i u cilju dokazivanja relapsa AML (Craig i Foon, 2008; Béné i sar.,,

2011).

Standardni paneli MoAt koji se primenjuju u dijagnostici i klasifikaciji
AML su kompleksni i omogucavaju ispitivanje obrazaca ekspresije velikog broja
hLDM, na populaciji leukemijskih ¢elija (ELN - WP10, 2005; Wood i sar, 2007;
Béné i sar, 2011; van Dongen i sar., 2012). Ispitivanjem su obuhvaceni
povrsSinski plazmamembranski i unutarcelijski molekuli koji identifikuju ¢elije
razlic¢itih loza limfohematopoeznog sistema. Od molekula limfoidne loze,
ispituju se molekuli koji su eksprimirani na ¢elijama B, T, i NK loze, a od

molekula mijeloidne loze, ispituju se molekuli eksprimirani na ¢elijama
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granulocitne, monocitne, megakariocitne, eritrocitne, bazofilne loze, mastocita i
dendritskih celija. Osim linijski specificnih molekula, ispituju se i linijski
nespecificni diferencijacioni molekuli, koji su vazni za identifikaciju razli¢itih
stupnjeva diferencijacije leukemijskih celija u ispitivanom uzorku (ELN - WP10,

2005; Wood i sar, 2007; Béné i sar., 2011; van Dongen i sar., 2012).

*cCD3, cMPO, cCD79a, nTdT, CD34, CD2, CD7, CD10, CD13,
CD33, CD19, m/cCD22, smig

*CDA45 kao selekcioni Ag

Panel hLDM za brzu orijentaciju i
hipocelularne uzorke

*HLA-DR, CD1a, mCD3, CD4, CD5, CD8, CD14, CD36,CD38,
CD41, CD56, CD65, CD61, CD117, CD2353, cigM
*CD45/ CD19/ CD7/cCD3 kao selekcioni Ag

Panel hLDM za sublinijsku klasifikaciju i

definisanje klinickih entiteta

ecLizozim, cLaktoferin, CD11b, CD11c, CD15, CD16, CD20,
Dopunski panel hLDM za CD25, CD35, CD44, CD52, CD58, CD64, CD68, CD71,

S LT A e s el T €De6eb, CD86,CD87,CD90, CD99, CD116, CD123, CD133,
molekula za imunoterapiju CD135, CD163, CD203c, kig i Alg, TCRap i TCRyS

*CD45/ CD19/CD7/cCD3 kao selekcioni Ag

Shema 9. Paneli hLDM/Ag, koji se primenjuju u cilju postavljanja precizne
imunofenotipske dijagnoze AML (Béné i sar., 2011; van Dongen i sar., 2012)

Kombinacije hLDM tj. Ag koje se ispituju su standardizovane, a svaka
kombinacija daje specifi¢ne informacije o LC. Paneli se primenjuju postupno,
pocevsi od primarnog panela za brzu orijentaciju, sekundarnog panela za
sublinijsku klasifikaciju i tercijarnog panela za jo$ detaljniju subklasifikaciju AL,

odnosno diferencijalnu dg AML (Shema 9.).

U svakoj ispitivanoj kombinaciji hLDM u panelu, potrebno je ukljuciti
jedan ili viSe tzv. Ag za softversku selekciju populacije leukemijskih celija (engl
gating antigen), Sto omogucava njenu reproducibilnu i preciznu analizu u
slozenim celijskim suspenzijama kakve su ks, pk, likvor, maligni izlivi,
suspenzija limfnog ¢vora, suspenzija granuloma (Lacombe i sar., 1997; Béné i

sar., 2011; van Dongen i sar., 2012). Kao standardni Ag za selekciju leukemijske
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populacije celija koristi se molekul CD45, u kombinaciji sa fizickom
karakteristikom - relativnom c¢elijskom granulacijom (engl. side scatter, SSC)
(Lacombe i sar., 1997). CD45 molekul je tipicno eksprimiran prema obrascu
niske ekspresije (CD45*°w) na leukemijskim ¢elijama, koje istovremeno imaju i

svojstvo relativno sniZene Celijske granulacije (SSClow) (Slika 1.).
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Slika 1. Analiza uzoraka kostne srzi primenom IMPC na dg AML. Selekcionisanje
leukemijske populacije Celija u uzorku kostne srzi bolesnika sa razli¢itim
tipovima AML, na osnovu obrasca ekspresije molekula CD45 i stepena celijske
granulacije, prikazanih na dvo-parametarskim “dot plot” histogramima u
ljubicastoj boji: a) referentne populacije ¢elija u zdravoj kostnoj srzi, crveno -
limfociti (CD45Phigh) i hematogoni (CD45lew-medium) 7eleno - monocitni prekursori,
plavo - granulocitni prekursori b) AML sa minimalnom diferencijacijom; c)
Akutna eritroblastna leukemija; d) Akutna promijelocitna leukemija; e) Akutna
monocitna leukemija; f) Akutna monoblastna leukemija.

Mada u vecini slucajeva, leukemijske populacije ¢elija AML eksprimiraju
molekul CD45 prema niskom obrascu ekspresije, u pojedinim sluc¢ajevima AML
(akutna eritroblastna leukemija, akutna megakarioblastna leukemija),
ekspresija molekula CD45 je izrazito niska ili ¢ak i odsutna (engl. CD45neg/+low),
Znacajno visi nivo ekspresije CD45 molekula (engl. CD45+medium/bright) yida se na
leukemijskim populacijama ¢elija AML sa zahva¢enom monocitnom lozom

(Lacombe i sar., 1997; Béné i sar., 2011; van Dongen i sar., 2012).
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Osnovna imunoloska tehnika koja se primenjuje za obeleZavanja Celija
uzorka za IPCM je direktna viSekolorna imunofluorescentna tehnika, koja
ukljucuje primenu koktela MoAt direktno konjugovanih sa molekulima razlic¢itih
fluorescentnih boja. Preporuka je da se koriste njene varijante od
cetvorokolorne do desetokolorne (Wood, 2006; Béné i sar., 2011; van Dongen i

sar., 2012).

Uzorci celijskih suspenzija obelezeni MoAt se mere i analiziraju na
proto¢nim citofluorimetrima (Paietta, 2003; Wood, 2006), primenom softvera
koji su standardni za svaki tip instrumenta. Ovom metodom se istovremeno
prikupljaju i memoriSu podaci o fizickim i fluorescentnim karakteristikama
svake pojedinacne cCelije ispitivanog uzorka, a rezultati se prikazuju u jedno-
parametarskim i dvo-parametarskim histogramima. U cilju detaljne
imunofenotipske analize, leukemijska populacija se selekcioniSe sukcesivno na
osnovu fizickih karakteristika, relativne Celijske veli¢ine (engl. forward scatter,
FCS) i SSC, koje se dalje kombinuju sa odabranim molekulom za selekciju
leukemijskih Celija. Broj celija prikupljenih za analizu po alikvotu
(reprezentativni deo uzorka koji se analizira u pojedinacnoj epruveti tj.
pojedinacnoj kombinaciji MoAt) uzorka je 100.000 do 500.000 hematopoeznih
nukleiranih cCelija. Pritom, optimalan broj leukemijskih celija prikupljenih za
analizu, treba da se krece u opsegu od 500 do 10.000 Celija po epruveti (CLSI
document H43-A2, 2007; CLSI document H42-A2, 2007).

Analizom prikupljenih podataka nastaje imunofenotipska informacija o
¢elijama ispitivanog uzorka, koja je po svojoj strukturi sloZena i podrazumeva
viSe nivoa interpretacije (Craig i Foon, 2008; Béné i sar., 2011). Primarna
analiza pocinje od identifikacije atipi¢ne populacije leukemijskih ¢elija u miljeu
prisutnih referentnih hematopoeznih populacija Celija ks ili pk (Slika 1.). Ve¢ je
pomenuto, da je kljuCni parametar za identifikaciju i kvantitativnu procenu
leukemijske populacije ¢elija u ispitivanom uzorku CD45/SSC obrazac (izraZen
kao % nukleiranih celija uzorka). Analiza uzorka ks u kontekstu obrasca
CD45/SSC, omogucava potvrdu njegovog kvaliteta, jer u wuzorku, pored

populacije leukemijskih celija, treba ocekivati i prisustvo referentnih populacija
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limfocita, hematogona, populacija monocitnih, granulocitnih, i eritrocitnih
prekursora, mada u izmenjenim relativnim odnosima (van Lochem i sar., 2004;
Olaru isar.,, 2008; Arnoulet i sar., 2010). Centralni deo analize podrazumeva
definisanje imunofenotipskog profila leukemijske populacije c¢elija, Sto
podrazumeva definisanje grupe eksprimiranih hLDM tj. grupe eksprimiranih
anigena (Ag*) i grupe neekspimiranih antigena (Ag-) na leukemijskim ¢elijama,
prema odredenim kriterijumima (Del Vechio i sar, 2004; ELN -WP10, 2005). Za
sve hLDM koji su eksprimirani na leukemijskoj populaciji Celija, definiSu se i
obrasci njihove ekspresije, prema relativnoj poziciji zapisa fluorescentnog
signala na logaritamskoj skali intenziteta (van Lochem i sar., 2004; Wood i sar,

2007).

Na osnovu utvrdenog imunofenotipskog profila leukemijske populacije
Celija, identifikuje se krvna loza iz koje leukemijske celije potic¢u i utvrduje se
stepen njihove zrelosti (Craig i Foon, 2008; Béné i sar., 2011; van Dongen i sar.,
2012). U AML, osim imunofenotipskog profila mijelo/monoblasta, potrebno je
dodatno utvrditi i imunofenotipske karakteristike populacija granulocitnih,
monocitnih, eritrocitnih i megakariocitnih prekursora ks, ukoliko su videni u
uzorkuy, i to u cilju utvrdivanja uklju¢enosti ovih populacija u leukemijski proces
odnosno njihove pripadnosti rezidualnoj zdravoj hematopoezi (van Lochem i
sar., 2004; Olaru isar., 2008; Arnoulet i sar., 2010). Takav analiticki pristup
zasniva se na uporedivanju obrazaca ekspresije hLDM na pomenutim
populacijama ispitivanog uzorka, i uporedivanju sa obrascima ekspresije istih
molekula na referentnim populacijama zdrave ks i/ili pk (engl pattern
recognition), pri ¢emu se definiSu kvalitativna i kvantitaivna odstupanja u
njihovim obrascima ekspresije, Sto ukazuje na ukljucenost tih populacija u
leukemijski proces (Terstappen i sar., 1990; van Lochem i sar., 2004; Arnoulet i

sar., 2010).

Poslednji korak u analizi predstavlja definisanje imunofenotipskih
aberacija u ekspresiji diferencijacionih molekula na populaciji leukemijskih
¢elija. Otkriveno je viSe tipova imunofenotipskih aberacija, odnosno odstupanja

u ekspresiji hLDM u odnosu na fizioloSki obrazac ekspresije, medu kojima su
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najucestalije: a) ektopitna ekspresija molekula koji nisu tipi¢ni za odredenu
hematopoeznu lozu (engl lineage infidelity), b) prekomerna ekspresija
molekula (engl. overexpression), c) odsustvo ili sniZzena ekspresija molekula
(engl. underexpression), d) asinhrona ekspresija molekula koji tipicno nisu
koeksprimirani na ¢elijama (Terstappen i sar., 1991; Olaru i sar., 2008; Béné i
sar., 2009). Na osnovu imunofenotipskih aberacija u ekspresiji diferencijacionih
molekula definiSe se imunofenotip specifican za leukemiju (IFSL) koji se koristi
za ispitivanje prisustva minimalne rezidualne leukemijske populacije celija,
tokom procene terapijskog odgovora (Olaru i sar., 2008; Béné i sar., 2009). Osim
toga, potrebno je proceniti i prognosticku vrednost dobijene imunofenotipske
informacije, kao i identifikaciju molekula koji su potencijalni terapeutski ciljevi
za specificnu imunoterapiju (npr. CD33 ili CD123 u AML) (Craig i Foon, 2008;
Béné isar., 2011, Wood i sar., 2007).

Na osnovu imunofenotipskih karakteristika leukemijske populacije celija
vrSi se imunoloSka Kklasifikacija AML (Tabela 2.) (Béné i sar., 2011).
Imunofenotipska klasifikacija AL nastala je na inicijativu grupe EGIL (engl
European Group for the Immunological Characterization of Leukemias) i
bazirana je na analogiji sa stupnjevima diferencijacije glavnih loza limfo-
hematopoeznog sistema tokom procesa ontogeneze (Béné i sar., 1995; Béné i
sar., 1998; Béné i sar., 2011).

Leukemijske celije u razlic¢itim tipovima AML u velikoj meri imaju
oCuvanu sposobnost da sekvencijalno eksprimiraju hLDM, prema obrascima koji
karakteriSu rane stupnjeve diferencijacije zdravih ¢elija hematopoezne loze iz
koje poticu. Istovremeno, ove ¢elije uvek ispoljavaju manja ili ve¢a odstupanja u
obrascima ekspresije istih molekula, Sto definiSe imunofenotipske aberacije u
ekspresiji linijski specificnih i/ili diferencijacionih molekula, a Sto reflektuje
njihovu malignu prirodu (Terstappen i sar., 1990; Olaru i sar., 2008; Craig i
Foon, 2008; Béné i sar., 2011). Imunofenotipizacija MPC omogucava visoko
senzitivnu i pouzdanu diferencijaciju izmedu AML i drugih tipova AL sa jedne

strane i limfoma, MDS, mijeloproliferativnih neoplazmi (MPN),
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nehematopoeznih neoplazmi i reaktivnih procesa sa druge strane (Vardiman i

sar., 2008; Craigi Foon, 2008; Béné i sar., 2011).

Tabela 2. Imunoloska Klasifikacija AML (Prema: Béné i sar., 2011)

Imunoloski suptipovi AML

AML sa minimalnom diferencijacijom

AML sa granulocitnom diferencijacijom (bez sazrevanja / sa sazrevanjem)
AML sa monocitnom diferencijacijom (bez sazrevanja / sa sazrevanjem)
AML sa granulocitnom i monocitnom diferencijacijom

Akutna promijelocitna leukemija

Akutna eritroblastna leukemija

Akutna megakarioblastna leukemija

Akutna bazofilna leukemija

Neoplazma blastnih plazmacitoidnih dendritskih celija

Utvrden imunoloski suptip AML se kao informacija dalje integriSe sa
drugim karakteristikama leukemijske populacije (morfologija, Kkariotip,
molekularno-geneticko ispitivanje), na osnovu cega se AML Klasifikuje u
odgovarajuci tip odnosno suptip, prema kriterijumima SZO (Vardiman i sar.,
2008). U odnosu na entitete AML koji su klasifikovani prema prisustvu
karakteristi¢cnih rekurentnih citogenetickih ili molekularno-genetickih aberacija
(Arber i sar., 2008a), ne postoji direktna korelacija imunofenotipskog profila i
pomenutih aberacija. Medutim, u slucaju pojedinih hLDM zapaZena je veza sa
pojedinim aberacijama, te se njihova ekspresija moZe smatrati surogat
markerima (tzv. imunofenotipski otisak) prisustva specificne translokacije
odnosno molekularno-geneticke aberacije u genomu leukemijskih Ccelija
(Paietta, 2010). Na primer, kod AML sa t(8;21)(q22;q922) se javlja aberantna
ekspresija molekula CD19, dok se u suptipu akutne promijelocitne leukemije sa

t(15;17)(q22;q12) i mikrogranularnom morfologijom, javlja aberantna
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ekspresija molekula CD2 i CD34, bar na subpopulaciji leukemijskih ¢elija (Arber
i sar., 2008a; Paietta, 2010).

Imunofenotipski profil populacije leukemijskih celija AML, mozZe da
pokaZe i stepen unutarpopulacione celijske heterogenosti svake pojedinacne
AML (Campos i sar., 1990; de Figueiredo-Pontes i sar, 2008; Schubert i sar.,,
2011), Sto je vazna karakteristika posebno sa aspekta leCenja bolesnika i
pracenja rezidualne leukemijske populacije tokom lecenja (de Figueiredo-

Pontes i sar, 2008).

Veoma vazan Kklini¢ki aspekt primene IPCM na dg ili tokom pracenja
bolesnika sa AML je i analiza uzoraka likvora za prisustvo leukemijskih celija
(Bromberg i sar., 2007; Kraan i sar., 2008). U slucaju AML, ucestalost
neuroleukemije na dg bolesti je niska (~5%), mada moZe varirati u razli¢itim
grupama bolesnika sa AML, zavisno od stepena leukocitoze i/ili drugih
karakteristika (Dohner i sar, 2010). Znacajan klinicki aspekt primene IMPC je i
u ispitivanju stepena diseminacije AML putem analize uzoraka telesnih izliva
(pleuralni, peritonealni, perikardni) za prisustvo leukemijskih ¢elija (Zimmerlin

isar., 2001).

Jedna od inovacija u primeni IMPC u dijagnostici AML, ogleda se i u
koriS¢enju MoAt specificnih za razli¢ite hibridne proteine, produkte fuzionih
gena koji nastaju u leukemijskim Ccelijama kao produkat balansiranih
translokacija (Arber i sar., 2008a). Do danas je sintetisan Citav spektar MoAt
koja su objedinjena u multipleks imuno-setove za brz i visoko pouzdan skrining
AML za prisustvo hibridnih proteina, mada je ova metodologija jos uvek u

povoju (Dekking i sar., 2010).

Specifican prakti¢an doprinos IMPC u oblasti klinickih istraZivanja AML,
leZi u mogucnosti izolovanja leukemijskih celija i subpopulacija unutar
osnovnog leukemijskog klona zasnovanog na njihovim imunofenotipskim
karakteristikama, i dalje ispitivanje njihovih funkcionalnih (in vitro kultivisanje)
i/ili molekularno-genetickih karakteristika (de Figueiredo-Pontes i sar, 2008;

Welch i sar., 2013; Parkin i sar., 2013; Eppert i sar., 2011). Osim toga, sinteza
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MoAt specificnih za nativne odnosno fosforilisane forme intracelularnih
fosfoproteina, uklju¢enih u puteve signalne transdukcije u leukemijskim
¢elijama, omogucila je ispitivanje zahvacenosti razlicitih celijskih signalnih

puteva leukemijskim procesom (Krutzik i sar., 2004).

6.2. IMPC u ispitivanju minimalne rezidualne bolesti u AML

Ve¢ina bolesnika sa AML, mladih od 60 godina, nakon lecenja
indukcionom hemioterapijom postize kompletnu remisiju (KR) bolesti
standardno definisanu na citomorfoloSkom nivou (<5% blasta u ks) (Dohner i
sar, 2010). Medutim, bolesnici u KR se medusobno znacajno razlikuju na osnovu
veli¢ine tumorske mase tzv. minimalne rezidualne bolesti (MRB), koja je
preostala posle primene hemioterapije (Béné i Kaeda, 2009; Al-Mawali i sar.,
2009b; Jaso i sar., 2014). Precizna procena i pra¢enje MRB tokom daljeg leCenja
bolesnika ima vaznu klinicku primenu, poSto moZe poboljSati stratifikaciju
bolesnika prema stepenu rizika od nastanka relapsa (Kern i sar., 2004; Al-
Mawali i sar, 2009a) i omoguditi optimizaciju i personalizaciju daljeg leCenja
MRBPpoz bolesnika (Buccisano i sar., 2010). Osim toga, prisustvo i kvantifikacija
MRB je pokazala visoku prediktivnhu vrednost za duZinu prezivljavanja bez
znakova bolesti (engl. disease free survival, DFS) i ukupno prezivljavanje (engl.
overall survival, OS) bolesnika sa AML (Vidrales i sar., 2003; Buccisano i sar.,

2010; Terwijn i sar., 2013).

Dva glavna metodoloska modaliteta za ispitivanje MRB kod bolesnika sa
AML su molekularno-geneticko testiranje u slucaju postojanja specificnog
molekularnog defekta na dg i IMPC koju je moguce primeniti kod onih bolesnika
sa AML kod kojih je na dg definisano prisustvo specifi¢nih imunofenotipskih
aberacija tzv. leukemija specificnih imunofenotipova (LSIF) na populaciji
leukemijskih mijelo/monoblasta (Terstappen i sar., 1991; Béné i sar., 2009; Jaso
i sar,, 2014). Primena viSekolornih (> 4) kombinacija za imunofenotipizaciju
leukemijskih ¢elija AML na dg bolesti, omogucava detekciju prisustva jedne do

dve LSIF kombinacije kod ~80% bolesnika (Vidrales i sar., 2003; Olaru i sar.,
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2008). Uporedivanjem obrazca ekspresije hLDM u specificnim LSIF
kombinacijama na leukemijskim ¢elijama AML, sa jedne strane i mijeloidnim
progenitorima zdrave i/ili regenerativne kostne srzi, sa druge strane,
omogucava identifikaciju leukemijskih celija koje se pojavljuju na atipi¢nim
pozicijama u dvo-parametarskim histogramima fluorescencije tzv. “empty

spaces“ (Campana i sar., 1999; Kern i sar., 2005).

Mada su obe pomenute metodologije visoko informativne, senzitivnost je
veca u slucaju RQ-PCR (engl. real-time guantitative polimerase chain reaction)
metodologije (10-4-10-5). Medutim, jedna od vaznih prednosti IPCM u odnosu na
RQ-PCR metodologiju, je mogu¢nost izuzetno brze i takode visoko senzitivne
(10-3-10-4) i specifitne kvantifikacije kako vijabilnih leukemijskih ¢elija sa LSIF
karakteristikama tako i njihove proporcije od ukupnih leukocita analiziranog
uzorka (Craig i sar., 2008; Béné i Kaeda, 2009; Jaso i sar., 2014). Savremeni
protocni citofluorimetri omogucavaju efikasnu analizu velikog broja celija po
analiziranom viSekolorno-obeleZenom alikvotu ispitivanog uzorka (0.5 - 1 x 106
¢elija), Sto omogucava pouzdanu detekciju 0.01% leukemijskih celija (1
leukemijska celija na 104 zdravih ¢elija), i prikupljanje bar 10 - 100 ¢elija od

interesa (Craig i sar., 2008; Béné i Kaeda, 2009; Jaso i sar., 2014).

Glavna tehni¢ka ogranicenja primene IMPC za pracenje MRB kod
bolesnika sa AML, predstavlja odsustvo IFSL na dg bolesti kod ~20% pacijenata
(Vidriales i sar, 2003), promena u obrascu ekspresije pojedinig hLDM tokom
lecenja (Baer i sar., 2001; Vidriales i sar, 2003; Voskova i sar, 2004; Langebrake
i sar, 2005), kao i selekcija i povecanje populacije rezistentnih minornih
subklonova na dg AML pod dejstvom hemioterapije (Vidriales i sar, 2003;
Parkin i sar, 2013; Zeijlemaker i sar, 2014) (Shema 10.).

Rezistentni subklonovi leukemijskih mijelo/mono blasta su obicno
nezreliji po svojim imunofenotipskim i funkcionalnim karakteristikama i oni
postaju predominantne subpopulacije tokom relapsa bolesti (Vidriales i sar,
2003; Parkin i sar, 2013) (Slika 2.). Dosadasnja ispitivanja jo$ uvek nisu
definisala najoptimalniji pristup za ispitivanje MRB metodologijom IPCM kod

odraslih bolesnika sa AML, pri ¢emu savremeni vodici za dijagnozu i leCenje
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AML preporucuju ovu vrstu ispitivanja MRB prevashodno kod bolesnika sa AML

ukljucenih u klinicke studije (Doéhner i sar, 2010; Terwijn i sar., 2013).

0@

Hemio-terapija
U

AML-KR
Leukemijska populacija AML na dg Hemorezistentne subpopulacije
dalja klonska evolucija - relaps bolesti

Shema 10. Shematski prikaz selekcije hemorezistentnih leukemijskih
subklonova tokom lecenja bolesnika hemioterapijom (Adaptirano
prema: Parkin i sar., 2013).

Kada se radi o vremenu ispitivanja MRB primenom IPCM, preporucuje se
analiza posle indukcione terapije (d28), kao i posle konsolidacione terapije

(Venditti i sar., 2000; Buccisano i sar., 2010).

Takode, pojedine studije su pokazale da je rana procena MRB u fazi
aplazije ks posle primene indukcione terapije (d14) takode vaZan prognozni
parametar za procenu odgovora na indukcionu terapiju i OS (Lacombe i sar,

2009; Mattison i sar, 2013; Terwijn i sar., 2013).
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Slika 2. Primeri selekcije mladih leukemijskih subpopulacija celija posle lecenja
hemioterapijom kod bolesnika sa AML - poredenje zastupljenosti subpopulacije na dg i
tokom relapsa bolesti (dvo-parametarski “dot plot” histogrami fluorescentnih zapisa).
AML 1. - relativno povecanje subpopulacije ¢elija CD13*CD34+CD7+ow (u zelenoj boji) sa
2% na dg na 33% tokom relapsa AML; AML 2. - relativno povecanje subpopulacije ¢elija
CD33+CD117+*HLA-DR* (u plavoj boji) sa 13% na dg na 89% tokom relapsa AML.

6.3. Humani LDM kao prognosticki markeri u AML

Prognosticki znacaj imunofenotipskih karakteristika AML jo$ uvek nije
jasno ustanovljen. U poslednje dve decenije pojavio se veliki broj radova, ¢esto
sa kontraverznim rezultatima o prognostickoj ulozi pojedinac¢nih i/ili grupa
hLDM, sto je posledica razlika u veli€ini i heterogenosti grupa analiziranih
bolesnika, broju i vrsti ispitivanih hLDM, razlika u primenjenim tehnikama za
obeleZzavanje i analizu ekspresije hLDM, kao i Kkriterijuma za procenu
znacajnosti nivoa njihove ekspresije na populaciji LC (Schabath i sar, 2003;
Casasnovas i sar., 2003). Medu hLDM koji nose los prognosticki efekat, navodi se
ekspresija molekula: HLA-DR, CD34, CD56, CD7, CD11b, CD14, CD13, CD9 i TdT,
dok je sa druge strane kao nosilac dobrog prognostickog efekta navedena
ekspresija molekula: CD15, CD65, i CD2 na leukemijskim c¢elijama AML
(Schabath i sar, 2003; Repp i sar, 2003; Mason i sar., 2006; Derolfi sar., 2008).

35

104



UVvoDb

Negativan prognosticki znacaj ekspresije CD34 molekula na
leukemijskim c¢elijama AML, potvrden je u viSe nezavisnih studija koje su
ukazale na povezanost sa niZzom ucestaloS¢u KR, kra¢im OS, ili predikcijom
relapsa bolesti (Chang i sar., 2003; Casasnovas i sar., 2003; Repp i sar, 2003;
Webber i sar., 2008). Pritom je ta povezanost joS znacajnija u slucaju
koekspresije CD34 i HLA-DR molekula na leukemijskim ¢elijama (Chang i sar,,

2003; Webber i sar., 2008).

Skoras$nja ispitivanja su pokazala i da poviSena ekspresija CD47 molekula
na LMC AML doprinosi patogenezi AML putem inhibiciju fagocitoze LMC, putem
interakcije sa inhibitornim receptorom na fagocitama (Majeti i sar., 2009). Nivo
ekspresije CD47 je mnogo visi na LMC AML nego na zdravim HMC, a povisena
ekspresija je nezavistan lo§ prognosticki faktor povezan sa kra¢im OS (Majeti i

sar., 2009).

Literaturni podaci pokazuju da je ekspresija CD25 (a lanac IL2
receptora) na LMC AML, takode prediktor lose prognoze (Cerny i sar., 2013;
Gonen i sar, 2012). Naime, pokazano je da CD25*CD34+*CD38- leukemijske celije
ispoljavaju hemorezistenciju i iniciraju AML u ksenograft modelima (Cerny i
sar.,, 2013). Ekspresija CD25 molekula na dg je takode povezana sa loSim
odgovorom AML na indukcionu terapiju, ve¢om ucestalos¢u relapsa bolesti i

kra¢im OS (Cerny i sar., 2013; Gonen i sar, 2012).

Najnovija ispitivanja su pokazala da je identifikacija populacije
mijeloblasta sa ekspresijom “stem cell” imunofenotipa (CD34+CD38low/-CD123+),
kod odraslih bolesnika sa AML, pouzdan prediktor loSeg odgovora na

indukcionu terapiju i kraceg OS (Vergez i sar., 2011; Eppertisar., 2011).

Molekul CD7, primarno eksprimiran na ¢elijama T i NK loze, eksprimiran
je i na frakciji AML (Ortolani, 2011), gde je pokazano da postoji znacajna veza sa
nizom ucestalo$¢u KR (Casasnovas i sar., 2003; Mason i sar., 2006). CD56, jo$
jedan molekul cija je ekspresija karakteristika NKT i NK limfocita, eksprimiran
je takode i na frakciji AML (Ortolani, 2011), gde je u vise studija pokazano, da je

znacajno povezan sa kra¢im OS (Chang i sar., 2003; Mason i sar., 2006; Djunic i
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sar., 2012). Nedavni literaturni podaci sugeriSu prognosti¢ku ulogu ekspresije
CD56 molekula u AML sa t(8;21) i vezu sa znacajno kra¢im trajanjem KR i
kra¢im OS, Sto moZe biti korisno u stratifikaciji terapije za ovaj entitet AML
(Arber i sar., 2008a). Veoma slican nalaz je dobijen i u slucaju AML sa t(15;17),
gde se ekspresija CD56 molekula pokazala kao indikator kraceg DFS
(Montesinos i sar., 2011).

Ekspresija i funkcionalna aktivnost faktora povezanih sa
hemorezistencijom, ukljucuju¢i proteinske membranske transportere lekova
familije MRP (engl. Multidrug resistance associated proteins), kao i ekspresiju
kombinacije molekula P-gp i anti-apoptoznog molekula Bcl-2, takode ima lo$
prognosticki uticaj na odgovor na indukcionu terapiju i OS bolesnika sa AML

(Schabath i sar, 2003).

6.4. IMPC u detekciji ciljnih molekula za imunoterapiju AML

Terapeutska MoAt wusmerena protiv specificnih molekula na
plazmamembrani tumorskih celija integrisana su u terapijske protokole
razlicitih vrsta humanih tumora (Reff i sar., 2002; Morris, 2009). Nova saznanja
o funkciji razli¢itih receptora, lokalizovanih na povrSini plazmacelijske
membrane tumorskih ¢elija, kao i njihovoj ulozi u kancerogenezi, povecala su
mogucénost izbora novih kandidata za imunoterapiju. Sa druge strane, nova
znanja o mehanizmima kojima MoAt aktiviraju odbrambeni sistem domacina,
omogucila su modifikacije strukture MoAt, Sto je dovelo do poboljSanja njihovog
aktivacionog potencijala i povecanja njihovih efektornih funkcija. Osim toga,
bolje razumevanje puteva metabolisanja MoAt i njihove lokalizacije u odnosu na
tumorsko tkivo, omogucilo je proizvodnju MoAt sa poboljSanim profilima

biodistribucije (Reff1i sar., 2002 ).

Tri glavne klase terapeutskih MoAt su se pokazale korisnim u lecenju
bolesnika kroz ispitivanja u klinickim studijama: (1) nekonjugovana MoAt koja

direktno indukuju signale koji suprimiraju rast ¢elija i/ili indukuju apoptozu ili
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indirektno aktiviraju odbrambene mehanizme domacina koji posreduju anti-
tumorsku aktivnost, (2) konjugati MoAt i citotoksi¢nih agenasa, u kojima MoAt
sluzi kao nosac citotoksicnog agensa koga isporucuje ciljano do tumora,
smanjujuci tako sistemsku toksicnost, i (3) radioaktivna imunoterapija gde

MoAt isporucuje odgovarajucu dozu zraCenja do tumora (Reff i sar., 2002).

Savremena terapeutska MoAt se proizvode tehnikama genetickog
inZenjeringa, Sto je omogucilo uvodenje specificnih modifikacija MoAt koje
dovode do smanjenja njihove imunogenic¢nosti i povecanja afiniteta za ciljane
molekule. Osim terapeutskih monospecificnih MoAt koja su najceSce u upotrebi,
danas su u primeni i bispecificna MoAt ¢iji je cilj da se Sto viSe cititoksi¢nih T-
¢elija aktivira i dovede u blizinu ciljanog tumora (Reff i sar., 2002 ). Savremena

imunoterapija AML se bazira na upotrebi nekoliko razli¢itih MoAt (Tabela 3.)

(Morris, 2009; Déhner i sar., 2015).

Standardne terapeutske opcije su posebno ograniCene na bolesnike sa
AML starije Zivotne dobi (260 god.), gde je uvodenje anti-CD33 usmerene
terapije pruzilo novu nadu u le¢enju ove grupe bolesnika (Reff i sar., 2002;
Morris, 2009, Dohner i sar.,, 2015). Razvoj novih MoAt specificnih za hLDM
eksprimiranih na LMC i progenitorima AML (anti-CD123 i anti-CD44), ¢&ija su
ispitivanja u ranoj fazi, ima za cilj eliminaciju populacije ¢elija koja je odgovorna

za nastanak i propagaciju AML (Morris, 2009; Doéhner i sar., 2015).

Tabela 3. Monoklonska At u tretmanu AML (Adaptirano prema: Morris, 2009)

MoAt Ciljni hLDM Izotip-konjugat  Klinicki status

Gemtuzumab CD33, Adhezija Humanizovano IgG4- FDA dozvolila

o0zogamicin g1-kalihemicin upotrebu /AML

(Myelotarg™) immunotoksin

Lintuzumab CD33, Adhezija Humanizovano IgG1 Faza IIl /AML

(HuM195, SGN-33)

Anti-CD44 (A3D8) CD44, Adhezija Misje IgG1 Preklinicka
ispitivanja /AML

Anti-CD45 (BCS8, CD45, Leukocitna Radioobelezeno 131] Faza I-1I /AML,

YTH 24.5, protein tirozin misji [gG1; 99mTc alogena
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YAMEL568) fosfataza misji IgG2b; 111In transplantacija
pacovski IgG2a- maticnih Celija
imidzing / hematopoeze,
biodistribucija imidZing

Anti-CD66 CD66, CEA Radioobelezen 188Re Faza I-1I / AML,

(BW250/183) familija 90Y, misji IgG1 alogena

granulocitnih transplantacija
molekula maticnih Celija
hematopoeze

Anti-CD123 CD123,IL-3Ra Misje anti-CD123-Fv-  Preklinicka

(26292(Fv)-PE38- Pseudomonas ispitivanja /AML

KDEL) eksotoksin A
immunotoksin

Skracenice: CEA, karcinoembrionalni antigen; FDA, engl. Food and Drug Administration; I,
jodine; IL-3Ra, interleukin-3 receptor-q; In, indijum; Re, renijum; Tc, tehnicijum; Y, Itrium.

7. Dijagnostika i Klasifikacija AML

Savremena dijagnostika i klasifikacija AML zasnivaju se na preporukama
SZ0 (Vardiman i sar, 2008). Naime, vaZzan preduslov za pravilno i uspe$no
lecenje AML predstavlja postavljanje precizne dg (Shema 11.). VaZno je takode
utvrditi i da li se radi o primarnoj AML (de novo AML) ili o sekundarnoj AML (t-
AML), nastaloj posle le¢enja prethodnog maligniteta primenom zracne i/ili
visokodozne hemioterapije ili na terenu prethodnog MDS ili MPN (Vardiman i

sar., 2008).

AML se standardno dijagnostikuje prema morfolosko-citohemijskim
kriterijumima, ukoliko je u ks/pk ispitanika  prisutno 220%
mijeloblasta/monoblasta/megakarioblasta ili njihovih ekvivalenata
(promijelociti/promonociti) (Vardiman i sar, 2008; Lee i sar., 2008). Izuzetak u
ovom slucaju su AML sa rekurentnim genetickim poremecajima (Tabela 4.),

kada se dijagnoza moZze postaviti i u slucaju kada je populacija blasta <20%.
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de novo AL

AL

nejasne linije

ALL AML

Shema 11. Diferencijalna dg AML u odnosu na ostale tipove AL

Mada je u vecini slucajeva, na osnovu citomorfoloskih kriterijuma i
specificnih citohemijskih bojenja, posebno bojenja na peroksidazu (POX),
moguce dijagnostikovati AML i svrstati je u jedan od morfoloSkih FAB
(Francusko-Americko-Britanska grupa, FAB) suptipova
(M0/M1/M2/M3/M4/M5/M6/M7) (Bennett i sar., 1985), precizna klasifikacija
i subklasifikacija na specifi¢ne klinicko-bioloSke entitete danas zahteva primenu
imunofenotipske, citogenetske i molekularno-genetske analize leukemijskih

Celija na dg bolesti (Vardiman i sar., 2008).

Primena IMPC na dg bolesti, predstavlja obaveznu komponentu
dijagnostickog ispitivanja AML (Vardiman i sar., 2008). IMPC je moguce
primeniti na uzorcima ks ili pk svih bolesnika, osim retkih izuzetaka koje
karakteriSe izrazita mijelofibroza ks, kada se u cilju imunofenotipizacije
primenjuje patohistoloSka analiza biopsata ks, primenom imunohistohemijskog
metoda (Swerdlow i sar., 2008; Dunphy, 2004). IMPC omogucava preciznu i
pouzdanu identifikaciju hematopoezne loze iz koje leukemijske celije poticu,
kao i utvrdivanje stepena diferentovanosti populacije leukemijskih celija, na
osnovu Cega se vrSi imunoloSka klasifikacija AML (Tabela 2.) (Béné i sar., 2011).
IMPC je posebno vazna u diferencijaciji AML u odnosu na akutne limfoblastne
leukemije (ALL) i akutne leukemije meSovitih linija (ALML) (Déhner i sar., 2010;

Béné i sar.,, 2011) (Shema 11.). Primena IMPC je takode bitna za diferencijalnu
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dg retkih suptipova neklasifikovane AML (engl. AML nototherwise specified,
AML, NOS) (AML sa minimalnom diferencijacijom, Akutna megakarioblastna
leukemija, Akutna bazofilna leukemija) i neoplazme plazmacitoidnih
dendritskih celija (Lichtman i Segel, 2005; Arber i sar, 2008c). Znacaj IMPC u
dijagnostici AML se ogleda i u detekciji aberantna ekspresiju jednog ili viSe
molekula limfoidne loze, Cije je prisustvo na leukemijskim ¢elijama povezano sa
pojedinim entitetima AML sa rekurentnim genetickim poremecajima (Tabela 4.)
(Arber i sar., 2008a; Paietta, 2010). Konvencionalna citogenetska analiza je
obavezna komponenta dijagnostickog ispitivanja bolesnika sa sumnjom na AML.
Hromozomske aberacije su detektovane u ~55% odraslih bolesnika sa AML
(Mrézek i sar., 2004; Vardiman i sar., 2008). Sedam rekurentnih balansiranih
translokacija i inverzija, i njihovih varijanti su detektovane u okviru kategorije
AML sa rekurentnim genetickim poremecajima (Tabela 4.). Osim toga, viSe
citogenetickih aberacija je krucijalno za postavljanje dg AML sa znacima
mijelodisplazije, i to nezavisno od prisustva ili odsustva morfoloskih znakova

mijelodisplazije (Arber i sar., 2008b).

Primena metoda molekularne genetike, baziranih na reakciji lan¢anog
umnoZavanja DNK (engl. Polimerase chain reaction, PCR) i RT-PCR (engl.
reverse transcriptase-PCR), vazna je na dg AML zbog visoke senzitivnosti u
detekciji rekurentnih genskih fuzija (PML-RARA, RUNXI1-RUNX1T1, CBFB-
MYH11, MLLT3-MLL, CEK-NUP214), i to posebno kada nema validne
citogenetske analize ili je dobijen nalaz normalnog kariotipa (Mroézek i sar.,
2001; Vardiman i sar., 2008). Osim toga, primenom ove metodologije je moguce
detektovati prisustvo somatskih mutacija u velikom broju gena na dg AML,
ukljucujuci gene: NPM1, CEBPA, i FLT3. (Vardiman i sar., 2008). Preporuka SZ0O
je da se prisustvo mutacija u pomenutim genima ispituje kod svih AML sa
normalnim kariotipom (AML-NK), mada se sve pomenute mutacije mogu javiti i
u drugim entitetima AML kod kojih je detektovan aberantan kariotip (Arber i
sar., 2008a).

Sve prethodno navedene bioloSke karakteristike leukemijskih ¢elija AML

zajedno sa klinicko-hematoloSkim karakteristikama bolesnika, integrisane su u
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vaze(i sistem za klasifikaciju AML, koji je definisala SZO (Vardiman i sar, 2008)

(Tabela 4.).

Tabela 4. Osnovni tipovi AML prema SZO klasifikaciji (Vardiman i sar., 2008)

1) AML sa rekurentnim genetickim poremecajima (AML-RGP)
2) AML sa znacima mijelodisplazije (AML-MDS)
3) AML nastale posle prethodnog lecenja (t-AML)

4) AML, neklasifikovane (AML-NOS)
5) Mijeloidni sarkom
6) Mijeloidne proliferacije povezane sa Down-ovim sindromom

7) Neoplazma blastnih plazmacitoidnih dendritskih celija

Tabela 5. AML sa rekurentnim genetickim poremecajima
(Adaptirano prema: Arber i sar., 2008a)

AML-RGP (ucestalost entiteta / morfoloski FAB korelat)

AML sa t(8;21)(q22:q22); RUNX1-RUNX1T1 (5% AML / M2, ¢esto sa M Eo prekursorima)
Poreklo: Mijeloidna mati¢na Celija sa predominantno granulocitnim potencijalom
Imunofenotip: CD34+HLA-DR*CD13+CD33+CD15r* mijeloblasti sa znacima granulocitne
diferencijacije i maturacije; ¢esto CD19+cCD79a*PAX5+; deo bolesnika CD56+

AML sa inv(16)(p13.1:q22)ili £(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYH11 (5-8% AML/ M4Eo, M2, M5)

Poreklo: Hematopoezna maticna ¢elija sa granulocitnim i monocitnim diferencijacionim potencijalom
Imunofenotip: CD34+*CD117+CD13+CD33* mijelomonoblasti sa populacijama zrelijih ¢elija

Gran. (CD15+*CD65+) i mono. (cLizozim*CD11b*CD11c*CD4+*CD64+CD14r*) loze; deo bolesnika CD2*

AKkutna promijelocitna leukemija sa t(15;17)(q22;q12); PML-RARA (5-8% AML / M3, M3v)
Poreklo: Mijeloidna maticna ¢elija sa granulocitnim potencijalom
Imunofenotip - hipergarnularna: CD34-HLA-DR-CD11b-CD11a-CD33*CD117+CD15p* promijelociti

Imunofenotip - mikrogranularna: CD34r*HLA-DRr*CD11b-CD11a:CD33+CD117+CD15P* promijelociti;
¢esto CD2+; deo bolesnika CD56* (~20%) nezavisno od varijante
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AML sa t(9;11)(p22:q23); MLLT3-MLL (2% AML / M4, M5)

Poreklo: Hematopoezna maticna ¢elija sa multilinijskim potencijalom
Imunofenotip: CD34r+*CD117r*CD33+*CD4+*CD64+*CD36*cLizozim*CD11b*CD11c*NG2+*

mijelomonoblasti; deo bolesnika CD56*

AML sa t(6:9)(p23:q34); DEK-NUP214 (0.7-1.8% AML / M2, M4; ¢esto sa 1 Bazo frakcija)

Poreklo: Hematopoezna mati¢na Celija sa multilinijskim potencijalom
Imunofenotip: CD34+CD117+CD38*HLA-DR*CD13+*CD33+*CD15+*CD64r* mijeloblasti

AML sa inv(3)(q21:q26.2) ili t(3:3)(q21:926.2);:RPN1-EVI1 (1-2% AML / morfoloski MDS znaci)
Poreklo: Hematopoezna mati¢na Celija sa multilinijskim potencijalom HLA-DR+*CD38+CD13+*CD33+*CD41¢

Imunofenotip: CD34++CD61r* mijeloblasti/megakariobl.; cesto CD7+*

AML (megakarioblastna) sa t(1;22)(p13;q13); RBM15-MKL1 (<1% AML, de¢ji uzrast / M7)

Poreklo: Mijeloidna mati¢na ¢elija sa predominantno megakariocitnom diferencijacijom
Imunofenotip: CD34+CD13+CD33+CD36*CD41+*CD61+*CD42br*CD45 HLA-DR-MPO- megakarioblasti

U hijerarhiji SZO klasifikacije AML, primat imaju rekurentni genetski
poremecaji (Tabela 5.), Cije prisustvo bez obzira na imunofenotipske i
morfoloSke karakteristike, svrstava AML u jedan od sedam suptipova - AML sa

rekurentnim geneti¢kim poremecajima (AML-RGP) (Arber i sar., 2008a).

Slede¢i u hijerarhiji su genetski poremecaji koji se tipi¢no javljaju u sklopu MDS,
u grupi de novo AML ili AML nastalih transformacijom MDS, ¢ije prisustvo
definiSe tip AML sa znacima mijelodisplazije (AML-MDS) (Arber i sar., 2008b)
(Tabela 6).

Tabela 6. AML sa znacima mijelodisplazije (Prema: Arber i sar., 2008b)
AML-MDS (ucestalost suptipa / morfoloski FAB korelat)

AML sa znacima mijelodisplazije (24-35% AML / multilinijska displazija)
Genetika: hromozomske aberacije tipi¢ne za MDS ( najée$ce -7/del(7q), -5/del(5q), kompl kariotip
Poreklo: Hematopoezna mati¢na Celija

Imunofenotip: CD34+CD38-/+*HLA-DR/*CD13+CD33* mijeloblasti; cesto CD7+, CD56+*: Granulocitni
prekursori, posebno neutrofili, ¢esto hipogranulirani i sa maturacionu asinhroniju u ekspresiji HLM
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AML koja nije klasifikovana u prethodne dve kategorije, a karakteriSe je
prisustvo genskih mutacija u NPM1 ili CEBPA genu, Klasifikuju se u okviru
jednog od dva privremena SZO entiteta - AML sa genskim mutacijama (Arber i

sar., 2008a) (Tabela 7.).

Tabela 7. AML sa genskim mutacijama (Prema: Arber i sar., 2008a)

Naziv suptipa AML (ucestalost entiteta / morfoloski FAB korelat)

Privremen entitet: AML sa mutiranim NPM1 genom (27-35% AML, 45-64% AML-NK / M4, M5)
Poreklo: Hematopoezna mati¢na Celija
Imunofenotip: CD34-CD13+*CD33*CD11b*cCD68+*CD14r*cNPM1+* mijelomonoblasti

Privremen entitet: AML sa mutiranim CEBPA genom (6-15% AML, 15-18% AML-NK / M2, M1)
Poreklo: Hematopoezna maticna Celija
Imunofenotip: CD34*HLA-DR*CD13+*CD33+*CD11b*CD65*CD15* mijelomonoblasti; cesto CD7+

U suptipu AML sa mutiranim NPM1 genom, mutacije obi¢no pogadaju
egzon 12, mada rede i egzone 9 ili 11 ovoga gena, lociranog na hromozomu
5935 (Falini i sar., 2005). Ucestalost NPM1 mutacija u adultnoj AML je oko 30%,
dok u grupi AML sa normalnim kariotipom (AML-NK) ucestalost iznosi i do
50%. Mutacije NPM1 su tipicno heterozigotne, a do danas je otkriveno oko 40
razli¢itih varijanti. Medu njima je najucestalija Tip A (TCTG tetranukleotid
duplikacija na poziciji 964 do 959), koja se javlja kod 70-80% adultnih AML sa
mutiranim NPM1 genom. Nezavisno od tipa mutacije, one sve dovode do
promene u strukturi C-terminusa NPM (zamena triptofana na poziciji 288 i 290,
i kreiranje signala za nuklearni eksport), Sto dovodi do aberantne lokalizacije

NPM u citoplazmi leukemijskih ¢elija (Falini i sar., 2007).

CEBPA gen je lociran na hromozomu 19q13.1 i kodira transkripcioni
faktor ukljucen u kontrolu proliferacije i diferencijacije mijeloidnih progenitora
(Leroy i sar., 2005). Mutacije CEBPA gena su obi¢no bialelske i deSavaju se na
razli¢itim pozicijama duZ cele genske sekvence, pri ¢emu su najc¢esca dva tipa,
“out-of-frame” insercije i delecije N-terminalnog regiona i “in-frame” insercije i

delecije C-terminalnog regiona gena (Leroy i sar., 2005; Lin i sar., 2005).
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Osim pomenutih gena, ispitivanje mutacija FLT3 (engl. fms-like tyrosine
kinase 3) gena se takode preporucuje, posebno u grupi AML-NK, mada za sada
nije definisan specifican AML entitet povezan sa mutacijom FLT3 gena (Arber i
sar., 2008a). Mutacije u genu za FLT3 su prisutne kod 25-45% adultnih AML.
Postoje dva osnovna tipa FLT3 mutacija - FLT3-ITD (engl FLT3 - internal
tandem duplications) i FLT3-TKD (engl. FLT3 - tyrosine kinase domen) mutacije
koje pogadaju kodone 835 ili 836 drugog tirozin kinaznog domena. FLT3-ITD
mutacije su ucestalije (25% AML) u odnosu na FLT3-TKD mutacije (5-10%
AML) (Mead i sar., 2007; Colovi¢ i sar., 2007). FLT3 gen je lociran na
hromozomu 13q12 i kodira receptor za tirozin kinazu, koji je ukljucen u
diferencijaciju i proliferaciju HMC. Ovaj receptor je eksprimiran i konstitutivno
aktiviran na progenitorima i blastima ve¢ine AML. FLT3-ITD mutacije nose loSu
prognozu u entitetima AML u kojima se javljaju, posebno u odnosu na ishod
bolesti, dok znacaj FLT3-TDK mutacija u prognoznom smislu jo$ nije utvrden

(Dohner i sar., 2010).

AML koje ne ispunjavaju prethodno pomenute kriterijume, klasifikuju se
u tip AML, neklasifikovane (engl AML not otherwise specified, AML-NOS)
(Tabela 8.), i to primarno na osnovu morfoloskih kriterijuma i imunofenotipskih
karakteristika leukemijskih celija (mijeloidna loza iz koje poti¢u i stepen

diferentovanosti leukemijske populacije) (Arber i sar., 2008c).
Tabela 8. SZO sistem za klasifikaciju AML-NOS (Prema: Arber i sar., 2008c)

Naziv suptipa AML (ucestalost entiteta / morfoloski FAB Kkorelat)

AML sa minimalnom diferencijacijom (<5% AML / M0)
Imunofenotip: CD34+CD38*HLA-DR*CD117+CD13*CD33*/-cMPOp*CD11b-CD15-CD64-CD14-

mijeloblasti; ¢esta ekspresija CD7 (~40%)

AML bez sazrevanja (5-10% AML / M1, 290% blasta )
Imunofenotip: CD34*HLA-DR*CD117+CD13+CD33*CD11b/+CD15-CD64-CD14- mijeloblasti;
deo bolesnika CD7* (~30%), CD2+/CD4+/CD19*/CD56* (pojedinac¢na ekspresija ~10-20%)

AML sa sazrevanjem
(10% AML / M2, 210% granulocitnih prekursora, <20% ¢elija monocitne loze)

Imunofenotip: CD34*HLA-DR*CD117+CD13+*CD33*CD11b*CD15+*CD65* mijeloblasti;
deo bolesnika CD7+ (20-30%), a rede CD56*/CD2+/CD19*/CD4* (pojedinac¢na ekspresija ~10%)
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AKkutna mijelomonocitna leukemija
(5-10% AML / M4, 220% celija granulocitne loze i 220% c¢elija monocitne loze)

Imunofenotip: CD34r+CD117r+*HLA-
DR+*CD13*CD33+*CD15+*CD65*CD11b*CD11cP*CD4+CD64r+CD14p+

cLizozimp+cCD68*; Cesta ekspresija CD7(~30%)

AKkutna monoblastna/monocitna leukemija
(<5% AML/ M5, 2 80% leukemijskih ¢elija monocitne loze)

Imunofenotip: CD13+CD33+*CD15+*CD64+CD4+*CD36*cLizozim*CD14r+CD163p+
monoblasti/promonociti/monociti; ¢esta ekspresija CD7 i/ili CD56 (~25-40%)

AKutna eritroidna leukemija / (M6)
Eritro/mijeloidna leukemija (<5% AML ) - eritroblasti (250% :NC) i mijeloblasti (220% NC)

Cista eritroidna leukemija (<1% AML ) - eritroblasti (280% :NC)
Imunofenotip eritroblasta: CD34-HLA-DR-CD117+CD71+*CD36+*CD235a*/-

Akutna megakarioblastna leukemija (<5% AML)
megakarioblasti (250% pop) i mijeloblasti (220%)
Imunofenotip megakarioblasta: CD34-CD45-HLA-DR-CD13+CD33+*CD36+*CD41a*CD61+*CD42b/*

Akutna bazofilna leukemija (<1% AML)
Imunofenotip: CD34-/*HLA-DR+*CD117-/+CD123+CD22+/-CD13+*CD33+*CD11b*CD9+*CD203c*

Akutna panmijeloza sa mijelofibrozom (<1% AML)
Imunofenotip blasta: CD34+CD117+CD13+CD33* mijeloblasti; prisutna multilinijska proliferacija

Pretpostavka je da svi suptipovi AML-NOS nastaju malignom
transformacijom HMC. Klini¢ki znacaj nekih od suptipova AML, NOS nije
potvrden, pa ovaj tip AML najverovatnije ocekuje reklasifikacija na osnovu

rezultata buducih molekularno-genetickih studija AML.

Pojedini bolesnici na dg mogu imati samo ekstramedularnu lokalizaciju
bolesti, u vidu tumorske mase koja se najceSce sastoji od mijeloidnih blasta sa ili
bez sazrevanja, i Kklasifikuju se u poseban tip AML - Mijeloidni sarkom
(Vardiman i sar, 2008). Jo$ jedan poseban i veoma redak tip AML je neoplazma
blastnih  plazmacitoidnih  dendritskih celija, koja nastaje malignom
transformacijom prekursora ovih €elija, i Cesto je karakteriSe lokalizacija u kozi

(Vardiman i sar, 2008).
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7.1. Prognosticki parametri i leCenje AML

Prognosticki parametri se dele na dve osnovne grupe. Prvu grupu ¢ine
parametri povezani sa karakteristikama samog bolesnika na dg bolesti (starost,
opSte funkcionalno stanje, prisustvo komorbiditeta). Druga grupa parametara
povezana je sa specificnim karakteristikama klona AML (broj leukocita,
prethodni MDS, citogeneticke i molekularno-geneticke karakteristike, prisustvo
MRB) (Doéhner i sar.,, 2010). Karakteristike bolesnika na dg su povezane sa
predikcijom mortaliteta tokom leCenja i posebno dobijaju na znacaju sa
povecanjem starosti bolesnika. Sistem za skoriranje komorbiditeta na dg bolesti,
bazira se na primeni indeksa komorbiditeta HCTCI (engl. hematopoietic cell
transplantation comorbidity index) koji se primenjuje za skoriranje bolesnika,
kandidata kako za alogenu TMCH, tako i za intenzivnu hemioterapiju (Sorror i
sar., 2005). Sa druge strane, karakteristike klona AML su povezane sa
predikcijom rezistencije na konvencionalnu hemioterapiju. Pritom, kariotip
leukemijskih c¢elija udruzen sa molekularno-genetskim karakteristikama je
najsnazniji prognozni parametar odgovora na indukcionu terapiju i

prezivljavanje (Tabela 9.) (Déhner i sar., 2010; Déhner i sar., 2015).

Na dijagnozi bolesti, ~55% bolesnika sa AML je starije od 65 godina, pri
¢emu izmedu 50% i 80% prethodno nelecenih bolesnika postiZe KR primenom
standardnih hemoterapeutskih protokola (Déhner i sar., 2010; Estey, 2012).
Medu bolesnicima koji su postigli KR, petogodiSnje prezivljavanje ima ~40%
bolesnika, pri ¢emu je ishod znacajno losiji kod starijih bolesnika. Terapeutske
opcije su posebno ogranicene kod bolesnika sa relapsom AML koji su stariji od
60 godina, zbog manje ucestalosti KR, poveéane toksi¢nosti lecenja i Cestih
komorbiditeta (Dohner i sar., 2010; Estey, 2012). Primena protokola za leCenje
odraslih bolesnika sa AML zasniva se na starosti bolesnika i grupi rizika u koju

je bolesnik svrstan pre zapocinjanja lecenja (Déhner i sar, 2010; Estey, 2012).
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Tabela 9. Grupe rizika bolesnika sa AML prema citogenetskim i molekularno-
genetskim nalazima na dg bolesti (Déhner i sar., 2010; Déhner i sar., 2015)

Grupa rizika AML Specificne genetske i molekularno-genetske

karakteristike

Povoljna t(8;21)(q22;q22); RUNX1-RUNX1T1
inv(16)(p13.1q22) ili t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYH11
mutiran NPM1 bez FLT3-ITD (normalan kariotip)
bialelno mutiran CEBPA (normalan kariotip)

Srednje povoljna-I Mutiran NPM1 i FLT3-ITD (normalan kariotip)
“wild type“ NPM1 i FLT3-ITD (normalan kariotip)
“wild type“ bez FLT3-ITD (normalan kariotip)

Srednje povoljna-Il  t(9;11)(q22;q23); MLLT3-KMT2A
citogenetske aberacije koje nisu klasifikovane kao povoljne ili
nepovoljne

Nepovoljna Inv(3)(q21q26.2) ili t(3;3)(q21;q26.2); GATA2-MECOM (EVI1)
t(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214
t(v;11)(v;q23) KMT2A rearanziran
-5ili del(5q); -7; abnl(17p); kompleksan kariotip

Prognoza adultne AML, u svetlu primene standardnih protokola lecenja,
je nepovoljna, ali je ipak razli¢ita u razli¢itim entitetima AML i razli¢itim
grupama rizika (Doéhner i sar, 2010; Estey, 2012). Zlatni standard u lecenju
odraslih mladih bolesnika sa AML (<60 god) je indukcioni protokol “3+7%, koji
predstavlja kombinaciju dva citostatika (daunorubicin 45-60 mg/m? tokom tri
dana i AraC 100-200 mg/m? kontinuirane infuzije tokom 7 dana). U slucaju
velikih multicentri¢nih studija odraslih bolesnika sa AML, ucestalost KR krece se
u opsegu od 60%-80%, a dugotrajno preZzivljavanje bez znakova bolesti (engl.
long term leukemia free survival, LFS) je priblizno 35% (Dohner i sar, 2010).
Savremeni indukcioni protokoli za leCenje bolesnika sa akutnom
promijelocitnom leukemijom (APL), kao Sto su PETHEMA protokoli, baziraju se
na kombinaciji diferencijacionog agensa retinoi¢ne Kkiseline (engl. all trans
retinoic acid, ATRA) i citostatika idarubicina (Sanz i sar., 2009). Mladi bolesnici
sa AML koji su srednjeg ili visokog rizika, selekcioniSu se posle primene
indukcione i postremisione terapije, za dalje le¢enje alo-TMCH (Dohner i sar,

2010; Estey, 2012).
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I1 CILJEVI RADA

Osnovna pretpostavka u ovom istrazivanju je da imunofenotipska

karakterizacija leukemijskih ¢elija AML odraslih, primenom MPC, moZe da pruZi

specificne informacije o biologiji leukemijskih ¢elija AML. Ove informacije mogu

imati uticaj na preciznu dijagnozu i Kklasifikaciju, prognozu, kao i procenu

odgovora na primenjenu terapiju detekcijom i kvantifikacijom rezidualne

leukemijske populacije ¢elija. U tom smislu su postavljeni i realizovani sledeci

ciljevi istraZivanja:

1.

Utvrdivanje imunofenotipskog profila leukemijskih celija bolesnika sa

AML na dg bolesti putem:

a) ispitivanja ucestalosti i obrazaca ekspresije Sirokog panela hLDM,

b) utvrdivanja tipova i uclestalosti aberacija u ekspresiji hLDM na
leukemijskim blastima i zrelijim leukemijskim prekursorima,

c) utvrdivanja stepena heterogenosti leukemijske populacije AML

definisane na osnovu imunofenotipskih karakteristika

Imunoloska Kklasifikacija bolesnika sa AML na osnovu utvrdenog
imunofenotipskog profila leukemijskih ¢elija na dg bolesti, i korelacija
imunofenotipske Kklasifikacije sa citomorfoloskom Kklasifikacijom i SZO

klasifikacijom,

Utvrdivanje imunofenotipskih profila razlicitih entiteta AML definisanih
prema SZO Klasifikaciji 1 medusobna korelacija  njihovih
imunofenotipskih profila u cilju otkrivanja specifi¢nih imunofenotipskih

karakteristika pojedinacnih entiteta,

Standardizacija metodologije IPCM za detekciju i kvantifikaciju
rezidualne populacije leukemijskih ¢elija tokom leCenja bolesnika sa
AML, bazirane na prisusutvu populacija celija sa IFSL,

Odredivanje znacaja ekspresije pojedina¢nih i/ili grupa hLDM za
predikciju odgovora na indukcionu terapiju i ukupno preZivljavanje

bolesnika sa AML.
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III MATERIJAL 1 METODE

Sva ispitivanja bolesnika u okviru doktorske disertacije je odobrio Eticki
komitet Klinickog centra Srbije. Sa druge strane, Eticki komitet Instituta za
zdravstvenu zastitu majke i deteta Srbije “Dr Vukan Cupi¢“, odobrio je uzimanje
i obradu uzoraka zdravih kontrolnih ispitanika. Ispitivanja su sprovedena u
skladu sa preporukama HelsinSke konvencije (World Medical Association
Declaration of Helsinki, 1996). Svi bolesnici i kontrolni ispitanici su bili upoznati
sa planiranim dijagnostickim procedurama pre uzimanja uzoraka ks i/ili pk i

dali su informisani pristanak za njihovo sprovodenje.

1. Izbor bolesnika

[spitivanje je sprovedeno na uzorku od 320 novootkrivenih bolesnika sa
de novo AML, koji su dijagnostikovani i leCeni na Klinici za hematologiju
Klinickog centra Srbije u Beogradu, u periodu od jula 2009. do decembra 2015.

godine.

Retrospektivno ispitivanje, u cilju utvrdivanja znacaja imunofenotipske
karakterizacije celija AML za dg i prognozu bolesti, sprovedeno je na
neselekcionisanom uzorku od 294 bolesnika sa dg de novo AML, u periodu od
jula 2009. do septembra 2013. godine. Prospektivno ispitivanje, u cilju
utvrdivanja znacaja imunofenotipske Kkarakterizacije celija AML za praéenje
prisustva rezidualne populacije leukemijskih celija tokom leCenja bolesnika
hemioterapijom, sprovedeno je na selekcionisanom uzorku od 26 bolesnika sa

dg de novo AML, u periodu od marta 2014. do decembra 2015. godine.

Bolesnici su pripadali starosnoj grupi odraslih (218 god.), i u trenutku
postavljanja dg AML, nisu imali predistoriju nekog drugog maligniteta
(hematoloSkog ili nehematoloskog), niti su bili na terapiji koja bi mogla uticati

na rezultate ispitivanja.
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Svi bolesnici su prosli standardni dijagnosticki postupak koji je
obuhvatao: citomorfoloSku analizu, imunofenotipizaciju metodom protocne
citofluorimetrije i citogenetsku analizu. Bolesnici sa AML-NK su obradeni
molekularno-genetskim metodama za detekciju mutacija u NPM1, FLT3 i CEBPA
genima (Dohner i sar. 2010). Kona¢na dg AML je postavljana na osnovu
preporuka SZO (Swerdlow i sar. 2008). Bolesnici su na osnovu citogenetickih i
molekularno-genetickih karakteristika leukemijskih ¢elija na dg svrstavani u
ELN (engl. European LeukemiaNet) genetske grupe rizika: povoljna, srednje
povoljna I, srednje povoljna Il i nepovoljna grupa (Doéhner i sar., 2010; Déhner i

sar., 2015).

Na dg bolesti, za svakog bolesnika su iz osnovne medicinske
dokumentacije prikupljani demografski (pol, starost), klinicki (organomegalija,
limfadenopatija), hematoloski (leukociti, trombociti, hemoglobin, leukocitna
formula, mijelogram, citohemijska reakcija za POX) i biohemijski (LDH) podaci,
kao i podaci o lecenju i prezivljavanju, koji su koriS¢eni u ispitivanju. Broj
leukocita (Le) je definisani u odnosu na fizioloSki opseg vrednosti kao: sniZen
(<3,6x109/1), normalan (3,6-10x10°/1) i povisSen (>10x10%/1). Definisane su i
visoke vrednosti Le (230x109/1), kao i hiperleukocitoza (2100x10°/1). Broj
trombocita (Tr) je definisan u odnosu na fizioloski opseg vrednosti kao: snizen
(<150x10°/1) i normalan (150-450x10°/1). Nivo hemoglobina (Hb) je definisan
u odnosu na fizioloSke vrednosti kao: sniZzen (<120 g/1) i normalan (120-180
g/dl). Nivo LDH u serumu je definisan u odnosu na fizioloSke vrednosti kao:

normalan (<480 U/1) i poviSen (>480 U/I).

Nakon postavljanja dg AML, bolesnici su leceni primenom hemioterapije
prema standardnim protokolima koji se primenjuju na Klinici za hematologiju
Klinickog centra Srbije (Prilog 2.) (Estey, 2012; Déhner i sar., 2010; Sanz i sar.,,
2009). Bolesnici koji su umrli na dg bolesti pre zapocinjanja terapije, kao i
bolesnici koji su zapoceli indukcionu terapiju, ali su umrli pre termina procene
odgovora na terapiju, u daljem razmatranju su ukljuc¢eni u grupu pod nazivom -
rana smrt (RS). Status bolesti posle primene hemioterapije je procenjivan

analizom klinickih i hematoloSkih parametara i citomorfoloSkom analizom

51



METODE

uzoraka ks i pk bolesnika, izmedu 21 i 28 dana od pocetka terapije (Déhner i
sar.,, 2010). Nakon primene indukcione terapije vrSena je procena statusa
bolesti (Cheson i sar., 2003). Odgovor na indukcionu terapiju je definisan kao:
KR - potpun nestanak klinickih i hematoloskih znakova bolesti u trajanju od
najmanje Cetiri nedelje, parcijalna remisija (PR) - delimi¢na redukcija klinickih i
hematoloskih znakova bolesti, i rezistentna leukemija (RL) - odsustvo odgovora
na primenjenu terapiju. Rana smrt je definisana kao smrt bilo koje etiologije,
koja je nastupila od trenutku hospitalizacije do zavrSetka indukcionog lecCenja.
Procena statusa bolesti je vrSena i posle primene kura konsolidacione
hemioterapije, prema pomenutim Kkriterijumima. Trajanje KR bolesti (engl
disese free survival, DFS) je procenjivano samo za bolesnike koji su postigli KR
bolesti. Ukupno preZivljavanje (engl. overall survival, OS) je procenjivano za sve
bolesnike ukljucene u ispitivanje, i mereno je od dana ukljucivanja u ispitivanje
do dana smrti od bilo kog uzroka. Bolesnici za koje nije bio poznat ishod bolesti
na poslednjoj tacki pracenja OS u celoj grupi AML, cenzorisani su kao Zivi na dan

poslednjeg pregleda.

2. Kontrolni ispitanici

U kontrolnu grupu zdravih ispitanika je selekcionisano 13 odraslih
zdravih osoba (starost Me 31 god., 8 m/5 7), davalaca uzoraka ks i/ili pk za
alogenu transplantaciju MCH bolesnika iz Instituta za zdravstvenu zastitu majke
i deteta Srbije “Dr Vukan Cupi¢“. Zdravi kontrolni uzorci ks i pk su
imunofenotipizirani metodom MPC u cilju definisanja fizioloSkih vrednosti i
granica zastupljenosti razli¢itih populacija hematopoeznih ¢elija u ispitivanim

uzorcima.

Drugu kontrolnu grupu je ¢inilo 10 odraslih bolesnika (starost Me 58.5
god., 5 m/5 %) sa dg zrela B-¢elijska neoplazma (zBCN), koji su dijagnostikovani
i le¢eni na Klinici za hematologiju Klini¢kog centra Srbije. U trenutku dg zBCN
bolesnici nisu imali znake zahvacenosti kostne srzi malignim ¢elijama, a njihovi

uzorci kostne srZi i periferne krvi su imunofenotipizirani metodom MPC posle
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le¢enja visokodoznom hemioterapijom u trenutku procene odgovora na istu. Cilj
ovog dela ispitivanja bilo je definisanje fizioloSkih vrednosti i granica
zastupljenosti razli¢itih populacija hematopoeznih Celija u ispitivanim uzorcima

ks/pk u periodu regeneracije hematopoeze.

Za sve kontrolne ispitanike su prikupljani demografski (starost, pol) i
hematoloski (leukociti, trombociti, hemoglobin, leukocitna formula ) podaci u

trenutku ispitivanja.

3. Metode

3.1. Morfolosko-citohemijsko ispitivanje

Prva faza standardne dijagnosticke obrade sprovedena je kod svih
bolesnika i ukljucivala je morfoloSku i citohemijsku analizu razmaza ks i pk, koji
su bili obojeni po metodi MGG (engl. May-Grunwald-Giemsa) (Lee i sar., 2008).
Analiza mijelograma radena je na razmazima aspirata ks dobijenih
aspiracionom punkcijom grudne kosti ili ilijatnog grebena. Analizirano je 500
¢elija sa jedrom, Sto je ukljucivalo - procenu celularnosti uzorka, % blasta,
citohemijskih karakteristika blasta prema bojenju za mijeloperoksidazu (POX),
zastupljenosti hematopoeznih loza i opis znakova displazije istih
(dismegakariopoeza, disgranulopoeza, diseritropoeza). Citomorfoloska dg AML
je postavljana na osnovu standardnih Kkriterijuma za morfoloSko-citohemijsku
klasifikaciju FAB kooperativne grupe (Bennett i sar., 1985) i ukljucivala je
prisustvo >20% mijeloblasta u ispitivanom uzorku ks/pk (Vardiman i sar.,
2008). Standardni hematoloski parametri pk ispitanika su odredivani na
automatskom brojacu (Pentra DX Nexus, HORIBA ABX, Francuska).
Diferencijalna leukocitna formula je odredivana na razmazima pk analizom

najmanje 200 nukleiranih ¢elija.
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3.2. Imunofenotipizacija metodom MPC

Imunofenotipizacija metodom MPC je sprovedena kod svih bolesnika sa
dg AML ukljuCenih u ispitivanje (n=320), kao i kod obe grupe kontrolnih
ispitanika (n=23).

3.2.1. Monoklonska antitela

Za obelezavanje uzoraka ks/pk su koriS¢ena komercijalna MoAt (miSja
anti-humana), specificna za hLDM (Tabela 10.), izabrana prema medunarodnim
preporukama (ELN, 2005b; ELN, 2007; van Dongen i sar.,, 2010; Béné i sar,,
2011). Sva MoAt su bila direktno konjugovana molekulima jedne od Cetiri
fluorescentne boje - fluorescein izotiocijanat (FITC), fikoeritrin (PE),
peridinhlorofil protein (PerCP), alofikocijanin (APC) i primenjivana su u
koncentracijama koje je preporu¢io proizvoda¢ ili u optimalnim
koncentracijama dobijenim nakon titracije u laboratorijskim uslovima. Kao
mera nespecificne reakcije iznedu MoAt i Celija ispitivanog uzorka, koris¢ene su
izotipske kontrole: msIgG1-FITC (klon X40), msIigG1-PE (klon X40) i mslgG1-
APC (klon MOPC-21) (BD, SAD).

Tabela 10. Karakteristike MoAt koriS¢enih u panelima za utvrdivanje
imunofenotipskih karakteristika AML (Adaptirano prema: Ortolani, 2011;
http://hcdm.org)

*CD1a HI149 IgG1 FITC Timociti; Dendritske Celije
*CD2 RPA-2.10 IgG1l FITC T- i NK-Celije

*mCD3 SK7 IgG1l FITC T-celije

*cCD3 UCHT1 IgG1l FITC / APC  T-cCelije

*CD4 SK3 IgG1 APC T-Celije; Monocitna loza
*CD5 UCHT2 IgG1 PE T-celije

*CD7 M-T701 IgG1 FITC T-Celije; Mijeloidni prog-subpop.
*CD8 SK1 IgG1 PE T- i NK-Celije

*CD10 HI10a IgG1 PE / APC Mijeloidna loza; B-loza
*CD11a HI111 IgG1 APC Pan leukocitni Ag

*CD11b ICRF44 IgG1 PE Pan leukocitni Ag

*CD11c S-HCL-3/B-ly6  IgG2b /1gG1  PE / APC Pan leukocitni Ag

*CD13 L138 IgG1 PE Mijelomonocitna loza
*CD14 MgP9 IgG2b APC Monocitna loza

*CD15 MMA IgM FITC / PE Mijelomonocitna loza
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*CD16
*CD16
*CD19
*CD20
*CD22
*CD24
*CD33
*CD33
*CD34
*CD35
*CD36
*CD38

*CD41a
*CD42b
*CD45
*CD45RA
*CD45R0
*CD56
*CD56
*CDh61
*CD62L
*CD64
°Ch64
*CD66b
#cCD68
*CD71
*cCD79a
*CD110
*CD114
*CD117

*CD123

*CD135
*CD163
°CD163
*CD235
*HLA-DR
*cMPO
#cLizozim
#cLaktoferin

B73.1
3G8

HiB19 / S]25C1

L27
S-HCL-1
ML5
P67.6
WM53
8G12
E11
CB38
HIT2

HIP8

HIP1

2D1

HI100
UCHL-1
MY31
NCAM16.2
RUU-PL 7F12
DREG-56
10.1

# 276426
G10F5
Ki-M7
LO1.1
HM47
1.6.1
LMM741
104D2

7G3

4G8

GHI/61
#215927
GAR-2 (HIR-2)
L243

5B8

LZ-2

4C5

IgG1
IgG1
IgG1
IgG1
IgG2b
IgG2a
IgG1
IgG1
IgG1
IgG1
IgM
IgG1

IgG1
IgG1
IgG1
IgG2b
IgG2a
IgG1
IgG2b
IgG1
IgG1
IgG1
IgG1
IgM
IgG1
IgG2a
IgG1
IgG2b
IgG1
IgG1

IgG2a

IgG1
IgG1
IgG1
IgG2b
IgG2a
IgG1
IgG1
IgG1

PE
PE

PE / APC
FITC / APC
PE
FITC / PE
PE / APC
APC

PE / APC
PE

PE

FITC

FITC
PE
PerCP
APC
APC
PE
PE
FITC
APC
FITC
FITC
FITC
FITC
FITC
PE
APC
PE
PE

APC

PE
PE
PE
PE
FITC
FITC
FITC
PE

METODE

T- i NK-Celije

Mijelomonocitna loza

B-loza

B-loza

B-loza

Mijelomonocitna loza; B-¢elije
Mijelomonocitna loza
Mijelomonocitna loza
Progenitori hematopoeze
Mijelomonocitna loza
Monocitna, eritorocitna, Mk loza
Mijelomonocitna loza; Progenitori
hematopoeze

Mk loza

Mk loza

Pan leukocitni Ag

Pan leukocitni Ag

Pan leukocitni Ag

Subpop. dendritskih ¢elija i Mf
NK- i NKT-¢elije

Mk loza

Mijelomonocitna loza
Mijelomonocitna loza
Mijelomonocitna loza
Mijelomonocitna loza
Mijelomonocitna loza
Eritrocitna loza; ¢elije u deobi
B-loza

Progenitori hematopoeze; Mk loza
Granulocitna loza

Progenitori hematopoeze;
mijelomonocitna loza
Progenitori hematopoeze;
mijelomonocitna loza
Progenitori hematopoeze; PcDC
Monocitna loza

Monocitna loza

Eritrocitna loza

Linijski nespecifi¢an
Mijelomonocitna loza
Mijelomonocitna loza
Granulocitna loza

Skracenice: FL, fluorescentan; m-membranski; c-citoplazmatski; FITC, fluorescein

izotiocijanat;

PE,

fikoeritrin;

PerCP, peridin-hlorofil-A-protein; PcDC, plazmacitoidne

dendritske ¢elije; APC, alofikocijanin; Mf, magrofagi; Mk, megakariocitna; Proizvodac : *BD
Biosciences, SAD; *Invitrogen, SAD; °R&D Systems, SAD
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3.2.2. Paneli MoAt za ispitivanje ekspresije hLDM

MoAt su primenjivana na ispitivanim wuzorcima ks/pk u vidu
Cetvorokolornih panela koji su osmisljeni kao specificne kombinacije, izabrane
da definiSu lozu iz koje leukemijske Celije poticu, stepen njihove
diferentovanosti, kao i njihove aberantne Kkarakteristike u ekspresiji hLDM

(ELN, 2005b; ELN, 2007; van Dongen i sar., 2012; Béné i sar., 2011).

Bolesnici koji su ukljueni u retrospektivno ispitivanje (n=294) su
imunofenotipizirani samo na dijagnozi bolesti, primenom dijagnostickog panela
MoAt za AML (Tabela 11.). Tom prilikom su analizirani sveZi nativni uzorci ks
280 (95,2%) ili pk 14 (4,8%) bolesnika. Prosecna zapremina uzorka ks je
iznosila 2,28 + 0,59 ml (0,5 - 3,5 ml), uz medijanu koncentracije nukleiranih

¢elija uzorka od 85 x 106/ml (2 - 750 x 106/ml).

Tabela 11. Panel MoAt za imunofenotipizaciju AML na dg bolesti (Béné i sar.,
2011; van Dongen i sar., 2012)

MslgG1 MslgG1 CD45 MslgG1 Izotipska kontrola

CD2 CD56 CD45 CD19 Limfociti/ Aberantna ekspresija

CDh7 CD13 CD45 CD34 Mijeloblasti/Aberantna ekspresija
HLA-DR CD117 CD45 CD33 Mijeloblasti

CD38 CD135 CD45 CD123 Maticne Celije/ progenitori

CDh64 CD163 CD45 CD14 Monocitna diferencijacija

CDh64 CD11b CD45 CD11c Monocitna diferencijacija

CD41a CD36 CD45 CD4 C“ﬁ?;‘;:zﬁzé ﬁegaka“o“ma

CD15 CD22 CD45 CD45RA Neutrofilna/Bazofilna diferencijacija
CD24 CD114 CD45 CD11a Monocitna/Neutrofilan diferencijacija
CD66b CD16 CD45 CD10 Neutrofilna diferencijacija

CD71 CD35 CD45 CD62L Neutrofilna diferencijacija

CD71 CD235a CD45 CD110 Eritrocitna/Megakaiocitna loza

clgGl clgGl CD45 clgGl Izotipska kontrola

cMPO cCD79a CD45 cCD3 Mijeloidna loza/Limfociti

cCD68 CD11b CD45 CD45R0O Monocitna/Neutrofilan diferencijacija
cLizozim cLaktoferin CD45 / Monocitna/Neutrofilan diferencijacija

Skracenice: c - citoplazmatski; MPO - mijeloperoksidaza; FITC, fluorescein izotiocijanat; PE,
fikoeritrin; PerCP, peridin-hlorofil-A-protein; APC, alofikocijanin; mslg, misji Ig
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Tabela 12. Panel MoAt za imunofenotipizaciju uzoraka za pra¢enje MRB (Béné i
sar., 2011; van Dongen i sar., 2012)

FITC PE PerCP APC Specificnost
kombinacije

MslgG1 MslgG1 CD45 MslgG1 Izotipska kontrola

CD3 CD56 CD45 CD19 Limfociti

HLA-DR CD117 CD45 CD33 Mijeloblasti

CD38 CD34 CD45 CD123 Maticne Celije/ progenitori

CD64 CD163 CD45 CD14 Monocitna diferencijacija

CD66b CD16 CD45 CD10 Neutrofilna diferencijacija

CD20 CD10 CD45 CD19 Hematogoni

Varijabilan Ag  Varijabilan Ag  CD45 Varijabilan Ag IFSL 1

Varijabilan Ag  Varijabilan Ag  CD45 Varijabilan Ag IFSL 2

Skracenice: IFSL, imunofenotip specifian za leukemiju; FITC, fluorescein izotiocijanat; PE,
fikoeritrin; PerCP, peridin-hlorofil-A-protein; APC, alofikocijanin; mslg, misji Ig

Tabela 13. Panel MoAt za imunofenotipizaciju kontrolnih uzoraka (Béné i sar.,
2011; van Dongen i sar., 2012)

FITC PE PerCP APC Specificnost kombinacije

MslgG1 MslgG1 CD45 MslgG1 [zotipska kontrola

CD3 CD56 CD45 CD19 Limfociti

CD7 CD13 CD45 CD34 Mijeloidni progenitori / Aberantna ekspresija
HLA-DR CD117 CD45 CD33 Mijeloidni progenitori

CD38 CD135 CD45 CD123 Maticne ¢elije/ progenitori

CD38 CD34 CD45 CD123 Maticne ¢elije/ progenitori

CD2 CD34 CD45 CD33 Mijeloidni progenitori / Aberantna ekspresija
CD38 CD13 CD45 CD33 Mijeloidni progenitori

CD64 CD163 CD45 CD14 Monocitna diferencijacija

CD64 CD11b CD45 CD11c Monocitna diferencijacija

CD41a CD36 CD45 CD4 Monocitna/Megakariocitna diferencijacija
CD15 CD22 CD45 CD45RA Neutrofilna/Bazofilna diferencijacija
CD24 CD114 CD45 CD11a Monocitna/Neutrofilna diferencijacija
CD64+CD24 CD117 CD45 CD34 Mijeloidni progenitori

CD66b CD16 CD45 CD10 Neutrofilna diferencijacija

CD71 CD35 CD45 CD62L Neutrofilna diferencijacija

CD71 CD235a CD45 CD110 Eritrocitna/Megakariocitna loza

CD20 CD10 CD45 CD19 Progenitori B-loze (Hematogoni I/11)
CD24 CD34 CD45 CD19 Progenitori B-loze (Hematogoni I)

clgGl clgGl CD45 clgGl Izotipska kontrola

cMPO cCD79a CD45 cCD3 Mijeloidna loza/Limfociti

cCD68 CD11b CD45 CD45R0 Monocitna/ Neutrifilna diferencijacija
cLizozim cLaktoferin  CD45 / Monocitna/Neutrofilna diferencijacija

Skracenice: c - citoplazmatski; MPO - mijeloperoksidaza; FITC, fluorescein izotiocijanat; PE,
fikoeritrin; PerCP, peridin-hlorofil-A-protein; APC, alofikocijanin; mslg, misji Ig
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Svi bolesnici sa dg AML koji su ukljuceni u prospektivno ispitivanje
(n=26) su imunofenotipizirani na dg bolesti analizom uzoraka ks, primenom

dijagnostickog panela MoAt za AML (Tabela 11.).

Ova grupa bolesnika je analizirana i posle primene indukcione, a zatim i
konsolidacione hemioterapije, i to paralelnom obradom sveZzih nativnih uzoraka
ks i pk, primenom specificnih panela MoAt za pracenje prisustva MRB (Tabela

12.).

Svi kontrolni ispitanici su imunofenotipizirani primenom specificnih

panela MoAt na uzorcima ks i pk (Tabela 13.).

3.2.3. Metoda direktne viSekolorne imunofluorescencije za

detekciju membranskih hLDM

Plazmamembranski hLDM na populaciji leukemijskih ¢elija AML su
detektovani metodom direktne viSekolorne imunofluorescencije na sveZim
uzorcima pune ks ili pk (ELN, 2005a; CLSI, H43-A2, 2007; H42-A2, 2007). Uzorci
ks i pk su prikupljani na antikoagulansu dikalijum etilen diamin tetraacetat
(K2EDTA) (BD Vacutainer, K2E 5,4 mg, SAD) i cuvani su tokom obrade na sobnoj
temperaturi u mraku. Koncentracija €elija uzorka ks je odredivana brojanjem
Celija u hemocitometru (Neubauer hemocytometer; Hausser Scientific, SAD),
dok je u slucaju pk koncentracija Celija odredivana na hematoloSkom brojacu
(Pentra DX Nexus, HORIBA ABX, Francuska). Alikvoti (jedini¢na zapremina
uzorka koja sadrZi odredeni broj ¢elija) uzoraka su obeleZavani MoAt direktno
konjugovanim sa fluorohromom, prema prethodno prikazanim standardnim
panelima. U epruvete su prvo sipana MoAt u odredenim zapreminama i u
odgovaraju¢oj kombinaciji, a zatim je dodavano po 100pl (1x106 Celija)
originalnog uzorka ili njegovog razblaZenja u slucaju velike celularnosti. Na
kraju je u svaku epruvetu dodato po 10ul humanog AB seruma (Sigma-Aldrich,

SAD) i 10ul 1% NaNs3/PBS (Natrijum azid; Sigma-Aldrich, SAD). Uzorci su
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meSani na automatskoj mesalici i inkubirani tokom 20min/20°C, u mraku.
Nakon zavrSene inkubacije sa MoAt, eritrociti su lizirani hipotoni¢nim
rastvorom na bazi NH4Cl u trajanju od 10 min/+20°C, u mraku, a zatim su uzorci
centrifugirani na 1500 rpm/5min. Celije uzorka su ispirane sa 2ml rastvora 2%
FCS/PBS, pH 7.2, i centrifugirane na 1500 rpm/5min/20°C. Posle odlivanja
supernatanta, Celije su resuspendovane u 0.5ml rastvora za fiksiranje Celija na
bazi formaldehida (CellFIX, Becton Dickinson, SAD), u trajanju od 20min/20°C, u
mraku. U sluCaju odloZenog merenja i analize (do 24h), fiksirani uzorci su

Cuvani na +4°C (ELN, 2005a).

3.2.4. Metoda direktne viSekolorne imunofluorescencije za

detekciju intracelularnih hLDM

Metoda za obelezavanje intracelularnih hLDM (cCD3, cCD79a, cMPO,
cLizozim, cLaktoferin, cCD68) ukljucuje kao prvi korak fiksaciju ¢elija uzorka, a
zatim i permeabilizaciju celijske plazmamembrane i ostalih membrana unutar
Celija, Sto omogucava prodor MoAt u citoplazmu i ostale intracelularne
strukture (CLSI document H43-A2, 2007.). Metoda fiksacije i permeabilizacije
ima za cilj o¢uvanje strukurnog integriteta celije, kao i antigenosti ispitivanih
hLDM. U slucaju istovremenog ispitivanja ekspresije membranskih i
intracelularnih molekula, primenjivan je metod za obeleZavanje hLDM prema
preporukama proizvodaca komercijalnog reagensa za permeabilizaciju i
fiksaciju celija (FIX&PERM, CALTAG Laboratories, Invitrogen, Flow Cytometry
Catalog, 2006). Po 100ul originalnog ili razblaZenog sveZeg nativnog uzorka
ks/pk (1x10¢ ¢elija) je prvo obeleZzavano MoAt specificnim za membranske Ag,
na nacin koji je prethodno opisan. Posle inkubacije u trajanju od 20min/+20°C,
uzorci su ispirani dodavanjem 2ml fosfatnog pufera (CellWASH, Becton
Dickinson, SAD) i centrifugirani na 1500 rpm/5min. Supernatant je odlivan, a na
talog Celija je dodavano 100ul komercijalnog reagensa A (FIX&PERM, reagens
A, Invitrogen, Austrija). Nakon inkubacije od 15min/+20°C, Celije su ispirane sa

2ml rastvora za ispiranje (0.1% NaNs/ 5% FCS/PBS, pH 7.2), centrifugiranjem
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na 1500 rpm/5min. Supernatant je odlivan, a na talog ¢elija je dodavano po
100ul komercijalnog reagensa B (FIX&PERM, reagens B, Invitrogen, Austrija), a
zatim su sipana MoAt specificna za intracelularne leukocitne Ag prema
odredenom panelu. Nakon inkubacije od 30min/+20°C, uzorci su ispirani
fosfatnim puferom (CellWASH, Becton Dickinson, SAD), centrifugiranjem na
1500 rpm/5min. Supernatant je odlivan, talog Celija resuspendovan u 0.5ml
fosfatnog pufera (CellWASH, Becton Dickinson, SAD), i uzorci mereni i
analizirani na proto¢nom citofluorimetru. Ukoliko je merenje bilo odloZeno (do

24h), fiksirani uzorci su ¢uvani na +4°C.

3.3. Multiparametarska protocna citofluorimetrija

MPC je specifi¢na analiticka metoda koja omogucava analizu populacija i
subpopulacija ¢elija bioloskih uzoraka koji su u formi ¢elijskih suspenzija, i to na
osnovu njihovih imunoloski definisanih karakteristika (ekspresija kombinacija
hLDM) (CLSI, H43-A2, 2007; H42-A2, 2007). MPC omogucava istovremeno
ispitivanje vise celijskih svojstava, ukljucujuci dve fizicke karakteristike, ¢elijsku
veli€inu i citoplazmatsku ¢elijsku granulaciju u kombinaciji sa ekspresijom vise
plazmamembranskih i/ili intracelularnih leukocitnih molekula, koja se
detektuju na osnovu emisije molekula fluorescentnih boja vezanih za kompleks
MoAt-leukocitni molekul. PCM je visoko senzitivna i efikasna metoda koja
omogucava detekciju retkih populacija cCelija ispitivanog uzorka putem analize
velikog broja Celija (do 1x10¢) u kratkom vremenskom periodu (Orfao i sar,
2006). Senzitivnost ove metode se ogleda i u mogucnosti detektovanja
fluorescentnih signala niskog intenziteta, koji odraZavaju niske nivoe ekspresije
hLDM na ¢elijama. PCM je objektivna metoda s obzirom da se registrovanje
fluorescentnih signala koji poti¢u sa ispitivanih celija uzorka, vrsi visoko
osetljivom aparaturom sastavljenom od detektora i amplifikatora (FACSCalibur

System User’s Guide, BD Biosciences, 1996).
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3.3.1. Princip rada protocnog citofluorimetra

Obrasci ekspresije hLDM na populaciji leukemijskih ¢elija analizirani su
metodom MPC (BD FACSCalibur 4CS, Becton Dickinson Biosciences, SAD),
primenom softvera za merenje i analizu podataka (CellQuest Pro Software 4.0.2,
BD Biosciences, SAD). Protoc¢ni citofluorimetar BD FACSCalibur je svakodnevno
kalibrisan pre zapocinjanja rada sa uzorcima, primenom seta komercijalnih
kalibracionih kuglica (CaliBRITE two-color kit, CaliBRITE PerCP Beads,
CaliBRITE APC Beads; Becton Dickinson Biosciences, SAD) i standardnog
softvera za kalibraciju (FACSComp Software 4.2, BD Biosciences, SAD).
Optimizacija kalibracije proto¢nog citofluorimetra je obavljana na mesetnom
nivou, primenom specificne procedure obeleZavanja kontrolnog zdravog uzorka
periferne krvi, u cilju fine optimizacije svih ispitivanih fizi¢kih i fluorescentnih

parametara.

Proto¢ni citofluorimetar je sloZzen aparat pomocu koga je moguce
istovremeno analizirati nekoliko celijskih karakteristika, ukljucujuci relativnu
¢elijsku veli¢inu (engl. forward light scatter, FSC) i relativnhu Ccelijsku
citoplazmatsku granulaciju (engl side light scatter, SSC), kao meru
unutarcelijske sloZenosti, kao i nekoliko fluorescentnih parametara (FL1, FL2,
FL3, FL4). Fluorescentni parametri predstavljaju detektovane fluorescentne
signale, koje emituju molekuli fluorohroma konjugovani sa MoAt, koja su se
vezala za specificne determinante hLDM na leukemijskim ¢elijama. Sistem za
analizu uzoraka se sastoji od proto¢nog citofluorimetra i njemu pridruZenog
kompjutera na kome se ¢uvaju i analiziraju podaci primenom razli¢itih softvera
(Slika 3.). Protocni citofluorimetar se sastoji od nekoliko funkcionalnih delova:
sistema za prenos fluida, plavog lasera (Spectra Physics 163-A1202, 488 nm),
crvenog lasera (Coherent Red Diode, ~635 nm), optickog i elektronskog sistema

(FACSCalibur System User’s Guide, BD Biosciences, 1996).
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Slika 3. Protocni citofluorimetar i kompjuter - sistem za merenje i
analizu podataka (FACSCalibur 4CS, BD Biosciences, SAD)

Sistem za prenos fluida omogucava sprovodenje ¢elija suspenzije u nizu,
jedna po jedna, kroz posebnu komoricu u aparatu (engl flow cell), gde se
susrecu sa snopom laserske svetlosti plavog i crvenog lasera (FACSCalibur

System User’s Guide, BD Biosciences, 1996).

Opticki i elektronski sistem (Shema 12.) omogucavaju istovremeno
prikupljanje nekoliko razli¢itih parametara koji karakterisu Celije. Pri prolasku
svake pojedinacne celije kroz komoricu, laserska svetlost plavog lasera se odbija
pod razli¢itim uglovima od Celije i njenih intracelularnih struktura, generisuci
tako njene fizicke parametre FSC i SSC, ili sa druge strane ekscitira molekule
fluorohroma, vezanih za kompleks MoAt-leukocitni molekul, koje apsorbuju i
reemituju svetlost generiSu¢i fluorescentne (FL) signale: FL1, FL2 i FL3
(FACSCalibur System User’s Guide, BD Biosciences, 1996). Deo svetlosti koju
emituje plavi laser, koja se reflektuje od ¢elija uzorka pod malim uglom (1-199),
odslikava relativnu veli¢inu celija i prikuplja se pomoc¢u diode, generisuéi FSC
signal. Drugi deo emitovane svetlosti plavog lasera, koja se od ¢elija odbija pod
uglom od 909, prikuplja se pomocu sociva, fokusira na seriju optickih ogledala i
filtera i Salje do specificnih detektora u kojima se generiSu SSC signal i
fluorescetni signali. Svetlost odbijena od celija pod uglom od 90° se spektralno

deli pomocu dihroi¢nih ogledala i filtera.
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Shema 12. Opticki sistem protocnog citofluorimetra FACSCalibur
(www.bdbiosciences.com/instrments/facscalibur/features/index.jsp)

Prvo ogledalo (560 SP-Short Pass) susrefe emitovanu Zutozelenu
svetlost Ciji jedan deo propusta, a jedan deo reflektuje kao svetlost vece talasne
duZine. PropuStena svetlost odlazi do FL1 detektora tipa PMT (engl
Photomultiplier Tube) gde nastaje FL1 signal. Drugi deo propustene svetlosti
(10%) se Salje na slede¢i PMT detektor obezbedujuéi nastanak SSC signala.
Reflektovana svetlost vece talasne duZine se vraca do drugog ogledala (640 LP-
Long Pass), koje jedan deo te svetlosti propusta kao crvenu svetlost do FL3 PMT
detektora gde nastaje FL3 signal, a drugi deo reflektuje kao Zuto-narandzastu

svetlost do FL2 PMT detektora gde nastaje FL2 signal (FACSCalibur System
User’s Guide, BD Biosciences, 1996).

Emisija plavog lasera (svetlost talasne duzine 488 nm) ekscitira
fluorohrome FITC, PE i PerCP, dok emisija crvenog lasera (svetlost talasne

duzine ~635 nm) ekscitira fluorohromu APC.

Generisani opticki signali se putem elektronskog sistema konvertuju u
elektronske signale a zatim u digitalne vrednosti koje se Salju u kompjuter.
Opticki signal FSC se detektuje i konvertuje u proporcionalne elekronske signale

pomocu fotodiode. SSC i fluorescentni opticki signali se detektuju i konvertuju u
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proporcionalne elektronske signale pomocu specificnih detektora tipa PMT. U
cilju optimalne detekcije, svi generisani signali se mogu proporcionalno
amplifikovati tj. optimizovati, podeSavanjem nivoa voltaZe njihovih specifi¢nih
detektora. Signali se zatim obraduju u linearnim i logaritamskim
amplifikatorima. Linearna amplifikacija, kojom se signali mogu amplifikovati
1.00 do 9.99 puta, se koristi prilikom analize signala malog opsega vrednosti
(FCS i SSC). Logaritamska amplifikacija se koristi za analizu signala Cciji
intenzitet vrednosti varira u Sirokom opsegu kakav je slucaj kod FL signala

(FACSCalibur System User’s Guide, BD Biosciences, 1996).

3.3.2. Merenje i analiza uzoraka metodom MPC

Analiza podataka, dobijenih metodom MPC, predstavlja skup procedura
koje se koriste da bi se definisao imunoloski fenotip ispitivanih celija uzorka.
Primenom odgovaraju¢ih softvera, podaci se graficki prikazuju i statisticki
obraduju (FACSCalibur System User’s Guide, BD Biosciences, 1996). Finalni
rezultat analize obrasca ekspresije svakog hLDM je brojcana vrednost, koja
predstavlja procenat analiziranih leukemijskih ¢celija koje eksprimiraju
ispitivani molekul. Interpretacija podataka dobijenih imunofenotipskom
analizom obezbeduje postavljanje dg AML wuz detaljnu imunoloSku

subklasifikaciju svakog pojedinacnog slucaja (Béné i sar., 2011).

Nativni uzorci ks/pk koji se analiziraju metodom MPC su veoma
heterogeni po svom Celijskom sastavu, i da bi se identifikovale i analizirale Celije
od interesa, neophodno je primeniti poseban analitic¢ki pristup, koji se zasniva
na selekcionisanju odnosno gejtiranju (engl. gating) populacije od interesa
(H43-A2, 2007; H42-A2, 2007). Celije selekconisane na osnovu kombinacije
njihovih fizickih i imunofenotipskih karakteristika, definiSu optimalnu “gejting”
strategiju koja ¢e biti primenjena u cilju njihove identifikacije (Slika 4.). U
slucaju leukemijskih celija bolesnika sa AML optimalna “gejting” strategija
predstavlja kombinaciju relativne veliCine i granulacije ¢elija (FSC/SSC gejting),

u kombinaciji sa obrascem ekspresije leukocitnog molekula CD45 i stepena
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¢elijske granulacije (CD45/SSC gejting) (Borowitz i sar., 1993; Lacombe i sar.,,
1997). Ovo je visoko senzitivan analiticki pristup za identifikaciju populacija
leukemijskih ¢elija AML i njihovu diferencijaciju od populacija celija zdravog

hematopoeznog tkiva u ispitivanom uzorku.
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Slika 4 . Postupak selekcionisanja leukemijske populacije ¢elija kostne srzi bolesnika sa
AML, tokom merenja i analize MPCM, prikazan na dvo-parametarskim “dot plot”
histogramima: a) selekcija ¢elija uzorka od ¢elijskog otpada na osnovu relativne ¢elijske
veli¢ine (FSC) i granulacije (SSC); b) selekcija ukupnih nukleiranih ¢elija kostne srzi
(CD45+%) od nukleiranih ¢elija eritrocitne loze i zaostalih eritrocita (CD45-); c) selekcija
leukemijske populacije ¢elija na osnovu obrasca sniZene ekspresije molekula CD45
(CD45+medium) j srednjeg stepena Celijske granulacije (SSCmedium),

U ovom ispitivanju, populacija ¢elija od interesa su bile celije AML.
Prilikom merenja uzoraka prikupljano je po 10000 selekcionisanih leukemijskih
¢elija po svakoj kombinaciji iz panela. Populacija leukemijskih Ccelija je
selekcionisana na osnovu protokola kojim je prvo iskljucivan ¢elijski otpad na
osnovu FSC/SSC karakteristika celija uzorka, a zatim je selekcionisana
populacija ukupnih nukleiranih celija uzorka i medu njima populacija

leukemijskih ¢elija na osnovu CD45/SSC karakteristika.

U populaciji selekcionisanih leukemijskih ¢elija, analizirani su
fluorescentni signali (FL1, FL2 i FL4) koji poti¢u od molekula fluorescentnih
boja konjugovanih sa MoAt, pri ¢emu je leukocitni molekul CD45 uvek bio
obeleZen fluorohromom PerCP (FL3 signal). Emitovani FL signali definisani su
kao parametri: FL1 (FITC emisija), FL2 (PE emisija), FL3 (PerCP emisija) i FL4
(APC emisija), i izrazavani na logaritamskoj (log) skali u vidu

jednoparametarskih ili dvoparametarskih histograma fluorescencije.
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Dvoparametarski histogram fluorescencije omogucava istovremenu
analizu ekspresije dva hLDM na populaciji leukemijskih celija. Na osnovu
pozicije fluorescentne emisije na log skali intenziteta, koja poti¢e sa
leukemijskih celija obeleZenih odgovaraju¢im izotipskim kontrolama za svaki
ispitivani leukocitni molekul, dvoparametarski histogram se deli na Cetiri
kvadranta primenom dva kurzora postavljena pod uglom od 90°: donji levi (I),
donji desni (II), gornji levi (III) i gornji desni (IV) (Slika 5.). Fluorescentni signali
koji poticu od celija obeleZenih izotipskom kontrolom, uvek mapiraju u I
kvadrantu i predstavljaju meru nespecificnog vezivanja, odnosno nespecificne
fluorescentne emisije. U II i IIl kvadrantu mapiraju celije ispitivane populacije
koje eksprimiraju samo po jedan hLDM, odnosno obeleZene su samo jednim
MoAt ciju fluorescentnu emisiju detektujemo. U IV kvadrantu mapiraju Celije
koje istovremeno na svojim strukturama eksprimiraju tj. koekspimiraju oba
ispitivana leukocitna molekula (obeleZene su sa dva MoAt za koja su vezane
razliCite fluorescentne boje). Prilikom analize, na osnovu uzorka izotipske
kontrole kurzori su postavljani tako da je nivo specificne fluorescencije u

kvadrantima II, III i IV bio maksimalno 1%.
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Slika 5. Dvoparametarski histogram fluorescencije koji prikazuje relativne nivoe
fluorescencije sa populacije leukemijskih ¢elija uzorka bolesnika sa dg AML, obeleZenog
izotipskim kontrolama mslgG1-PE/mslgG1-APC i kombinacijom CD117-PE/CD33-APC.
Kvadrant I: CD117-CD33-¢elije; kvadrant II: CD117+CD33- ¢elije; kvadrant Il1I: CD117-
CD33+ ¢elije; kvadrant IV: CD117+CD33+ ¢elije.
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Ekspresija hLDM na selekcionisanoj populaciji ¢elija uzorka je izraZavana
kao procenat Celija obelezenih MoAt u populaciji gejtiranih leukemijskih ¢elija
(opseg, 1% - 100%). Populacija leukemijskih ¢elija je definisana kao pozitivna za
ispitivani hLDM, ukoliko je 220% celija eksprimiralo plazmamembranski,

odnosno 210% intracelularni molekul (EGIL, 1995; Bain i sar., 2002).

Obrazac ekspresije hLDM na leukemijskim/zdravim ¢éelijama predstavlja
meru apsolutnog broja molekula eksprimiranih na plazmamembrani ili
intacelularnim strukturama svake pojedinacne celije, kao i distribucije tog
molekula na razli¢itim ¢elijama leukemijske/zdrave populacije (Terstappen i

sar., 1991; van Lochem i sar., 2004; Wood i sar., 2007).
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Slika 6. Primeri razli¢itih obrazaca ekspresije membranskog CD33 Ag na leukemijskim
¢elijama bolesnika sa AML. a) Nizak nivo ekspresije CD33 Ag (CD33!w); b) Srednji nivo
ekspresije CD33 Ag (CD33medium); ¢} Visok nivo ekspresije CD33 Ag (CD33high); d)
Heterogena ekspresija CD33 Ag (CD33hetero)

Obrazac ekspresije hLDM je procenjivan na osnovu relativne pozicije
zapisa fluorescentnog signala na log skali jednoparametarskog histograma
(Slika 6.). Obrazac niskog nivoa ekspresije hLDM (Aglov), definisan je u slucaju
kada je zapis FL signala mapirao na log skali u opsegu 1009-102. Obrazac srednjeg
nivoa ekspresije (Agmed), definisan je kada je zapis FL signala mapirao na log
skali na poziciji 101-103. Obrazac visokog nivoa ekspresije (Aghigh) je definisan
kada je zapis FL signala mapirao na log skali u opsegu 102-10%, pri ¢emu je
obrazac izrazito visoke ekspresije hLDM definisan (AgbPrisht) kada je zapis FL
signala mapirao na log skali na poziciji 103-104. Ukoliko je zapis FL signala bio sa
malim varijacijama u intenzitetu ekspresije na log skali za dati molekul (1 log

dekada), obrazac ekspresije je bio definisan kao homogen (Aghome), dok je u
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slu¢aju vec¢ih varijacija u nivou ekspresije (3 log dekade i viSe) obrazac
ekspresije hLDM definisan je kao heterogen (Aghetero). U slucaju kada je antigen
bio eksprimiran samo na subpopulaciji leukemijskih ¢elija, obrazac ekspresije je

definisan kao parcijalna ekspresija (Agpr+).

Ulestalosti obrazaca ekspresije ispitivanih hLDM na populaciji
leukemijskih ¢elija u razli¢itim grupama bolesnika sa dg AML, izraZzavane su kao
procenat bolesnika Cije leukemijske celije eksprimiraju hLDM prema
odredenom obrascu, u odnosu na ukupan broj bolesnika koji su definisani kao

pozitivni za ispitivani hLDM.

Osim populacija leukemijskih blasta u ispitivanim uzorcima ks bolesnika
sa AML su analizirane i ostale populacije celija, inace prisutne u ks zdravih
osoba u fizioloSkim uslovima (Tabela 14.). Relativna vrednost ovih rezidualnih
populacija cCelija je izrazavana kao procenat nukleiranih celija izpitivanog

uzorka (% NC).

Tabela 14. Imunofenotipske i SSC karakteristike celija (prema van Lochem i sar.,
2004; Maeckerisar., 2012)

Populacija celija

Imunofenotipske/SSC karakteristike

Hematopoezni progenitori
Hematopoezni progenitori
Mijeloidni progenitori

B-celijski prekursori - Hematogoni I/11
B-¢elijski prekursori - Hematogoni I
Limfociti

B-limfociti

T-limfociti

CD4+ T-limfociti

NKT-limfociti

NK-limfociti

CD34+CD45+low-med /SS(Clow-med
CD117+CD45*low-med /SS(Clow-med
HLA-DR+CD34+CD117+/SSClow-med
CD34+/-CD19+CD10+CD45!ew-med /FSClowSSClow
CD34+CD19+CD10*CD45!ow /FSClowSS(Clow
CD45bright /FSClowSSClow
CD19+CD45bright/FSClowSS(Clow

CD3+CD45bright /FSClowSS Clow
CD4+CD3+CD45bright /FSClowSSClow
CD3+CD56+CD45bright/FSClowSSClow

CD3-CD56+*CD45bright /FSClowSSClow
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Monocitni prekursori CD64+highCD4 5high /SSCmed

Promonocit CD64+highCD14-CD45high /SSCmed
Monocit CD64+highCD14+highCD4 5high /SSCmed
Granulocitni prekursori CD4 5medium /S§Cmed-high

Promijelocit CD66b-CD16-CD10-CD45med /SSCmed-high
Mijelocit CD66b*CD16-CD10-CD45med /SSCmed-high
Metamijelocit CD66b*CD16+*CD10-CD45med /SSCmed-high
Neutrofil CD66b*CD16+*CD10+CD45med /SSCmed-high
Eozinofili CD4 5bright /S§Cmed-high /FSClow
Eritrocitni prekursori CD36*CD41aCD45-/SSClow

3.3.3. Kriterijumi za definisanje imunofenotipskih profila

specificnih za leukemijske celije AML

Leukemijske celije bolesnika sa AML ispoljavaju samo relativnu analogiju
sa ranim stupnjevima diferencijacije tokom ontogeneze mijeloidne
hematopoezne loze u ekspresiji hLDM (Terstappen i sar.,, 1991; Olaru i sar.,,
2008; Béné i Kaeda, 2009). Leukemijske celije vecCine bolesnika sa AML na dg
bolesti ispoljavaju razliCite tipove aberacija u ekspresiji hLDM: koekspresija dva
molekula koji tokom normalne diferencijacije celija mijeloidne loze nisu
koeksprimirani (maturaciona asinhronija u ekspresiji hLDM); ektopicna
ekspresija hLDM drugih hematopoeznih loza (ekspresija molekula T- i/ili B-
limfoidne loze) na leukemijskim mijelo/monoblastima ili zrelijim prekursorima
mijelo/monocitne loze. Osim toga, na leukemijskim c¢elijama AML, obrasci
ekspresije hLDM mogu biti izmenjeni u odnosu na fizioloske obrasce ekspresije
istih molekula tokom diferencijacije, Sto uklju¢uje prekomernu (engl. over)
ekspresiju, sniZenu ekspresiju ili potpuno odsustvo ekspresije hLDM.
Izmenjen obrazac ekspresije hLDM je definisan za svaki ispitivan molekul, kao

odstupanje pozicije FL zapisa na log skali relativnog intenziteta za > 0.5
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vrednosti log skale u odnosu na poziciju istog u fiziolosSkim uslovima (Wells i
sar.,, 2003; van de Loosdrecht i sar., 2009). Koriste¢i literaturne podatke o
ekspresiji hLDM tokom normalne ontogeneze Ccelija mijeloidne loze (van
Lochem i sar., 2004; Olaru i sar., 2008; Arnoulet I sar., 2010), kao i podatke
dobijene analizom zdravih kontrolnih uzoraka ks i pk tokom ovog ispitivanja,
utvrdena su odstupanja u ekspresiji izabrane grupe hLDM na populaciji
leukemijskih blasta i populacijama mijelo/monocitnih prekursora ks u nasoj
grupi bolesnika sa AML na dg bolesti (Wells i sar., 2003; van de Loosdrecht i
sar, 2009). Na osnovu utvrdenih odstupanja u ekspresiji hLDM tzv.
imunofenotipskih aberacija u ekspresiji hLDM, definisane su LSIF karakterstike
(Olaru i sar., 2008), koje su koriS¢ene za pracenje prisustva MRB kod bolesnika

tokom lecenja (Al-Mawali i sar, 2009; Béné i Kaeda, 2009).

3.3.4. Imunoloska Kklasifikacija bolesnika sa AML

Imunoloska klasifikacija bolesnika sa AML vrSena je na osnovu EGIL
kriterijuma Evropske mreZe za leukemije (engl. European LeukemiaNet, ELN)
(Béné i sar., 1995; Béné i sar.,, 2011), koja je integrisana u klasifikaciju AML koju
je predlozila SZO (Swerdlow i sar., 2008).

Primenom standardnog panela MoAt definisan je imunofenotipski profil
AML svakog ispitivanog bolesnika, Sto je dalje omogucavalo imunoloSku
klasifikaciju AML (Tabela 2.). ImunoloSki suptip AML je definisan na osnovu
ekspresije kombinacije hLDM mijelomonocitne loze na populaciji blasta
odnosno leukemijskih prekursora granulocitne i/ili monocitne loze: cMPO,
cLizozim, CD117, CD13, CD33, CD64, CD36, CD14, CD163,CD11a, CD11b, CD11c,
CD15, CD66b, CD16, CD10, cLaktoferin, CD123, CD135, CD41a, CD42b, CD61,
CD71 i CD235a. Ekspresija diferencijacionih i linijski nespecificnih antigena,
CD34, CD38, HLA-DR, CD135 i (CD123, definisala je fenotip mladih tj.

nediferenciranih ¢elija limfo-hematopoeznog sistema.
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3.4. Citogenetsko ispitivanje

Citogenetsko ispitivanje je sprovedeno na uzorcima ks 98,3% (289/294)
bolesnika sa AML, ukljuCenih u retrospektivno ispitivanje. Analiza nije bila
uspeSna, zbog odsustva cCelija u mitozi, kod 2,8% (8/289) bolesnika.
Citogenetsko ispitivanje je sprovedeno na dijagnozi bolesti kod svih 26

bolesnika ukljucenih u prospektivno ispitivanje MRB primenom MPC.

KoriS¢ene su nestimulisane celije aspirata ks, uz primenu direktne
preparacije i/ili nakon kratkotrajne (24-48h) nestimulisane celijske kulture.
Primenom tehnike HG-traka (Novak i sar., 1994), koja se razlikuje od
konvencionalne GTG-tehnike po istovremenoj primeni tripsina i kolcemida u
hipotonic¢noj fazi Celijske preparacije, dobijani su hromozomi za dalju analizu.
Pripremljeni preparati su bojeni 2% rastvorom boje Giemsa u fosfatnom puferu
(0,9% KH2PO4 i 1,2% Na2HPO4, pH6,8), a zatim su analizirani na svetlosnom
mikroskopu (Opton-Axiophot, ZEISS, Nemacka). Provera natalnog kariotipa
bolesnika je vrSena stimulacijom limfocita periferne krvi mitogenom
fitohemaglutininom. Preparacija je radena nakon 72-¢asovnog kultivisanja Celija

u optimalnim uslovima.

Citogenetska analiza je obavljena na deset pregledanih celija u metafazi,
u slu¢aju normalnog, ili na dvadeset mitoza, u slu¢aju aberantnog kariotipa.
Izabrane mitoze su fotografisane a kod bolesnika sa hromozomskim

aberacijama je i fotodokumentovan kariogram.

Opisivanje kariotipa i definisanje hromozomskih aberacija, sprovodeno
je prema preporukama Medunarodnog sistema nomenklature u humanoj
citogenetici ISCN (engl. An International System for Human Cytogenetic
Nomenclature) (Shaffer i sar., 2009). Prema ISCN preporukama, patoloski klon
je definisan nalazom najmanje dve metafaze sa istom strukturnom aberacijom
ili trizomijom istog hromozoma, ili nalazom bar tri metafaze sa monozomijom
istog hromozoma. Kao marker (mar) je podrazumevan strukturno izmenjen
hromozom ¢iji se raspored traka ne moZe prepoznati, dok je derivat (der)

definisan kao hromatinski prepoznatljiv hromozom, ali sa nepoznatim
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strukturnim rearanZzmanom. Citogenetska klasifikacija AML na posebne entitete,
definisane prisustvom specificne geneticke aberacije, izvrSena je na osnovu

kriterijuma SZO (Swerdlow i sar., 2008).

3.5. Molekularno - genetska ispitivanja

Molekularno-genetska ispitivanja su sprovedena na dg bolesti na
selekcionisanoj grupi bolesnika sa AML-NK, uklju¢enih u retrospektivno
ispitivanje. Ispitivano je prisustvo mutacija u genima: NPM1 (177/294, 60,2%),
FLT3 (197/294, 67%), 1 CEBPA (60/294, 20,4%).

Kod 9/26 bolesnika sa dg AML-NK, koji su bili ukljuc¢eni u prospektivni
deo ispitivanja, takode je sprovedeno ispitivanje na prisustvo mutacija u NPM1 i
FLT3 genima na dg bolesti. Za sve vrste molekularno-genetskih ispitivanja
koriS¢eni su uzorci aspirata ks, uzeti na 0.38% Na-citratu kao antikoagulansu. U
slucaju retrospektivne analize mutacije u FLT3 genu, izolacija DNK je radena sa

plocica razmaza ks.

3.5.1. Izolacija mononuklearnih ¢elija uzorka

Mononuklearne celije ks su izolovane metodom centrifugiranja na
diskontinuiranom separacionom gradijentu (Boyum, 1968). Na dno sterilne
epruvete, zapremine 10 ml, sipano je 3 ml Ficoll-Plaque PLUS (1.077 g/ml, GE
Healthcare), a zatim je na ovaj gradijent naneto 4 ml razblaZenog uzorka (1:1,
uzorak:fizioloski rastvor). Uzorci su potom centrifugirani na 1500 g/25 min na
sobnoj temperaturi, u klinickoj centrifugi, bez kocenja. Nakon centrifugiranja,
pipetom je prebacena interfaza (engl ,buffy coat“) koja je sastavljena od
mononuklearnih ¢elija u novu sterilnu epruvetu a Celije su potom isprane dva
puta u PBS-u. Nakon svakog ispiranja Celije su centrifugirane na 1500 g/15 min

a zatim je talog-Celija resuspendovan u PBS-u.
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3.5.2. Izolacija DNK iz mononuklearnih ¢elija uzorka

Za izolaciju DNK iz mononuklearnih celija (kostna srz / periferna krv)
koriS¢en je QlAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Germany). Na dno tube je
sipano 20 pl proteinaze K (20 mg/ml), dodato je 200 pl uzorka, 200 pl pufera AL
i promesSano je na automatskoj mesalici. Uzorak je inkubirana u vodenom
kupatilu 10 min/56°C, pa je dodato 200 pl 96-100% etanola uz meSanje na
automatskoj meSalici. Ovako pripremljen uzorak je nanet na QlAamp Mini spin
kolonicu i centrifugiran je na 8000 rpm/1 min. Kolonica je isprana sa 500 pl
pufera AW1 i centrifugirana na 8000 rpm/1 min. Kolonica je zatim isprana sa
500 pl pufera AW2 i centrifugirana na 13000 rpm/3 min. Kolonica je zatim
prebacena u cistu epruvetu u koju je dodato 200 pl pufera AE i centrifugirana je

na 8000 rpm/1 min.

3.5.3. Reakcija lan¢anog umnozavanja DNK

Reakcija lan¢anog umnoZavanja DNK (PCR) je in vitro amplifikacija
definisane DNK sekvence i predstavlja imitaciju procesa DNK replikacije (Oste,
1988). Reakcija koristi dva oligonukleotida, komplementarna krajevima
sekvence koja se umnoZava (prajmeri), koji su medusobno suprotno orijentisani
i dugacki 15-20 nukleotida. Sinteza DNK katalizovana je termostabilnom DNK
polimerazom. Ponavljanje ciklusa, od kojih se svaki sastoji od denaturacije DNK,
hibridizacije prajmera (aniling) i ekstenzije hibridizovanih prajmera od strane
termostabilne DNK polimeraze kao rezultat ima eksponencijalnu amplifikaciju
specificnog DNK fragmenta. Krajevi amplifikovanog fragmenta su definisani 5’
krajevima prajmera a njihova veli¢ina odredena je rastojanjem izmedu sekvenci
koje prajmeri prepoznaju. PCR reakciona smeSa mora sadrzati komponente
potrebne za in vitro sintezu DNK: matrica (DNK koja se kopira), prajmere
(oligonukleotidi komplementarni krajevima sekvence koja se kopira),
nukleotide (gradivni elementi DNK), Taq polimerazu (termostabilna DNK

polimeraza koja katalizuje ugradnju nukleotida po principu komplementarnosti
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sa matricom), jone magnezijuma i pufer (neophodni za optimalni rad Taq

polimeraze).

PCR-RFLP (engl. Polimerase chain reaction - Restriction fragment length
polymorphism“) je metoda koja se koristi za direktnu detekciju mutacije koja
menja, kreira novo ili ukida postoje¢e mesto prepoznavanja nekog restrikcionog

enzima.

3.5.4. Detekcija mutacija u NPM1 genu

Reakciona smeSa zapremine 50 pl, sastojala se od sledecih elemenata:
100 - 300 ng DNK, 1x PCR pufer, 1x Q-solution, dNTP (0,3 mM finalno), MgCl2
(2,25 mM finalno), prajmeri NPM1-F i NPM1-R (Tabela) (500 mM finalno) i 2U
HotStarTag®DNA Polimerase (Qiagen, Nemacka) (Falini i sar, 2005).
Temperaturni profil PCR reakcije: a) 15 min/95°C - akctivacija HotStarTaq
polimeraze, b) 35 ciklusa (1 min/95°C - denaturacija - 1 min/60°C - aniling -

2 min/72°C - elongacija), c) 10 min/72°C - finalna elongacija.

Nakon PCR amplifikacije izvrSeno je preciS¢avanje na koloni (QIAquick
PCR Purification kit, Qiagen) prema uputstvu proizvodaca. Nakon toga je

izvrSena reakcija sekvenciranja upotrebom NPM1_1112R prajmera (Tabela 15.).

Tabela 15. Setovi prajmera za detekciju mutacija u NPM1 genu

Prajmer sekvenca (5’-3")

NPM1-F TTA ACT CTC TGG TGG TAG AAT GAA
NPM1-R CAA GACTATTTG CCATTC CTA AC
NPM1-1112R CCT GGA CAA CAT TTA TCA AAC ACG GTA
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3.5.5. Detekcija mutacija u CEBPA genu metodom analize duZine

fragmenata

Analiza duZine fragmenta (engl. Fragment lenght analysis) je metoda
koja se oslanja na detekciju promene u duzini konkretne DNK sekvence cije
prisustvo oznacava postojanje mutacije. Procena veli¢ine DNK fragmenta se vrsi

relativnim uporedivanjem sa standardima, DNK markerima, poznate duZine.

Cetiri para prajmera su koris¢ena za amplifikaciju celokupnog
kodirajuceg regiona CEBPA gena (Benthaus, 2008). ,Forward” prajmeri su bili

obeleZeni fluorescentnom bojom i to sa dve razlicite boje, FAM i VIC (Tabela 16).

Tabela 16. Setovi prajmera za detekciju mutacija u CEBPA genu

Prajmer sekvenca (5°-3")

1F-FAM FAM-5"-GGCGAGCAGGGTCTCCGGGT-3’

1R 5-TGTGCTGGAACAGGTCGGCCA-3’

2F-VIC VIC-5-GCTGGGCGGCATCTGCGA-3’

2R 5’-CCCCGACGCGCTCGTACAGG-3’

3F-FAM FAM-5"-CCGGCTACCTGGACGGCAGG-3’

3R 5’-CGTTGCTGTTCTTGTCCACCGACTTCTT-3’
4F-VIC VIC-5’-CTCGGTGCCGCCGGCCT-3’

4R 5’-AACCACTCCCTGGGTCCCCGC-3’

Pustane su dve multipleks reakcije A i B. Multipleks PCR A se sastojala od
prajmera 1F-FAM, 1R, 2F-VIC i 2R, dok je multipleks PCR B sadZavao prajmere
3F-FAM, 3R, 4F-VIC i 4R. Reakciona smesa multipleks PCR reakcije A zapremine
25 pl, sastojala se od slede¢ih elemenata; 50 ng cDNK, 1x PCR pufer, 1x Q-
solution, dNTP (0,4 mM finalno), prajmeri 1F-FAM i 1-R (200 mM finalno), 2F-
VIC i 2-R (800 mM)i 2U HotStarTag®DNA Polimerase (Qiagen, Nemacka).
Reakciona smeSa multipleks PCR reakcije B zapremine 25 pl, sastojala se od
slede¢ih elemenata; 50 ng cDNK, 1x PCR pufer, 1x Q-solution, dNTP (0,4 mM
finalno), prajmeri 3F-FAM i 3-R (800 mM finalno), 4F-VIC i 4-R (200 mM)i 2U
HotStarTag® DNA Polimerase (Qiagen, Nemacka). Temperaturni profil
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multipleks PCR reakcije: a) 15 min/95°C - akctivacija HotStarTaq polimeraze, b)
36 ciklusa (1 min/95°C - denaturacija - 2 min/70°C - aniling - 3 min/70°C -

elongacija), c¢) 10 min/72°C - finalna elongacija.

Nakon PCR reakcije produkti su razblaZeni i pomeSani sa 0.25 pl
standardnog markera (GeneScan™ 500 LIZ™ dye Size Standard, Applied
Biosystems) i Hi-Di formamidom. Celokupna koli¢ina je nanoSena u bunari¢ na

mikrotitarskoj ploci.

Produkt multipleks PCR reakcije je analiziran kapilarnom
elektroforezom na automatskom sekvenceru (3130 Genetic Analyzer, Applied
Biosystems). DuZina multiplex PCR produkta je odredivana poredenjem sa
markerom, uz pomo¢ programa Gene Mapper v.4.0 [http://www.applied

biosystems.com].

Sekvenciranje DNK je radeno BigDye™ Terminators Version 3.1 Ready
Reaction Kit-om (Applied Biosystems), kapilarnom elektroforezom na
automatskom sekvenceru (3130 Genetic Analyzer, Applied Biosystems). Ovaj kit
omogucava sekvenciranje u PCR reakciji u kojoj se pored deoksinukleotida
koriste i 2’,3’-dideoksinukleotidi (Sanger F, 1977). DNK polimeraza kopira jedan
lanac DNK matrice ugradujuci nukleotide na 3’ kraj prajmera sve dok u rastuci
lanac ne ugradi neki od dideoksinukleotida. Dideoksinukleotidi nemaju OH-
grupu na 3’ poziciji zbog cega nemaju sposobnost vezivanja sledeceg
nukleotida, pa njihovom ugradnjom dolazi do terminacije polimerizacije.
Reakcije se rade sa samo jednim prajmerom (asimetri¢ni PCR) tako da se dobija
serija fragmenata razli¢itih duzina koji se zavrSavaju dideoksinukleotidom.
Svaki od 4 dideoksinukleotida obeleZen je razli¢itom fluorescentnom bojom
¢ime je omogucena detekcija fragmenata u sekvenceru. Za razliku od kitova u
kojima su dideoksinukleotidi obeleZeni jednom istom fluorescentnom bojom,
ovaj kit omogucava da se sekvenciranje jednog uzorka radi u jednoj PCR reakciji
umesto u Cetiri odvojene. SmesSa za sekvenciranje, finalne zapremine 8 pl, sadrzi
slede¢e komponente: 3-20 ng preciS¢enog PCR produkta (za duZine 200-1000
bp); 3,2 pmol prajmera za sekvenciranje i 3 ul Ready Reaction Mix (Applied

76



METODE

Biosystems). Temperaturni profili PCR reakcije za sekvenciranje: a) 1 min/

96°C, b) 25 ciklusa (10 sec/96°C - 5 sec/50°C - 4 min/60°C), c) 4°C/ oo.

Posle zavrSene reakcije sekvenciranja uzorci su preciS¢avani Na-
acetatnom precipitacijom. U uzorke se doda 40 ul Na-acetata, promucka se i
centrifugira 20 min na 13000 rpm, posle Cega se supernatant uklanja. Talogu se
doda 200 pl 70% etanola i centrifugira 10 min na 13000 rpm, posle Cega se
supernatant uklanja. Ovaj korak se ponavlja jos jednom. Nakon drugog ispiranja
etanolom talog je neophodno u potpunosti osusiti. OsuSeni talog se rastvara u

25 ul HiDi i celokupna koli¢ina se nanosi na plejt za sekvenciranje.

3.5.6. Detekcija FLT3/ITD mutacije

Reakciona smeSa zapremine 30 ul, sastojala se od slede¢ih elemenata:
100 - 300 ng DNK, 1x PCR pufer, 1x Q-solution, dNTP (2 mM finalno), MgCl>
(2,75 mM finalno), prajmeri 14F i 15R (Tabela 17.) (350 mM finalno) i 2U
HotStarTaq®DNA Polimerase (Qiagen, Nemacka) (Kiyoi i sar., 1997).

Tabela 17. Sekvence prajmera za detekciju i sekvenciranje FLT3/ITD i
FLT3/D835 mutacija

Prajmer set FLT3/ITD sekvenca (5°-3")

14F GCA ATT TAG GTA TGA AAG CCA GC
15R CTT TCA GCATTT TGA CGG CAA CC
Prajmer set FLT3/D835

21F CCG CCA GGAACGTGCTTG

21R GCA GCC TCA CAT TGC CCC

Temperaturni profil PCR reakcije: a) 15 min/95°C - akctivacija HotStarTaq
polimeraze, b) 35 ciklusa (1 min/95°C - denaturacija, 1 min/60°C - aniling, 2
min/72°C - elongacija), c¢) 10 min/72°C - finalna elongacija.

Analiza dobijenih PCR produkata je vrSena elektroforezom na 4%
agaroznom gelu. Ocekivana duZina wt PCR pordukta je 325 bp. Postojanje

FLT3/ITD mutacije je praceno prisustvom dodatnog PCR produkta vece duZine.
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Kod FLT3/ITD pozitivnog nalaza, vrSeno je isecanje duzeg PCR produkta sa
agaroznog gela, a nakon preciS¢avanja je izvrSeno sekvenciranje upotrebom

prajmera koji su koriS¢eni za PCR apmlifikaciju.

3.5.7. Detekcija FLT3/D835 mutacije

Reakciona smeSa zapremine 30 pl, sastojala se od slede¢ih elemenata;
100 - 300 ng DNK, 1x PCR pufer, 1x Q-solution, dNTP (2 mM finalno), MgCl2
(2,75 mM finalno), prajmeri 21F i 21R (Tabela 17.) (350 mM finalno) i 2U
HotStarTaq® DNA Polimerase (Qiagen, Nemacka) (Yamamoto i sar., 2001).
Temperaturni profil PCR reakcije: a) 15 min/95°C - akctivacija HotStarTaq
polimeraze, b) 35 ciklusa (1 min/95°C - denaturacija - 1 min/58°C - aniling >

2 min/72°C - elongacija), c) 10 min/72°C - finalna elongacija.

Produkt PCR reakcije za FLT3/D835 je 114 bp. Detekcija mutacije se vrsi
digestijom ovako dobijenog PCR fragmenta restrikcionim enzimom EcoRV
(Fermentas). Prisustvo mutacije naruSava restrikciono mesto za ovaj enzim,
tako da ¢e se seCi samo nemutirani fragmenti. U sluaju digestije dobijamo
produkte duZina 68 bp i 46 bp. Smesa za digestiju sadrzi sledece komponente:
10 pl PCR produkta, 1 x pufer R, 20U EcoRV (Fermentas). Uslovi digestije su 12

sati na 37°C. Analiza fragmenata se vrsi na 8% poliakrilamidnom gelu.

3.5.8. Analiza DNK na agaroznom gelu

Analiza DNK je vrSena na horizontalnom agaroznom gelu odgovarajuce
koncentracije (2-4%), u zavisnosti od velicine molekula DNK koje treba
razdvojiti. U gelove je pre polimerizacije dodavan etidijum bromid (5pg/ml).
Elektroforeza je tekla u 1XTAE puferu (40mM Tris, 20 mM Na-acetat, 1mM
NazEDTA), pri voltazi od 4-7 V/cm. DNK je vizuelizovana osvetljavanjem gela UV

svetlom talasne duZine 266 nm. Trajni zapis rezultata dobija se fotografisanjem
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gela CCD kamerom integrisanom u sistem za automatsku digitalnu akviziciju
slike, BioDocAnalyze sistemom. Veli¢ina fragmenata DNK odreduje se pomocu

adekvatnih komercijalnih markera (Fermentas).

3.5.9. Analiza DNK na poliakrilamidnom gelu

Fragmenti DNK su razdvajani na nedenaturiSu¢em 8% poliakrilamidnom
gelu (Akrilamid: N,N-metilenbisakrilamid (29:1) (30% w/v), 100mM Tris,
83mM borna kiselina, 1mM EDTA pH 8; 0,1% (w/v) amonijumpersulfat, 0,01%
(v/v) TEMED). Elektroforeza je tekla pri naponu od 10 V/cm u 1xTBE puferu
(100mM Tris, 83 mM borna kiselina, 1ImM EDTA pH 8). Po zavrSetku

elektroforeze, gelovi su bojeni srebronitratom.

3.5.10. Bojenje poliakrilamidnih gelova srebronitratom

Vizuelizacija DNK na poliakrilamidnim gelovima vrSena je bojenjem
srebronitratom. Poliakrilamidni gelovi su, nakon elektroforeze, najpre fiksirani
30 minuta u rastvoru 10% etanola i 0,5% sir¢etne kiseline. Nakon toga, gelovi su
bojeni u 0,1% rastvoru srebronitrata 10 minuta. Visak srebra je uklanjan
ispiranjem najpre u bi-destilovanoj vodi, a zatim u razvijacu, koji je bio sledeceg
sastava: 1,5% natrijumhidroksid, 0,01% natrijumborhidrid i 0,048%
formaldehid. Gelovi su u razvijacu drzani 20 minuta. Fiksiranje dobijenih traka

vrSeno je potapanjem gelova u 0,75% rastvor natrijumbikarbonata.

3.6. Statisticke metode

Rezultati ispitivanja su obradeni metodama deskriptivne, parametrijske i
neparametrijske statistike, primenom statistickog paketa SPSS® 16.0. za
Windows (IBM, SAD, 2008.) i Statistica 13.1 (Dell Software, SAD, 2016).

Deskriptivna statistika je obuhvatala: aritmeti¢ku srednju vrednost, medijanu,
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standardnu devijaciju i koeficijent varijacije. Medusobna povezanost
analiziranih  klini¢kih, imunofenotipskih, citogenetskih, i molekularno-
genetskihh karakteristika procenjivana je primenom metoda parametrijske i
neparametrijske statistike u zavisnosti od tipa distribucije ispitivane
karakteristike (Kolmogorov-Smirnov test). Od metoda parametrijske analize
koriS¢ene su: Studentov t-test i analiza varijanse ANOVA. Od metoda
neparametrijske analize koriS¢eni su: Pearson x2-test, Fisher-ov test
egzaktnosti, Mann-Whitney U test, kao i neparametrijska analiza varijanse
(Kruskal-Wallis test). Za analizu trajanja KR i ukupnog prezivljavanja bolesnika
koriS¢ena je Kaplan-Meier-ova metoda, kao i log-rank test za poredenje medu
ispitivanim grupama. U svim analizama u kojima je nivo znacajnosti (p) bio <
0.05 odbacivana je nulta hipoteza, i rezultati su posmatrani kao statisticki
znacajni. Multivarijantna analiza za testiranje veza izmedu preZivljavanja i
ostalih karakteristika, ispitivana je Cox-ovim metodom proporcionalnih
hazarda. Za ispitivanje povezanosti medu testiranim parametrima, koriscen je

Spearman-ov rho test korelacija.
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IV REZULTATI

1. Klinicko-hematoloske karakteristike bolesnika
sa AML

Retrospektivno ispitivanje je sprovedeno na neselekcionisanom uzorku
od 294 odrasla bolesnika sa de novo AML. Osnovni demografski i klinicko-

hematoloski podaci bolesnika na dg bolesti su prikazani u Tabeli 18.

Medijana starosti bolesnika je iznosila 58 godina, pri ¢emu je u starijoj
Zivotnoj dobi (= 60 godina) bilo 42,5% (125/294) bolesnika. Zastupljenost

muskaraca je bila veca u odnosu na Zene (m/z, 1.32).

Medu parametrima pk koji ukazuju na defektnu hematopoezu,
analizirani su Tr i Hb. Prose¢na vrednost broja Tr u celoj grupi bolesnika je
iznosila 67,86 x 10°/1, uz visok stepen varijacija pojedinac¢nih vrednosti.
Ucestalost trombocitopenije je 90,5% (266/294). Prose¢na vrednost Hb je
iznosila 95,03 g/, a anemija je prisutna kod 91,5% (269/294) bolesnika.

Analizirano je i nekoliko parametara koji odrazavaju veliCinu
leukemijske populacije bolesnika sa AML na dg bolesti: Le, limfadenopatija,
hepatomegalija, splenomegalija, procenat blasta u pk i ks (Tabela 1). Naime,
prosecna vrednost Le u celoj grupi AML je iznosila 40,71 x10°/L (Me 14 x10°/L),
uz visok stepen varijacija pojedinacnih vrednosti. PoviSenu vrednost Le ima
53,7% (158/294) bolesnika, pri ¢emu visoke vrednosti Le (230x10°/1) ima
37,1% (109/294) a hiperleukocitozu (2100x10°/1) 12,9% (38/294) bolesnika.

Limfadenopatija je registrovana kod 12,2%, a hepatomegalija i/ili
splenomegalija kod 23,5% bolesnika. Prose¢na vrednost LDH u serumu je
iznosila 1551 U/], uz veoma visok raspon varijacija pojedinaCnih vrednosti.

PoviSenu vrednost LDH (>480 IU) ima 69,1% (134/194) bolesnika.
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Tabela 18. Demografske i klinicko-hematoloske karakteristike bolesnika

REZULTATI

sa AML na dg bolesti

Karakteristika vrednost
Pol f(%) n=294
muski 56,8 (167/294)
zenski 43,2 (127/294)
Starost n=294

x £ SD (god) 54,81+ 13,74
Me (opseg) 58 (19 - 84)
Leukociti n=294

X + SD (x10%/1) 40,71 + 58,77
Me (opseg) 14 (0,1-375,2)
Trombociti n=294

% + SD (x10°%/1) 67,86 + 62,47
Me (opseg) 48 (1-420)
Hemoglobin n=294

% +SD (g/1) 95,03 + 17,79
Me (opseg) 93 (46 - 169)
Blasti pk n=289

X % SD (% Le) 41,19 + 32,50
Me (opseg) 39 (0-98)
Blasti ks n=294

X = SD (% NC) 67,55 + 21,65
Me (opseg) 72 (19-100)
Limfadenopatija f(%) n=213
prisutna 12,2 (26/213)
Hepato/splenomegalija (%) n=213
prisutna 23,5(50/213)
LDH n=153

x +SD (U/1) 1551,25 +1774,21
Me (opseg) 1017 (150 - 14000)

Skraéenice: ks, kostna srz; LDH, laktat dehidrogenaza; Me, medijana; NC, nukleirane ¢éelije,
pk, periferna krv; SD, standardna devijacija; X, prose¢na vrednost

Citomorfoloska analiza ks bolesnika sa AML na dg je pokazala dominaciju
leukemijskih ¢elija (67,55% NC) u odnosu na normalnu hematopoezu. Prisustvo
leukemijskih ¢elija u pk je otkriveno kod vecine bolesnika na dg AML (250/289,

86,5%), pri cemu je srednja vrednost populacije blasta iznosila 41,2% Le.
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2. Analiza imunofenotipski definisanih populacija
¢elija ks na dijagnozi AML

Populacije ¢elija ks bolesnika sa AML na dg su identifikovane na osnovu

specificnih imunofenotipskih karakteristika (Tabela 18./19.).

Tabela 19. Imunoloski definisane populacije ¢elija ks bolesnika sa AML na dg

Populacije ¢elija ks AML bolesnici Zdrave kontrole *P
NC n=294 n=12

x + SD (x10¢ ¢elija/ml) 127,62 + 127,66 30,12 + 27,61 0,002
Me (opseg) 85 (2-750) 22,5(12-115)

AC CD45/SSC n=280 n=13

x = SD (% NC) 64,24 + 24,22 0 0,000
Me (opseg) 70 (8-98) 0

ED34-+ pop. n=280 n=13

x = SD (% NC) 30,17 £ 27,60 0,96 +0,30 0,000
Me (opseg) 26 (0-96) 1(0,38-1,38)

CD117+ pop. n=280 n=13

x = SD (% NC) 41,98 + 25,60 0,86 £ 0,34 0,000
Me (opseg) 41 (0,2 - 96) 0,78 (0,5 - 1,74)

X B-prekursori n=280 n=13

X = SD (% NC) 0,19 0,69 1,42 £ 1,49 0,000
Me (opseg) 0(0-8,82) 1,17 (0,09 - 5,82)
Granulocitni prekursori n=280 n=13

x +SD (% NC) 31,65 + 18,88 77,38+ 6,10 0,000
Me (opseg) 25(8-88) 79 (63 - 84)

Eozinofili n=135 n=12

x = SD (% NC) 1,95+ 2,68 2,84+1,23 0,001
Me (opseg) 1,1(0,12-19) 2,75 (1,40 - 5,80)

Monocitni prekursori n=276 n=13

X = SD (% NC) 18,69 + 25,29 4,31+0,81 0,364
Me (opseg) 6(0,1-96) 4,2 (3,3-5)9)

Eritrocitni prekursori n=186 n=13

X = SD (% :NC) 9,18 + 11,57 6,15+ 3,08 0,653
Me (opseg) 5(0-63) 6(1-12)

Skraéenice: AC, atipicne ¢elije; ks, kostna srz; Me, medijana; NC, nukleirane Celije; pk, periferna
krv; pop., populacija; SD, standardna devijacija; X, prose¢na vrednost; *Mann-Whitney test u
slucaju svih parametara

Procenjivana je njihova relativna zastupljenost u ispitivanim uzorcima i

uporedivana sa vrednostima istih populacija ks zdravih kontrolnih uzoraka.
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Bolesnici sa AML imaju znacajno viSu celularnost ks na dg, u poredenju sa
celularno$¢u ks kontrolnih uzoraka (127,62 vs. 30,12 x106 ¢elija/ml, p=0.002)
(Tabela 19.).

Populacija leukemijskih blasta. Na dg bolesti najzastupljenija
populacija u ks bolesnika sa AML su leukemijski blasti, definisani kao atipi¢na
populacija prema obrascu CD45/SSC, koja u proseku ¢ini 64,2% NC ks. Ova
vrednost je u znacajnoj pozitivnoj linearnoj korelaciji sa prose¢nom vrednoscu

iste populacije procenjene citomorfoloski (64,24 vs. 67,55%, r=0,65, p=0,000).

Leukemijske celije svih bolesnika nase grupe AML eksprimiraju CD45
molekul, ali prema razli¢itim obrascima (Grafikon 1.). Najucestaliji obrasci

ekspresije CD45 molekula u AML su srednji ili nizak.

15,60% __

27,90%
[ ® nijzak

® srednji

visok

18,70%J ® heterogen

~_37,80%

Grafikon 1. Obrasci ekspresije CD45 molekula na leukemijskim celijama AML

Populacije leukemijskih Celija ispitivanih bolesnika sa AML razlikovale su
se i po tipu Celijske granulacije procenjene metodologijom MPC (Grafikon 2.).
Najzastupljeniji tipovi Celijske granulacije leukemijskih ¢celija su niska ili

srednja, pri cemu je utvrdena manja ucestalost heterogene granulacije.
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23,50%

38,80%

/

H niska
® srednja

heterogena

37,80%

Grafikon 2. Tip Celijske granulacije leukemijskih ¢elija AML

Prosecne vrednosti populacije leukemijskih celija sa specificnim
imunofenotipskim karakteristikama, CD34+*CD45!ow-med /SSClow-med (3(,17%) ili
CD117+CD4b5low-med /SSClow-med (41 989%), su znacajno viSestruko poviSene u ks
bolesnika sa AML u poredenju sa vrednostima istih u ks zdravih osoba (Tabela
19.). Ispitivanje korelacije izmedu vrednosti navedenih populacija je pokazalo
znacajnu pozitivnu linearnu korelaciju (r=0,356, p=0,000). Pozitivna linearna
korelacija je utvrdena i izmedu vrednosti CD117+CD45*ow-med/SSClow-med
populacije i atipi¢ne populacije ¢elija definisane samo prema CD45/SSC obrascu

(r=0,355, p=0,000).

Populacija B-¢elijskih prekursora. Populacija B-¢elijskih prekursora -
hematogona I[/II (CD19*CD10+CD34*/-CD45low-med /ESClowSSClow),  koja je
karakteristi¢na za ks zdravih osoba, detektovana je u ks bolesnika sa AML na dg
sa ucestalo$¢u od 30,7% (86/280), pri Cemu je prosecna vrednost iste znacajno
sniZzena u AML u odnosu na zdravu kontrolu (0,19% vs. 1,42% NG, p=0,000)
(Tabela 19.).

Populacije granulocitnih prekursora. U ks bolesnika sa AML
detektovane su populacije ¢elija mijeloidne loze koje su karakteristi¢ne za ks
zdravih osoba: granulocitni prekursori, monocitni prekursori, eritrocitni
prekursori i populacija eozinofila (Tabela 19). Relativni odnosi ovih populacija u

ks bolesnika sa AML su izmenjeni u odnosu na ks zdravih kontrola. Prose¢na
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vrednost populacije granulocitnih prekursora (CD45med/SSCmed-high) bolesnika sa
AML je znacajno sniZena u poredenju sa zdravom kontrolom (31,65% vs.
77,38% NC, p=0,000), $to je slucaj i sa populacijom eozinofila (CD45bright/SSCmed-
high /FSClow)(1,95% vs. 2,84% NC, p=0,000). Proseéna vrednost populacije
monocitnih prekursora (CD64+hishCD45high/SSCmed), viSestruko je poviSena u ks
bolesnika sa AML u poredenju sa zdravom kontrolom (p>0,05). Prosecna
vrednost populacije eritrocitnih prekursora ks (CD36+*CD41a-CD45-/SSClv)

bolesnika sa AML se nije znacajno razlikovala u odnosu na zdravu kontrolu.

Tabela 20. Zastupljenost populacija limfocita u ks bolesnika sa AML na dg

Populacije limfocita ks AML bolesnici Zdrave kontrole *p
Li n=280 n=13

X +SD (% NC) 11,17 + 11,99 14,08 + 5,39 0,005
Me (opseg) 6,5(1-60) 12 (9 - 28)

B-Li n=279 n=13

x + SD (% Li) 16,12 £+ 10,48 15,85+ 7,73 0,785
Me (opseg) 14 (0-73) 16 (6 - 35)

T-Li n=256 n=13

x £ SD (% Li) 67,90 +12,17 72,31 +£12,23 0,152
Me (opseg) 69,5 (23-92) 77 (50 - 88)

CD4+ T-Li n=250 n=12

x £ SD (% Li) 35,09 £ 9,26 38,67 £6,17 0,187
Me (opseg) 35(3-66) 37,5(30-49)

NKT-Li n=165 n=13

x = SD (% Li) 6,98 + 5,68 4,55 + 4,98 0,047
Me (opseg) 5,4 (0 -28) 3(1-17)

NK-Li n=230 n=13

x £ SD (% Li) 11,49 £ 6,72 8,73+6,70 0,051
Me (opseg) 11 (0-39) 6 (3-25)

Skracenice: ks, kostna srZ; Li, limfociti; Me, medijana; NC, nukleirane celije; SD, standardna
devijacija; x, prose¢na vrednost; *Mann-Whitni U test u slucaju svih parametara, osim CD4 T-
Li (t-test).

Populacija limfocita. Prosecna relativna vrednost ukupne populacije
limfocita (CD45brieht/SSClow) u ks bolesnika sa AML na dg je znacajno sniZena u
poredenju sa zdravom kontrolom (11% vs. 14% NC, p=0,005) (Tabela 20.).

U okviru populacije Li, relativni odnosi ispitivanih populacija T-Li, B-Li,

NK-Li, i NKT-Li su oc¢uvani u ks bolesnika sa AML u poredenju sa zdravim
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kontrolnim uzorcima. Pritom, najzastupljenija je populacija T-Li (67,9% Li), a
zatim B-Li (16,12% Li), NK-Li (11,49%), i NKT-limfocita (6,98% Li). Utvrdeno je
znacajno relativno povecanje populacije NKT-Limfocita, i na granici znacajnog,

povecanje populacije NK-limfocita u odnosu na zdravu kontrolu.

3. Ispitivanje imunofenotipskih karakteristika AML

3.1. Imunofenotipske karakteristike populacije
leukemijskih blasta na dg AML

Razli¢iti aspekti ekspresije ranih linijski nespecificnih i ranih
mijelomonocitnih hLDM na populaciji leukemijskih blasta naSe grupe bolesnika

sa AML na dg, prikazani su na Grafikonu 3./4. i u Tabeli 21.

Ekspresija panleukocitnog molekula CD45 je utvrdena na leukemijskim
blastima svih bolesnika sa AML, pri Cemu je uclestalost ekspresije izoforme
CD45RA (41,7%) znatno veca u odnosu na izoformu CD45RO (9,8%). Molekul
CD45RA je eksprimiran na subpopulaciji LC, najée$ée prema obrascu niske

ekspresije.

Molekul HLA-DR kao i panleukocitni adhezioni molekuli CD11a i CD62L
su eksprimirani na populaciji leukemijskih blasta sa visokom ucestalos¢u
(~80%), uz prosectnu ekspresiju na jednoj polovini (CD11a i CD62L) odnosno
dve trec¢ine (HLA-DR) populacije blasta. Molekul HLA-DR je eksprimiran prema
obrascu visoke ili heterogene ekspresije. Populaciju blasta karakteriSe najcesc¢e
visok ili nizak obrazac ekspresije CD11a molekula, dok su obrasci ekspresije

CD62L molekula veoma varijabilni.

Medu ranim linijski nespecificnim hLDM, visoku ucestalost ekspresije
(>80%) na populaciji leukemijskih blasta su pokazali CD38, CD123, CD135,
CD117, i CD71. Molekul CD34 je eksprimiran sa nesto nizom ucestalos¢u (68%),

dok je ucestalost ekspresije CD110 veoma niska (16%).
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Grafikon 3. UcCestalost ekspresije ranih linijski nespecificnih i ranih
mijelomonocitnih hLDM na blastima AML

clizozim
CD114
CD13
= heterogen
CD135 .
— visok
CD38 = H srednji
CD34 M nizak
CD62L
CD45RA

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Grafikon 4. Ucestalost obrazaca ekspresije ranih linijski nespecificnih
i ranih mijelomonocitnih hLDM na blastima AML

Svi navedeni leukocitni molekuli, izuzev CD110, eksprimirani su na oko
dve trecine populacije leukemijskih ¢elija. Nizak ili srednji obrazac ekspresije

karakteriSe CD38, CD123 i CD135, dok je CD71 eksprimiran preteZno prema
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niskom obrascu na populaciji leukemijskih blasta. Visok ili heterogen obrazac
ekspresije karakterise molekule CD34, HLA-DR i CD117.

Rani diferencijacioni mijelomonocitni molekuli, CD13, CD33 i CD114,
eksprimirani su sa visokom ucestalo$¢u (>96%) na oko tri Cetvrtine populacije
LC. Molekul CD33 karakterie pretezno visok obrazac ekspresije, molekul CD13
visok ili heterogen obrazac ekspesije, dok je CD114 eksprimiran preteZno

prema niskom obrascu.

Tabela 21. Prosectna ekspresija ranih linijski nespecifi¢nih i ranih

mijelomonocitnih hLDM na populaciji blasta AML

hLDM x £ SD (% LC) medijana (opseg)
CD45RA (n=84) 24,75 + 28,96 11(1-93)
CD45RO (n=82) 6,63 + 13,09 2 (0-71)
CD11a (n=135) 60,87 + 34,49 69 (1-100)
CD62L (n=67) 48,31 + 28,99 49 (1-98)
HLA-DR (n=294) 73,33 + 34,12 90,5 (0 - 100)
CD34 (n=294) 52,26 + 40,46 59,5 (1-100)
CD117 (n=294) 67,13 + 29,95 78 (1-100)
CD38 (n=164) 83,87 + 22,16 95 (8-100)
CD123 (n=123) 71,73 + 23,91 81 (1-99)
CD135 (n=128) 73,45 + 25,53 83 (2 -100)
CD71 (n=170) 67,51+ 22,78 71 (5-98)
CD13 (n=294) 77,74 + 24,60 89 (1-100)
CD33 (n=290) 81,54 + 25,30 95 (1-100)
CD114 (n=62) 68,37 + 20,10 71,5 (8-99)
CD110 (n=62) 7,73 +11,71 2,5 (1-55)
cMPO (n=286) 46,92 + 35,61 42 (0-100)
cLizozim (n=97) 35,18 +33,43 23 (1-100)

Skracenice: c, citoplazmatski molekul; hLDM, humani leukocitni diferencijacioni
molekul; SD, standardna devijacija; x, prose¢na vrednost

Razliciti aspekti ekspresije kasnijih mijelomonocitnih hLDM na populaciji

Molekuli cMPO i cLizozim su eksprimirani sa viSom ucestaloS¢u na
leukemijskim blastima. Vrednost prose¢ne ekspresije ovih molekula (<50% LC)

ukazuje da su eksprimirani na subpopulaciji leukemijskih blasta. Najucestaliji
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obrasci ekspresije u slu¢aju cMPO su nizak ili heterogen, a u slucaju cLizozima
heterogen ili visok.

Razliciti aspekti ekspresije kasnijih mijelomonocitnih hLDM na populaciji
leukemijskih blasta naSe grupe bolesnika sa AML prikazani su na Grafikonu
5./6. i Tabeli 22. Medu kasnijim diferencijacionim mijelomonocitnim
molekulima, najvecu ucestalost ekspresije—ispoljava cCD68 (99%). Sa druge
strane, molekuli CD15, CD11b, CD11c, CD4, CD64, CD36 i CD35 su eksprimirani
sa nizom ucestalos¢u (<60% slucajeva), pri cemu je uCestalost ekspresije CD14,
CD163, CD24, CD66b, CD16, CD10 i CD41a veoma niska (<16% slucajeva).
Molekuli cLaktoferin i CD235a nisu bili ekspimirani na populaciji leukemijskih
Celija.

Prosetna vrednost ekspresije cCD68 molekula ukazuje da je on
eksprimiran na vecini Celija leukemijske populacije. Molekuli CD15, CD11b, CD4,

CD11ci CD64 su eksprimirani na jednoj tre¢ini populacije leukemijskih celija.
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CD41a |1 0,7%

(D163 | 13,0%
D14 | 14,6%
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D64 | | 44,2%
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CD16 _J 0,7%
CD24 |— 9,9%
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CD11b | I 41,3%
CD15 | 39,6%

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Grafikon 5. Ucestalost ekspresije kasnih mijelomonocitnih hLDM na
blastima AML
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Grafikon 6. Ucestalost obrazaca ekspresije kasnih mijelomonocitnih

hLDM na blastima AML

Tabela 22. Prosecna ekspresija kasnijih mijelomonocitnih hLDM na

populaciji blasta AML

hLDM

X £ SD (% LC)

medijana (opseg)

CD15 (n=293)
CD11b (n=293)
CD66b (n=271)
CD24 (n=191)
CD16 (n=276)
CD35 (n=91)
cLaktoferin (n=33)
CD10 (n=279)
cCD68 (n=115)
CD4 (n=272)
CD11c (n=283)
CD64 (n=274)
CD36 (n=291)
CD14 (n=294)
CD163 (n=92)
CD41a (n=287)
CD235a (n=190)

25,03 £ 27,27
28,31+ 29,70
3,49 + 5,65
8,62 + 14,20
2,82 + 3,54
14,73 £ 18,33
1,70 £1,55
2,34+£492
80,91 + 20,09
34,92 + 30,31
31,34 £ 31,66
29,16 £ 30,85
18,68 + 25,03
8,32+ 13,50
7,82 £ 14,74
2,80 £ 3,90
4,76 + 4,04

12 (1-98)
15 (1-98)
2 (0-52)
4 (0-88)
1,5 (0-32)
7 (0 - 100)
1 (0-7)
1(0-71)

87 (7 - 100)

24 (0-100)

20 (1-100)
14 (1-100)
8 (1-93)
2 (0-76)
2 (0-81)
1 (0 - 40)
3 (0-19)

Skracenice: c, citoplazmatski molekul; hLDM, humani leukocitni diferencijacioni molekul;
SD, standardna devijacija; X, prose¢na vrednost
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3.2. Imunofenotipske aberacije u ekspresiji hLDM na
blastima AML na dg bolesti

Populacije leukemijskih blasta naSe grupe bolesnika sa AML, ispitivane
su na dg i za prisustvo razlicitih tipova imunofenotipskih aberacija u ekspresiji
hLDM. U slucaju maturacione asinhronije, koekspresija CD34 i bar jednog od
kasnijih diferencijacionih mijelomonocitnih molekula (CD15, CD11b, CD11c,
CD64, CD14) (Slika 7.), otkrivena je kod 25,9% (76/294) naSih bolesnika.
Ucestalost koekspresije CD34 i Kkasnijih diferencijacionih molekula

mijelo/monocitne loze je prikazana na Grafikonu 7.
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Grafikon 7. UcCestalost razlic¢itih tipova maturacione asinhronije u
ekspresiji CD34 i kasnijih mijelomonocitnih hLDM na blastima AML

Pojedinacni tipovi maturacione asinhronije otkriveni su sa relativno
niskom ucestalo$¢u u celoj grupi nasih bolesnika sa AML (<15% svaki). Najvecu
ucestalost su pokazali tipovi koji uklju¢uju koekspresiju CD34/CD11c,
CD34/CD11b, CD34/CD64 i CD34/CD15 molekula. S druge strane, najnizu
ucestalost ispoljila je koekspresija CD34/CD14 molekula. Najveci broj bolesnika
je imao samo jedan (13,6%) ili dva (8,2%) tipa maturacione asinhronije na dg

AML.

Atipi¢no povisen nivo ekspresije bar jednog od pet ispitivanih hLDM je

otkriven sa visokom ucestaloS¢u od 90,1% (265/294). Kod svih ispitivanih
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hLDM, pokazano je prisustvo atipicno poviSenog nivoa ekspresije, sa
ucestaloséu od ~40% za molekule CD34, CD117 i CD13, odnosno ~50% za
molekule CD33 i HLA-DR (Grafikon 8.) Najveci broj bolesnika je imao povec¢anu
ekspresiju samo jednog (23,8%), dva (29,3%) ili tri (21,8%) molekula.
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Slika 7. Primeri maturacione asinhronije u ekspresiji CD34 i kasnijih
diferencijacionih mijelomonocitnih molekula na populaciji blasta bolesnika sa AML,
prikazani na dvoparametarskim ,dot plot“ histogramima fluorescencije: a) populacija
leukemijskih blasta prema CD45/SSC obrascu; b) parcijalna koekspresija CD34 i CD64
molekula; c) koekspresija CD34 i CD11b molekula; d) parcijalna koekspresija CD34 i
CD11c molekula.
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Grafikon 8. Ucestalost imunofenotipskih aberacija u obrascu ekspresije
petispitivanih hLDM na blastima AML
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Atipi¢no snizen nivo ekspresije bar jednog od ispitivanih hLDM, utvrden
je sa ucestalo$¢u od 75,5% (222/294) u celoj grupi bolesnika. SniZen nivo
ekspresije CD117 ili CD13 je utvrden kod jedne trecine, odnosno CD33 ili CD34
kod jedne Cetvrtine bolesnika, dok je u slu¢aju HLA-DR molekula ucestalost ove
aberacije bila niska (11,9%) (Grafikon 8.). Leukemijske Celije najveceg broja
bolesnika sa AML, pokazale su sniZen nivo ekspresije jednog (40,5%) ili dva

(20,1%) ispitivana molekula.

Atipi¢no odsustvo ekspresije bar jednog od ispitivanih hLDM, utvrdeno
je kod 41,5% (122/294) bolesnika. Najucestalije atipi¢no odsustvo ekspresije na
leukemijskim celijama je utvrdeno u sluc¢aju CD34 (32,3%) i HLA-DR (15,6%),
dok je u slucaju CD117, CD13 i CD33, ucestalost ovog tipa aberacije bila niska
(<10% slucajeva) (Grafikon 8.). Najveci broj bolesnika sa AML je pokazao
odsustvo ekspresije jednog (23,5%) ili dva (15,3%) molekula.

Ektopicna ekspresija bar jednog od ispitivanih limfoidnih hLDM na
leukemijskim ¢elijama AML, otkrivena je sa ucestalos¢u od 57,1% (168/294) u

celoj grupi bolesnika.
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Grafikon 9. Ucestalost ekspresije limfoidnih hLDM na leukemijskim
blastima bolesnika sa AML na dg

Razlic¢iti aspekti ekspresije limfoidnih hLDM na populaciji leukemijskih

blasta je prikazana na Grafikonu 9./10. i Tabeli 23. Najveca ucestalost ekspresije
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je utvrdena u pogledu CD56 (28,9%), CD7 (20,4%) i CD22 (14,4%) molekula.
NiZa ucestalost ekspresije je utvrdena u slucaju CD2, CD19, CD5 i cCD79a
molekula (<10% slucajeva). Vrednosti prosecne ekspresije svih ispitivanih
limfoidnih molekula (Tabela 23.), ukazuju da su u proseku eksprimirani na
relativno maloj subpopulaciji LC (<20% pop.). Najveéa prose¢na ekspresija na
subpopulaciji leukemijskih blasta karakteriSe molekule CD56 (19%) i CD7
(15%). Ispitivanje povezanosti ektopi¢ne ekspresije grupe limfoidnih molekula,
pokazalo je prisustvo pozitivne linearne korelacije u ekspresiji cCD79a i CD19
(r=0,286, p=0,000) i cCD79a i CD22 (r=0,247, p=0,000), pri cemu ni u jednom
slucaju nije registrovana koekspresija cCD79a, CD19 i CD22 molekula. Molekuli
CD56 i CD2 nisu pokazali povezanost u ekspresiji ni sa jednim od ostalih

limfoidnih molekula.

Tabela 23. Prosecna vrednost ekspresije limfoidnih hLDM na blastima AML

hLDM x +SD (% LC) medijana (opseg)
cCD3 (n=294) 1,45 + 3,22 1(0 - 44)
CD2 (n=294) 6,54 + 12,93 2(0-93)
CD7 (n=294) 14,70 + 23,74 3(0-98)
CD5 (n=49) 3,88 6,04 1(0-27)
CD56 (n=294) 19,17 + 28,32 5 (0 - 100)
CD19 (n=294) 5,76 + 12,96 1(0-81)
CD22 (n=284) 9,93 + 16,54 3(0-95)
cCD79a (n=256) 2,52 + 4,93 1(0-43)

Skracenice: c, citoplazmatski molekul; hLDM, humani leukocitni diferencijacioni
molekul; SD, standardna devijacija; x, prose¢na vrednost
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Grafikon 10. Ucestalost obrazaca ekspresije limfoidnih hLDM na blastima
nase grupe bolesnika sa AML

Najucestaliji obrazac ektopi¢ne ekspresije svih limfoidnih molekula na

populaciji blasta AML je nizak (Grafikon 10.).
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Grafikon 11. Ucestalost broja imunofenotipskih aberacija (IFA) u
ekspresiji hLDM na populaciji leukemijskih blasta AML na dg, izrazena po
bolesniku
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Najveci broj bolesnika sa AML eksprimira samo jedan limfoidni molekul

(35,7%), dok je koekspresija dva (16%) ili tri (4,8%) molekula niza.

Analiza ucestalosti razli¢itih tipova imunofenotipskih aberacija u
ekspresiji hLDM u celoj grupi AML, pokazala je kod svakog od ispitivanih
bolesnika prisustvo bar jednog od tipova imunofenotipskih aberacija (Grafikon
11.). Leukemijski blasti dve tre¢ine bolesnika sa AML su pokazali istovremeno

prisustvo Cetiri, pet ili Sest imunofenotipskih aberacija u ekspresiji.

3.3. Imunofenotipske karakteristike populacije
granulocitnih prekursora AML na dg

Populacija granulocitnih prekursora ks nase grupe bolesnika sa AML na
dg, ispitivana je u cilju utvrdivanja poremecaja u celijskoj granulaciji (obrazac
CD45/SSC), ¢elijskom sastavu (ekspresije molekula CD66b, CD16, CD10), kao i u
cilju utvrdivanja prisustva imunofenotipskih aberacija u ekspresiji hLDM (CD34,
CD135, HLA-DR, CD13, CD33, CD15, cMPO, CD45) na ovoj populaciji ¢elija.
Pokazano je prisustvo bar jednog od navedenih poremecaja kod 54,6%

(153/280) bolesnika.
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Slika 8. Tipovi celijske granulacije populacije granulocitnih prekursora ks: a) atipi¢na
granulacija - bolesnik sa AML; b) atipi¢na hipogranulacija - bolesnik sa AML; c) tipi¢na
granulacija - zdrava kontrolna ks.

[spitivanje promene u obrascu ¢éelijske granulacije granulocitnih

prekursora AML (Slika 8.), pokazalo je prisustvo atipicne granulacije sa
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ucestalo$¢u od 66,7% (108/162), dok je obrazac celijske granulacije po tipu

atipi¢na hipogranulacija bio prisutan sa ucestalos¢u od 17,9% (29/162).

Prosecne vrednosti subpopulacija granulocitnih prekursora ks bolesnika

sa AML na dg i zdravih kontrolnih uzoraka, prikazane su u Tabeli 24.

Tabela 24. Celijski sastav populacije granulocitnih prekursora ks bolesnika sa
AML na dgi zdravih kontrolnih uzoraka

Subpopulacije
granulocitnih AML bolesnici Zdrave kontrole p
prekursora ks
Promijelociti n=150 (n=13)
x + SD (% Gr prek) 37,11 + 20,24 1,62 +0,77 0,000
Me (opseg) 32,5(3-90) 1(1-3)
Mijelociti n=152 n=13
x + SD (% Gr prek) 38,27 £ 15,10 37,54 +10,71 0,818
Me (opseg) 39(5-75) 38 (23-60)
Metamijelociti n=152 n=13
x + SD (% Gr prek) 15,97 +10,81 24,00 £ 5,02 0,002
Me (opseg) 13,50 (0 - 60) 25 (16-31)
Neutrofili n=152 n=13
x *+ SD (% Gr prek) 8,52 +9,60 36,85+ 10,88 0,000
Me (opseg) 5(0-44) 40 (20 - 60)

Skracenice: ks, kostna srZ; Me, medijana; SD, standardna devijacija; X, prose¢na vrednost.

Ispitivanje ¢éelijskog sastava populacije granulocitnih prekursora je
pokazalo da kod bolesnika sa AML dolazi do viSestrukog povecanja
subpopulacije promijelocita i istovremenog znacajnog sniZenje subpopulacija

metamijelocita i neutrofila u ks (Slika 9.).

LSift u levo" u populaciji granulocitnih prekursora je utvrdeno kod
94,7% (144/152) bolesnika, dok je blok u sazrevanju do stupnja metamijelocit
ili neutrofil utvrden kod 67,1% (102/152) bolesnika (Slika 10.).
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Slika 9. Celijski sastav populacije granulocitnih prekursora ks, definisan na osnovu
imunofenotipskih karakteristika: a) AML sa prisutnim ,Siftom u levo” ka nezrelijim
¢elijama; b) zdrava kontrolna ks. Dvoparametarski , dot plot” histogrami fluorescencije:
crvena subpopulacija - promijelociti (CD66b-CD16), siva populacija - mijelociti
(CD66b*CD16"), plava populacija - metamijelociti/neutrofili (CD66b*CD16+).
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Slika 10. Celijski sastav populacije granulocitnih prekursora ks definisan na osnovu
imunofenotipskih karakteristika: a) i c) bolesnik sa AML na dg sa blokom u sazrevanju
leukemijskih granulocitnih prekursora do stupnja metamijelocit/neutrofil; b) i d)
zdrava kontrolna ks. Dvoparametarski ,dot plot” histogrami fluorescencije: siva
subpopulacija - promijelociti (CD66b-CD16-CD10-), zelena subpopulacija - mijelociti
(CD66b*CD16:CD10-), plava subpopulacija - metamijelociti (CD66b*CD16+*CD10),
ruzicasta subpopulacija - neutrofili (CD66b+*CD16+*CD10").

Prisustvo maturacione asinhronije u ekspresiji ranih linijski
nespecificnih hLDM na populaciji granulocitnih prekursora, ispitivano je u

slu¢aju molekula CD34, HLA-DR i CD135 (Grafikon 12./ Slika 11.).
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Grafikon 12. Ucestalost imunofenotipskih aberacija u ekspresiji hLDM na
populaciji granulocitnih prekursora ks bolesnika sa AML na dg
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Slika 11. Primeri imunofenotipskih aberacija u ekspresiji ranih hLDM na granulocitnim
prekursorima ks nasih bolesnika sa AML na dg, prikazani na dvoparametarskim ,dot
plot“ histogramima fluorescencije: a) maturaciona asinhronija u ekspresiji HLA-DR
molekula; b) regularan obrazac ekspresije HLA-DR molekula na granulocitnim
prekursorima zdrave ks; c) maturaciona asinhronija u ekspresiji CD34 molekula i
atipi¢no visok nivo ekspresije CD13 molekula; b) regularan obrazac ekspresije CD34 i
CD13 molekula na granulocitnim prekursorima zdrave ks.

Najveca ucestalost je utvrdena u pogledu molekula HLA-DR, dok je u
slucaju CD34 i CD135 bila dvostruko niza. Imunofenotipske aberacije po tipu
promene u obrascu ekspresije CD45 i grupe diferencijacionih mijelomonocitnih
molekula, otkrivene su sa najveCom ucestalo$S¢u u slucaju molekula CD45
(CD45+high, 66,9%), cMPO (cMPOP+, 48,6%), CD15 (CD15+hetero, 4204) i CD13
(CD13+high, 31,3%).
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Ektopicna ekspresija bar jednog od ispitivanih molekula limfoidne loze
na populaciji granulocitnih prekursora, otkrivena je sa ucestalo$¢u od 19,9%
(30/151). Najveca ucestalost ektopicne ekspresije je utvrdena u slucaju CD56
(11,3%) i CD7 (5,9%) molekula, pri ¢emu je koekspresija CD56/CD7 (1,3%)
odnosno CD56/CD2 (0,7%) bila veoma retka. Sa druge strane, ucestalost
ektopicne ekspresije CD2 (2.7%) i CD19 (2%) molekula je bila veoma niska.

3.4. Imunofenotipske karakteristike populacije
monocitnih prekursora AML na dg

Populacija monocitnih prekursora ks bolesnika sa AML na dg, analizirana
je u cilju utvrdivanja poremecaja u njenom Celijskom sastavu (ekspresija
molekula CD64 i CD14), kao i u cilju utvrdivanja prisustva imunofenotipskih
aberacija u ekspresiji hLDM (CD56, CD2, CD24). Dokazano je prisustvo bar
jednog od navedenih poremecaja kod 38,6% (108/280) bolesnika sa AML.
Prosecne vrednosti subpopulacija ¢elija koje sacinjavaju populaciju monocitnih
prekursora ks bolesnika sa AML na dg i zdravih kontrolnih uzoraka, prikazane

su u Tabeli 25./Slika 11.

Ispitivanje Celijskog sastava populacije monocitnih prekursora,
pokazalo je da u ks bolesnika sa AML dolazi do znacajnog povecanja
subpopulacija mijelo/monoblasta i promonocita, uz znacajno sniZenje

subpopulacije monocita u poredenju sa zdravim kontrolama (p<0,05).

Ektopi¢na ekspresija bar jednog od ispitivanih limfoidnih hLDM na
populaciji monocitnih prekursora, otkrivena je sa ucestalo$¢u od 18,9% u celoj
grupi AML. Najveca ucestalost ektopicne ekspresije je utvrdena u pogledu
molekula CD56 (12,5%), pri cemu je koekspresija CD56/CD2 (1,9%) bila retka.
Ektopicna ekspresija molekula CD2 (3,8%) i CD24 (2.9%) je bila niska.
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Tabela 25. Celijski sastav populacije monocitnih prekursora ks bolesnika sa
AML na dg i zdravih kontrolnih uzoraka

Subpopulacije
monocitnih AML bolesnici Zdrave kontrole *p
prekursora ks
Mijelo/monoblasti n=101
X + SD (% Mo prek.) 33,05 28,93 - -
Me(opseg) 23 (0-99)
Promonociti n=103 n=13
x +SD (% Mo prek.) 38,34 + 24,80 21,69 +£9,38 0,016
Me (opseg) 34(0-97) 20 (11-47)
Monociti n=103 n=13
x + SD (% Mo prek.) 28,98+ 24,84 78,31 +£9,38 0,000
Me (opseg) 22(1-93) 80 (53-89)

Skracenice: ks, kostna srz; Me, medijana; Mo prek., monocitni prekursori; SD, standardna
devijacija; X, prose¢na vrednost; *, Mann-Whitney test
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Slika 11. Celijski sastav populacije monocitnh prekursora ks definisan na osnovu
imunofenotipskih karakteristika: a) Akutna mijelomonocitna leukemija sa prisutnim
Siftom u levo ka nezrelijim ¢elijama - monoblasti i promonociti; b) Akutna monocitna
leukemija sa prisutnim Siftom u levo ka nezrelijim ¢elijama - predominacija
promonocita; c¢) zdrava kontrolna ks. Dvoparametarski “dot plot” histogrami
fluorescencije: crvena subpopulacija - mijelomonoblasti (CD64-CD14-), zelena
populacija - promonociti (CD64+highCD14-), plava populacija - monociti
(CD64+highCD14+).

3.5. Ispitivanje celijskog sastava populacije leukemijskih
¢elija AML na dg

Populacije leukemijskih celija bolesnika su ispitivane za prisustvo

nekoliko vidova celijske heterogenosti. Bar jedan od ispitivanih vidova celijske
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heterogenosti leukemijske populacije AML otkriven je kod 83,4% (242/290)

bolesnika.

U odnosu na ekspresiju leukocitnih molekula €D34/CD13 u AML na dg
(n=280) (Slika 12.), prisustvo samo jedne populacije leukemijskih celija je
utvrdeno kod 41,4% bolesnika, dok je kod ostalih bolesnika utvrdeno prisustvo
dve (49,6%), tri (8,2%) ili Cetiri (0,7%) subpopulacije leukemijskih celija.

U odnosu na ekspresiju leukocitnih molekula €D117/CD33 u AML na dg
(n=288) (Slika 13.), prisustvo samo jedne populacije leukemijskih celija je

utvrdeno kod 46,9% bolesnika, dok je kod ostalih bolesnika utvrdeno prisustvo

dve (48,6%) ili tri (4,5%) subpopulacije leukemijskih ¢elija.
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Slika 12. Primeri heterogenosti leukemijske populacije ¢elija bolesnika sa AML na dg: a)
i ¢) populacije leukemijskih c¢elija (crvena boja) definisane na osnovu CD45/SSC
obrasca; b) tri subpopulacije leukemijskih ¢elija definisane na osnovu ekspresije
CD13/CD34 molekula; d) dve subpopulacije leukemijskih ¢éelija definisane na osnovu
ekspresije CD13/CD34 molekula.

Heterogenost leukemijske populacije ¢elija bolesnika sa AML, definisana
je i na osnovu broja subpopulacija Celija koje karakteriSe ektopicna parcijalna
ekspresija molekula limfoidne loze (Slika 14.). Prisustvo bar jedne
subpopulacije leukemijskih celija sa parcijalnom ektopicnom ekspresijom
molekula limfoidne loze je utvrdeno kod 44,6% (131/294) AML bolesnika.
Najveci broj bolesnika je imao jednu (31,3%) ili dve (10,5%) subpopulacije
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leukemijskih ¢elija sa parcijalnom ekspresijom molekula limfoidne loze, dok je

tri subpopulacije imao mali broj bolesnika (2,7%).
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Slika 13. Primeri heterogenosti leukemijske populacije ¢elija AML na dg: a) i c)
populacije leukemijskih celija (crvena populacija) definisane na osnovu CD45/SSC
obrasca; b) dve subpopulacije leukemijskih ¢elija definisane na osnovu ekspresije
CD117/CD33 molekula; d) jedna populacija leukemijskih ¢elija definisane na osnovu
ekspresije CD117/CD33 molekula.
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Slika 14. Primer ektopi¢ne parcijalne ekspresije molekula limfoidne loze na
leukemijskoj populaciji ¢elija AML na dg: a) populacija leukemijskih ¢elija (crvena
populacija) definisana na osnovu CD45/SSC obrasca; b) parcijalna ekspresija CD56
molekula na populaciji leukemijskih ¢elija

[spitivanje heterogenosti populacije leukemijskih ¢elija AML u pogledu
prisustva imunofenotipskih znakova diferencijacije unutar leukemijske

populacije, baziralo se na ispitivanju istovremenog prisustva populacija celija
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sa imunofenotipskim karakteristikama leukemijskih mijeloblasta/monoblasta i
zrelijih populacija ¢elija sa imunofenotipskim karakteristikama leukemijskih
granulocitnih i/ili monocitnih prekursora. Prisustvo samo jedne populacije
leukemijskih ¢elija sa homogenim imunofenotipskim karakteristikama
mijeloidnih progenitora, otkriveno je sa niskom ucestaloS¢u kod 11,2%
(33/294) bolesnika. Prisustvo populacije  leukemijskih  celija sa
karakteristikama mijeloidnih progenitora, uz znake diferencijacije u toj
populaciji (parcijalna ekspresija jednog ili viSe slede¢ih diferencijacionih
molekula - CD34 / CD117 / HLA-DR / CD11b / CD11c / CD15 / CD4 / CD64 /
CD36 / CD14), utvrdeno je kod 34% (100/294) bolesnika (Slika 15.).
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Slika 15. Primer parcijalne ekspresije molekula mijelomonocitne loze na leukemijskoj
populaciji éelija AML na dg: a) populacija leukemijskih ¢elija (crvena boja) definisana
na osnovu CD45/SSC obrasca; b) parcijalna ekspresija CD11b molekula na populaciji
leukemijskih ¢elija; ¢) parcijalna ekspresija CD15 molekula na populaciji leukemijskih
Celija

Najveci broj bolesnika sa AML (161/294, 54,8%) pokazao je istovremeno
prisustvo dve leukemijske populacije - leukemijskie blaste i leukemijske

granulocitne i/ili monocitne prekursore (Slika 16.).
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Slika 16. AML sa t(8;21)/CD56+CD19+, heterogenog celijskog sastava, koju sacinjavaju
dve populacije c¢elija definisane prema CD45/SSC obrascu: a) populacija
mijeloblasta/CD56+*CD19+ (crvena populacija c¢elija) i populacija granulocitnih
prekursora/CD56+ (ljubicasta populacija ¢elija); b) i e) obrasci ekspresije CD13 i CD34
molekula; c) i f) obrasci ekspresije CD56 i CD19 molekula; d) i g) obrasci ekspresije
CD66b i CD10 molekula.

4. Klasifikacija bolesnika sa AML na dg

4.1. Citomorfoloska Kklasifikacija bolesnika sa AML

[spitivanje distribucije FAB citomorfoloSkih suptipova u grupi AML
(n=294), pokazalo je najvecu ucestalost tipova M2, M4 i M5 (Grafikon 13.).
Suptip M7 nije otkriven ni u jednom slucaju, dok je AML sa trilinijskom
displazijom otkrivena sa niskom ucestalos¢u (2,4%). MorfoloSka
mijelodisplazija u sklopu razli¢itih FAB suptipova je otkrivena kod 17,3%

(51/294) bolesnika. Citohemijska reakcija POX je bila pozitivna sa ucestaloS¢u
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od 81,8% (238/291) u celoj grupi AML. Medu POX-negativnim slucajevima,
najveci broj bolesnika je imao FAB suptipove M5 (26/53, 49%) ili MO (17/53,
32%).
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Grafikon 13. Ucestalost FAB morfoloskih suptipova u grupi bolesnika sa AML

4.2. Imunoloska Klasifikacija bolesnika sa AML

[spitivanje imunofenotipskih karakteristika leukemijskih populacija
¢elija u nasSoj grupi bolesnika (n=294) na dg, pokazalo je da je leukemijskim
procesom najceS¢e zahvadena samo granulocitna loza (54,4%), zatim
istovremeno granulocitna i monocitna loza (22,4%) ili samo monocitna loza
(20,1%). Istovremena zahvadenost granulocitne i eritrocitne loze (1,7%),
granulocitne i megakariocitne loze (0,7%), ili bazofilne loze (0,7%) je bila

veoma retka.

Na osnovu specificnih imunofenotipskih karakteristika, svaki bolesnik je
klasifikovan u odreden EGIL imunoloski suptip AML (Grafikon14.). Najucestaliji
imunolo8ki suptip u naSoj grupi je AML sa granulocitnom diferencijacijom
(30,9%). U okviru ovoga suptipa, varijanta sa granulocitnom diferencijacijom i
sazrevanjem je ucestalija (66/91, 72,5%) u odnosu na varijantu bez sazrevanja
(35/91, 27,5%). Sledeci po ucestalosti su AML sa granulocitnom i monocitnom
diferencijacijom (22.4%) i AML sa monocitnom diferencijacijom (19,4%). U

okviru poslednjeg suptipa, varijanta sa monocitnom diferencijacijom i
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sazrevanjem je ucestalija (33/57, 57,9%) u odnosu na varijantu bez sazrevanja
(24/57, 42,1%). NiZu ucestalost su imali imunoloSki suptipovi APL (12,9%) i

AML sa minimalnom diferencijacijom (3,7%).
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Grafikon 14. Ucestalost imunoloskih suptipova u grupi bolesnika sa AML

Ostali imunoloski suptipovi ispoljili su izuzetno nisku ucestalost. Sa
druge strane, u maloj grupi bolesnika sa AML (24/294, 8,2%) nije bilo moguce
utvrditi precizan imunoloski suptip. Medu ovim bolesnicima (23/294, 7,8%),
veCina je ispoljila specificne imunofenotipske aberacije u populaciji
granulocitnih prekursora koji su istovremeno bili i hipogranulirani, Sto

predstavlja karakteristike AML nastale na bazi MDS-a.

Uporedivanjem analognih suptipova u okviru imunoloske i
citomorfoloSke FAB klasifikacije u nasoj grupi bolesnika sa AML, pokazana je
potpuna saglasnost kod 66,2% (194/293), delimi¢na saglasnost kod 6,8%
(20/293), a odsustvo saglasnosti kod 27% (79/293) ispitivanih slucajeva.
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4.3. Klasifikacija bolesnika sa AML prema SZO
Klasifikacionom sistemu

Zavrsna Kklasifikacija bolesnika sa AML je vrSena prema SZO
klasifikacionom sistemu, u kome primaran znacaj imaju specifi¢ni molekularno-

geneticki poremecaji.

U naSoj grupi bolesnika sa AML, citogeneticka analiza uzoraka ks je
uspeSno sprovedena kod 95,6% (281/294) bolesnika: Kod 4,4% (13/294)
bolesnika citogeneticka analiza nije uradena (5/13) ili je bila neuspesna (8/13).
Usled toga, kod ovih bolesnika nije bilo moguce primeniti SZO Kklasifikaciju.
Normalan Kkariotip je utvrden kod 50,9% (143/281) a patoloski kod 49,1%
(138/281) bolesnika.

Prisustvo mutacija u genima NPM1, FLT3 i CEBPA je ispitivano u grupi
bolesnika sa AML-NK. Prisustvo mutacije u NPM1 genu je utvrdeno sa
ucestalo$¢u od 27,7% (49/177). Mutacija NPM1 gena tipA je bila izrazito
ucCestalija (48/49, 98%), u odnosu na mutaciju tipD (1/49, 2%).

Prisustvo mutacije u FLT3 genu je utvrdeno kod 30,6% (60/196)
ispitivanih bolesnika. Mutacija FLT3-ITD je detektovana kod 76,7% (46/60), a
FLT3-d835 kod 26,7% (16/60) bolesnika. Kod dva bolesnika je otkriveno

istovremeno prisustvo oba tipa mutacija FLT3 gena (3,3%).

Prisustvo mutacije u CEBPA genu je detektovano kod 13,3% (8/60)
bolesnika (Tabela 26.). Pritom su homozigotna i heterozigotna mutacija CEBPA
gena bile zastupljene sa podjednakom ucestaloS¢u, u po Ccetiri bolesnika.

Polimorfizam CEBPA gena je utvrden kod 10% (6/60) bolesnika.

Tabela 26. Mutacije CEBPA gena u grupi bolesnika sa AML na dijagnozi

Rezultati sekvenciranja produkata cetiri

AML broj Tip mutacije CEBPA gena razlicite PCR amplifikacije CEBPA gena
Ampl 4: c.951_952insCTG p.L317_T318insL
12 Heterozigotna COSM 18899 Insercija - inframe

Ampl 1/2/3: wt

Ampl 3: c.690G>T p.T230S
57 Polimorfizam 690 Substitucija - Missense
Ampl 1/2/4: wt
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60

Homozigotna

Ampl 1: c.102_111del10 p.R35fs*122 COSM
18533 Delecija - Frameshift

Ampl 3: c.560_561ins8 (CTCTCACC)
p.P187_P198insSHP Insercija —-inframe
Ampl 4: c.936_937insCCA p.Q312_K313insP
Insercija - In frame

Ampl 2: wt

73

Polimorfizam 690

Ampl 3: c.690G>T p.T230S
Substitucija - Missense
Ampl 1/3/4: wt

72

Homozigotna

Amp1:c.178_194del17 p.T60fs*?
Amp 2: c.178_194del17 p.T60fs*?
Ampl 4: c.920_921ins9 (GCAGCGCAA)
p-R306_N307insKQR COSM 5064954
Insercija - In frame

Ampl3: wt

87

Homozigotna

Ampl 4: c.922T>G homozigot p.L331R
Substitucija - Missense
Amlp 1/2/3: wt

94

Polimorfizam 584

Ampl 3: ¢.588_589insCACCCG
.P196_P197insHP COSM 1666668
Insercija - In-frame

Ampl 1/2/4: wt

102

Polimorfizam 584

Ampl 3: ¢.589_590insACCCGC
.P196_P197insHP COSM 4170207
Insercija - In-frame

Ampl 1/2/4: wt

123

Polimorfizam 690

Ampl 3: c.690G>T p.T230S
Substitucija — Missense
Ampl 1/2/4: wt

137

Heterozigotna

Ampl 4: c.1066_1071delAACTGC
.N356_C357del COSM 97060
Delecija - In-frame

Ampl 1/2/3: wt

143

Heterozigotna

Ampl 2: c.247delC p.Q83fs*77 COSM 18161
Delecija - Frameshift
Ampl 1/3/4: wt

198

Polimorfizam 690

Ampl 3: c.690G>T p.T230S
Substitucija - Missense
Ampl 1/2/4: wt

229

Homozigotna

Ampl 2: c.247delC p.Q83fs*77 COSM 18161
Delecija - Frameshift

Ampl 4: c.952_953insTGA p.L317_T318insM
Insercija - In-frame

Ampl 1/3: wt

242

Heterozigotna

Ampl 1: c.98 99delTT p.F33fs*74 COSM
29502 Delecija - Frameshift
Ampl 2/3/4: wt

Skracenice: Amlp, amplifikacija; wt, engl. wild type, divlji tip alela
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U nasSoj grupi bolesnika, glavni tipovi AML prema SZO Kklasifikaciji bili su
zastupljeni sa slede¢om ucestalo$¢u: 48% AML-NOS (135/281), 37,4% AML-
RGP (105/281) i 14,6% AML-MDS (41/281). Medutim, neoplazmu blastnih
plazmacitoidnih dendritskih c¢elija i neoplazme povezane sa Daunovim

sindromom nismo detektovali.

Najucestaliji suptipovi u tipu AML-NOS su: Akutna mijelomonocitna
leukemija, AML sa sazrevanjem i Akutna monoblastna/monocitna leukemija,

dok su ostali suptipovi bili redi (Grafikon 15.).
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Grafikon 15.. UCestalost razlic¢itih suptipova u grupi bolesnika AML-NOS

Akutnu megakarioblastnu leukemiju, akutnu eritroblastnu leukemiju i

akutnu panmijelozu sa mijelofibrozom nismo detektovali.

Najucestaliji suptipovi u okviru AML-RGP su AML sa NPM1mut i APL
(Grafikon 16.). Nisku ucestalost su imali AML sa t(8;21), AML sa CEBPA™t i AML
sa inv(16)/t(16;16). Veoma nisku ucestalost su ispoljili su AML sa t(v;11q23) i
AML sa t(6;9).
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Grafikon 16. Ucestalost razlic¢itih suptipova u grupi bolesnika AML-RGP

Doprinos imunofenotipske klasifikacije finalnoj dg bolesnika sa AML je
prikazan na Grafikonu 17. Ispitivanje stepena saglasnosti izmedu imunoloske
klasifikacije i SZO Klasifikacije u celoj grupi bolesnika sa AML, pokazalo je
saglasnost kod 68,2% (191/280) bolesnika.
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Grafikon 17. Stepen saglasnosti izmedu imunoloSke klasifikacije
i klasifikacije suptipova AML-NOS prema SZO klasifikaciji

Doprinos imunofenotipske klasifikacije finalnoj dg bolesnika sa AML-RGP
je prikazan na Grafikonu 18. Stepen saglasnosti izmedu imunoloske dg i

suptipova AML-RGP je u proseku nizZi i kre¢e se u opsegu od 0% do 100%.

112



REZULTATI

Najvisi stepen saglasnosti karakteriSe APL (100%) i AML sa t(8;21) (83%).
Potpuno odsustvo saglasnosti karakteri suptipove AML sa NPM1mut i AML sa
CEBPAm™ut, AML sa t(v;11q23) i AML sa t(6;9).
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Grafikon 18. Stepen saglasnosti izmedu imunoloSke klasifikacije i
suptipova AML-RGP prema SZO klasifikaciji

Doprinos imunofenotipske Kklasifikacije finalnoj dg bolesnika sa AML-

NOS je prikazan na Grafikonu 19.
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Grafikon 19. Stepen saglasnosti izmedu imunoloske klasifikacije i finalne
klasifikacije suptipova AML-NOS prema SZO
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Stepen saglasnosti izmedu imunoloSkog suptipa i suptipa AML-NOS
prema Kklasifikaciji SZO je veoma visok - 84% do 100%. NiZi stepen saglasnosti

je postignut u AML sa sazrevanjem i akutnoj monoblastnoj lukemiji.

5. Analiza imunofenotipskih karakteristika tipova AML

Demografske i klinicko-hematoloSke karakteristike grupa bolesnika

glavnih tipova AML na dg prikazane su u Tabeli 27.

Osobe muskog pola cine dve tretine bolesnika u vecini tipova AML.
Medijana starosti je znacajno viSa u tipu AML-MDS (64 god.), kao i ucestalost
starijih bolesnika (73%) u poredenju sa AML-RGP (52 god.), gde je i znacajno
nizu ucestalost starijih bolesnika (29%) (p<0,05).

U pogledu prosecnih vrednosti Le, utvrdena je niZa vrednost u tipu AML-
MDS (<30x109/1) u poredenju sa ostalim tipovima AML, koje karakterisu vise
prosecne vrednosti Le (230x107/1) (p>0,05).

Prosecne vrednoste Tr svih suptipova AML-NOS su sniZene (<80x107/1),
uz visoku ucestalost trombocitopenije (288% slucajeva). Prose¢ne vrednosti Hb
svih tipova AML su takode sniZene, uz prisustvo znacajnih razlika (p<0,05).
Naime, najniZe prosefne vrednosti Hb karakteriSu tip AML-MDS (88 g/l).

Ucestalost anemije je veoma visoka u svim tipovima AML (289% slucajeva).

Prosecne vrednosti LDH u serumu su poviSene u svim tipovima AML, pri
¢emu su viSe vrednosti utvrdene u AML-MDS u poredenju sa AML-NOS i AML-
RGP (p>0,05). PoviSenu vrednost LDH u serumu ima oko dve trecine bolesnika u
svim suptipovima AML.

Analiza prisustva limfadenopatije je pokazala nisku ucestalost u svim
tipovima AML (<20%). Hepatomegalija i/ili splenomegalija je utvrdena u
svim tipovima AML, ali je ucestalost ve¢a u AML-MDS (37%) u poredenju sa

ostalim tipovima (~20%) (p>0,05).
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Tabela 27. Demografske i klinicko-hematoloske karakteristike tipova AML

Karakteristika AML-NOS AML-RGP AML-MDS P1 P2
n=135 n=105 n=41

Pol f(%)

muski 58,5 (79/135) 58,1 (61/105) 56,1 (23/41) 0,963

zenski 41,5 (56/135) 41,9 (44/105) 43,9 (18/41)

Starost n=135 n=105 n=41

x + SD (god.) 55,17 + 13,44 50,88 + 13,65 62,34+ 11,20 *0,015 *0,022

Me (opseg) 58 (19-84) 52 (20-78) 64 (30-79) $0,002 $0,001

260 god. f(%) 43 (58/135) 28,6 (30/105) 73,2 (30/41) #0,000 #0,000

Le n=135 n=105 n=41

x + SD (x109/1) 43,24 + 68,58 39,44 + 48,73 27,68 £ 39,31 0,411

Me (opseg) 13,8 (0,7-375,2) 16 (0,6-195) 4,7 (0,1-182,4)

Le nivo f (%)

sniZzen 31,9 (43/135) 26,7 (28/105) 39,0 (16/41) 0,479

povisen 54,1 (73/135) 56,2 (59/105) 41,5 (17/41)

Tr n=135 n=105 n=41

x + SD (x109/1) 71,02 £ 59,90 62,99 * 64,78 77,61 + 67,80 0,395

Me (opseg) 55,0 (1-402) 39 (3-420) 59 (8-330)

Tr nivo 0,470

Snizen f (%) 88,1 (119/135) 92,4 (97/105) 92,7 (38/41)

Hb n=135 n=105 n=41 *0,022

x + SD (g/dl) 93,62 +17,59 98,80 + 16,84 87,49 + 15,32 $0,046

Me (opseg) 92,0 (46-138) 98 (65-140) 88 (56-122) #0,000

Hb nivo

SnizZen f (%) 92,6 (125/135) 88,6 (93/105) 97,6 (40/41) 0,185

Blasti pk n=133 n=104 n=41 *0.223

% % SD (% NC) 39,96 + 32,62 45,17 + 32,55 32,80 +29,42 $0,211

Me (opseg) 30 (0-98) 50 (0-98) 26 (0-89) #0.036

Blasti ks n=135 n=105 n=41 *0,016

% % SD (% NC) 66,41 + 21,40 72,52 + 20,46 57,07 + 24,45 $0,025

Me (opseg) 71 (19-97) 79 (3-100) 66 (20-95) #0.000

LDH n=71 n=58 n=18

x +SD (U/]) 1283,31+1467,53 1568,26+1355,20 2179,50+3341,53 0,073

Me (opseg) 830 (150-9144) 1090 (189-7180) 1062 (315-4000)

LDH nivo

PoviSen f(%) 63,1 (53/84) 74,0 (57/77) 69,2 (18/26) 0,328

Limfadenopatija

prisutna f (%) 10,2 (10/98) 14,1 (11/78) 16,7 (5/30) 0,571

Hep/Splmeg.

Prisutna f (%) 21,4 (21/98) 21,8 (17/78) 36,7 (11/30) 0,200

Skraéenice: NC, nukleirane celije; Hb, hemoglobin; LDH, laktat dehidrogenaza; ks, kostna srz; Le,
leukociti; Me, medijana; pk, periferna krv; SD, standardna devijacija; Tr, trombociti; x, prosecna

vrednost; pl - uporedivanja kontinuiranih varijabli;

p2 - uporedivanja diskontinuiranih

varijabli; *p - AML-NOS vs. AML-RGP; $p - AML-NOS vs. AML-MDS; #p - AML-RGP vs. AML-MDS.

* $: # - simboli
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Citomorfoloski procenjena prosecna vrednost populacije blasta pk
bolesnika, znacajno je niZza u AML-MDS (33% Le) u poredenju sa AML-RGP
(45% Le) (p=0,040), pri ¢emu razlika nije potvrdena kao znacajna u odnosu na
tip AML-NOS (40% Le). Citomorfoloski procenjene prosetne vrednosti
populacije blasta ks bolesnika su znacajno varirale medu tipovima AML
(p<0.05). Najnizu prose¢nu vrednost blasta ks ima AML-MDS (57% NC) i ova se
vrednost znacajno razlikuje u poredenju sa AML-RGP (72% NC) (p=0,000) i
AML-NOS (66% NC) (p=0,019), kao i medu poslednja dva tipa (p=0,026).

Citogenetska analiza je pokazala prisustvo aberantnog kariotipa u svim
tipovima AML, ali sa znacajno razlicitom ucestaloS¢u (p=0,000). Najveca
uCestalost aberantnog kariotipa je utvrdena u tipu AML-MDS (39/41, 95,1%) u
odnosu na AML-RGP (52/105, 49,5%) i AML-NOS (47/135, 34,8%).

[spitivanje prisustva FLT3 mutacije, pokazalo je prisustvo bar jednog od
tipova ove mutacije u svim tipovima AML, ali sa znacajnim razlikama u
ucestalosti (p=0,001). Najveca ucestalost FLT3 mutacije je utvrdena u AML-RGP
(37/85, 43,6%), niza u AML-NOS (20/81, 24,7%) i najniza u AML-MDS (2/25,
8%). Mutacija FLT3-ITD je detektovana u svim tipovima AML, dok FLT3-d835
nije detektovana samo u tipu AML-MDS (Grafikon 20.).

0,09
AML-MDS %

8,0%
AML-NOS 9,9% FLT3-d835

14,8%
FLT3-ITD
9,49
AML-RGP %
36,5%
0% 10% 20% 30% 40%

Grafikon 20. UcCestalost razlic¢itih tipova FLT3 mutacije u tipovima AML
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5.1. Analiza imunofenotipski definisanih populacija ks tipova

AML

Zastupljenost imunoloSki definisanih populacija ¢elija u ks bolesnika sa

razlicitim tipovima AML je prikazana u Tabeli 28.

Populacija leukemijskih blasta, definisana prema obrascu ekspresije

CD45/SSC, predstavlja dominantnu populaciju u ks svih tipova AML (258% NC).

Znacajno viSa prosecna vrednost populacije leukemijskih blasta je utvrdena u

AML-RGP u poredenju sa AML-NOS i AML-MDS (p<0.01).

Tabela 28. Zastupljenost imunoloski definisanih populacija ¢elija ks u glavnim
tipovima AML na dg

Karakteristik AML-NOS AML-RGP AML-MDS
arakteristika n=135 n=105 n=41 p
AC CD45/SSC n=128 n=99 n=41

*0,008
X % SD (%NC) 62,49 £ 24,08 70,57 £ 23,14 57,68 £ 24,47 $0,323
Me (opseg) 67 (17-97) 78 (8-97) 50 (18-98) #0,003
AC CD45 obr f(%)
nizak 24,4 (33/135) 33,3 (35/105) 29,3 (12/41)
srednji 35,6 (48/135) 38,1 (40/105) 41,5 (17/41) 0,584
visok 22,2 (30/135) 15,2 (16/105) 14,6 (6/41)
heterogen 17,8 (24/135) 13,3 (14/105) 14,6 (6/41)
AC SSC f(%)
niska 45,9 (62/135) 20 (21/105) 61 (25/41) *0,000
srednja 35,6 (48/135) 46,7 (49/105) 22 (9/41) $0,195
heterogena 18,5 (25/135) 33,3 (35/105) 17,1 (7/41) #0,000
CD34+ pop. n=128 n=99 n=41
*0,000
X £ SD (% NC) 35,10 + 28,23 18,86 + 23,33 43,42 + 26,43 $0,111
Me (opseg) 33,5 (0,1-96) 6 (0-84) 42 (0,2-93) #0,000
CD117+ pop. n=128 n=99 n=41
*0,027
X £SD (% NC) 38,29 £ 24,45 46,49 + 28,48 43,03 £ 21,02 $0,145
Me (opseg) 36 (0,2-96) 52 (0,34-91) 43 (4,3-89) #0,411
2 B prek n=128 n=99 n=41
*0,003
X £SD (% NC) 0,20 0,82 0,10+ 0,41 0,40+0,78 $0,213
Me (opseg) 0 (0-8,82) 0 (0-3) 0 (0-3,8) #0,002
Limfociti n=128 n=99 n=41
X £SD (% NC) 11,91 £ 13,27 9,98 + 10,54 11,66 + 10,55 0,209
Me (opseg) 6 (1-60) 5 (1-49) 9 (1-50)
Gr prek n=127 n=94 n=39
*0,021
X £SD (% NC) 21,04 + 18,53 16,71+ 18,38 23,85+ 16,91 $0,249
Me (opseg) 15 (1-72) 9 (0,4-82) 24 (0,25-65) #0,013
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Eozinofili n=74 n=44 n=19
*0,050
X £ SD (% NC) 2,00+ 2,74 1,53+£2,19 2,18+3,43 $0,413
Me (opseg) 1,2 (0,12-19) 0,9 (0,16-11) 1,24 (0,5-16) #0,016
Mono prek n=126 n=97 n=41
X £SD (% NC) 20,83 £ 26,41 16,75 £ 24,93 17,26 + 23,86 0,141
Me (opseg) 9 (0,2-96) 4 (0,16-95) 74 (0,1-93)
Eritro prek n=91 n=59 n=28
*0,016
X £SD (% NC) 9,20 £10,28 7,32+11,80 14,48 + 14,69 $0,263
Me (opseg) 6 (0,5-63) 3 (1-57) 7,5 (1-46) #0,021

Skracenice: AC, atipicne (éelije; Eritro, eritrocitni; Gr, granulocitni; Le, leukociti; Me, medijana; Mono,
monocitni; pop. populacija; prek, prekursori; SD, standardna devijacija; SSC, celijska granulacija; x,
prosecna vrednost; *p ~AML-NOS vs. AML-RGP; $p - AML-NOS vs. AML-MDS; #p - AML-RGP vs. AML-MDS;
*. §: # - simboli

Analiza obrazaca ekspresije CD45 molekula u tipovima AML je
pokazala najvecu ucestalost niskog i/ili srednjeg obrasca ekspresije CD45
molekula (260% slucajeva) u svim tipovima AML (p>0,05). Analiza tipova
Celijske granulacije je pokazala da niska i/ili srednja celijska granulacija
predstavljaju najucestalije obrasce u AML-NOS i AML-MDS, pri ¢emu u AML-RGP

predominiraju srednja i/ili heterogena granulacija populacije blasta (p=0,000).

Analiza prosecnih vrednosti populacije leukemijskih éelija, definisanih
prema CD34/CD45/SSC obrascu, pokazala je znaCajno niZzu vrednost u AML-
RGP (19% NC) u poredenju sa AML-NOS (35% NC) (p=0.000) i AML-MDS (43%
NC) (p=0.000), pri ¢emu izmedu dva poslednja tipa nije potvrdena znac¢ajnost
razlike (p=0.085).

Analiza prosecnih vrednosti populacije leukemijskih éelija, definisanih
prema CD117/CD45/SSC obrascu, pokazala je relativno ujednacene vrednosti
ove populacije u svim tipovima AML, uz znacajnu razliku samo izmedu AML-

RGP i AML-NOS (47% vs. 38% NC, p=0,027).

Analiza populacije B-Celijskih prekursora - hematogona I/11, pokazala je
njihove niske prosecne vrednosti u svim tipovima AML, uz prisustvo znacajnih
razlika medu njima (p=0,002). NajniZe prosetne vrednosti su registrovane u

AML-RGP u odnosu na ostale tipove AML (p<0,01).

Analiza proseCnih vrednosti populacije granulocitnih prekursora ks

razliCitih tipova AML, pokazala je prisustvo znacajnih razlika medu njima
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(p=0,014). Naime, najniZza prosec¢na vrednost je utvrdena u slucaju AML-RGP u
poredenju sa ostalim tipovima AML (p<0.05). Prosecna vrednost populacije
eozinofila je takode znacajno niza u AML-RGP u poredenju sa AML -MDS
(p=0,016).

Prosecna vrednost populacije monocitnih prekursora razlicitih tipova
AML ¢ini relativno malu populaciju ks (<21% NC), i ne razlikuje se znacajno

izmedu razlic¢itih tipova AML ( p<0,01).

Prosec¢na vrednost populacije eritrocitnih prekursora ks je znacajno

niza u AML-RGP u poredenju sa AML-NOS i AML-MDS (p<0,05).

Analiza prosecne zastupljenosti populacije limfocita u ks bolesnika sa
razli¢itim tipovima AML, nije pokazala prisustvo znacajnih razlika izmedu

ispitivanih tipova ( p=0.05).

5.2. Analiza imunofenotipskih karakteristika populacije blasta
glavnih tipova AML na dg

Razli¢iti aspekti ekspresije ranih linijski nespecificnih i ranih
mijelomonocitnih hLDM na populaciji leukemijskih blasta glavnih tipova AML
su prikazani u Tabeli 29. / Grafikonu 21.

Molekuli HLA-DR i CD11a su eksprimirani na populaciji leukemijskih
blasta u svim tipovima AML, pri ¢emu znacajno visa ucestalost ekspresije kao i
veca prosecna ekspresija karakteriSe AML-MDS i AML-NOS u poredenju sa AML-
RGP (p=0,000). U AML-MDS, najucestaliji obrazac ekspresije CD11a molekula je
visok (43%), dok su u slucaju HLA-DR molekula najceS¢i obrasci heterogen

(45%) ili visok (34%).

Rani linijski nespecificni hLDM, €D38, CD123 i CD135, pokazuju visoku
ucCestalost ekspresije u svim tipovima AML (289% slucajeva). Prose¢na vrednost
ekspresije CD38, CD123 i CD135 ukazuje da su ovi molekuli eksprimirani bar na
2/3 populacije leukemijskih ¢elija (p<0,05).
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Tabela 29. Razli¢iti aspekti ekspresije ranih linijski nespecificnih i ranih
mijelomonocitnih hLDM na populaciji blasta glavnih tipova AML na dg

hLDM AML-NOS AML-RGP AML-MDS P1 P2
n=135 n=105 n=41
CD11a n=50 n=59 n=21 * %
(%) 94 (47/50) 57,6 (34/59) 100 (21/21) $%’ggg $(())’g(2)8
x £ SD (%) 76,26 + 25,20 40,75 + 36,19 78,71 + 20,06 #0’000 #0’000
Me (opseg) 84 (4-100) 31 (1-100) 86 (38-100) ! !
CD38 n=74 n=63 n=21
(%) 100 (74/74) 95,2 (60/63) 100 (21/21) 0,100 0,248
x £ SD (%) 89,35+13,60 78,56+27,10 77,43+27,65
Me (opseg) 95 (35-100) 94 (8-100) 95 (25-99)
Cbh123 n=54 n=47 n=17
(%) 100 (54/54) 95,7 (45/47) 100 (17/17) 0215 0120
x £ SD (%) 77,35£19,20 66,87+£25,96 76,59+19,83 ! ’
Me (opseg) 84 (23-99) 76 (8-98) 84 (25-97)
CD135 n=52 n=53 n=17
(%) 100 (52/52) 88,7 (47/53) 100 (17/17) 0,016 0,088
x £ SD (%) 81,19+17,72 69,09+£29,68 73,06+£18,64 *0,027
Me (opseg) 86,5 (30-100) 78 (2-99) 73 (39-98) #0,324
CDh71 n=84 n=48 n=29
(%) 95,2 (80/84) 95,8 (46/48) 96,6 (28/29) 0954 0361
x £ SD (%) 66,81 + 22,18 65,02 + 24,77 72,00 22,50 ! ’
Me (opseg) 69 (6-97) 71 (7-98) 80 (5-98)
HLA-DR n=135 n=105 n=41
(%) 94,1 (127/135) 63,8 (67/105) 92,7 (38/41) *0,000 *0,000
x £ SD (%) 84,42 + 23,98 55,39 + 41,25 80,27 + 25,38 $0,720 $0,021
Me (opseg) 94 (1-100) 76 (0-100) 91 (1-99) #0,000 #0,010
CD34 n=135 n=105 n=41
f (%) 73,3 (99/135) 53,3 (56/105) 87,8 (36/41) *0,001 *0,000
x £ SD (%) 59,12 + 39,60 32,82 £ 36,21 76,59 + 32,70 $0,055 $0,066
Me (opseg) 78 (1-100) 12 (1-99) 94 (1-100) #0,000 #0,000
CD117 n=135 n=105 n=41
f (%) 90,4 (122/135) 90,5 (95/105) 95,1 (39/41) 0.620 *0,110
x £ SD (%) 66,68 + 31,72 63,69 £ 29,51 75,85 + 25,21 ! $0,220
Me (opseg) 82 (1-100) 72 (1-100) 88 (7-100) #0,008
CD13 n=135 n=105 n=41
f (%) 96,3 (130/135) 98,1 (103/105) 95,1 (39/41) 0591 *0,026
x £ SD (%) 77,79 + 24,99 74,08 + 23,45 84,76 + 24,87 ! $0,077
Me (opseg) 89 (5-100) 81 (3-100) 94 (1-100) #0,000
CD33 n=133 n=103 n=41
(%) 94,7 (126/133) 100 (103/103) 100 (41/41) *0,020 *0,000
x £ SD (%) 77,62 27,96 89,81 +17,51 74,71 + 25,23 $0,201 $0,202
Me (opseg) 93 (3-100) 97 (25-100) 85 (20-100) #0,000
cMPO n=132 n=103 n=38
(%) 73,5(97/132) 91,3 (94/103) 63,2 (24/38) *0,001 *0,000
x £ SD (%) 39,83 + 33,84 62,14 + 33,98 35,26 + 31,63 $0,216 $0,450
Me (opseg) 28 (0-99) 72 (1-100) 31 (1-97) #0,000 #0,000
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cLizozim n=38 n=37 n=15

£ (%) 55,3 (21/38) 75,7 (28/37) 73,32 (11/15) 0144 0429
x +SD (%) 33,08 £ 36,07 37,57 +33,43 31,33 £ 28,70 ’ ’
Me (opseg) 14 (1-100) 27 (1-99) 18 (1-89)

Skracenice: f, ucestalost ekspresije; Me, medijana; SD, standardna devijacija; x, prosecna
vrednost . pl - uporedivanja diskontinuiranih varijabli; p2 - uporedivanja kontinuiranih
varijabli; *; $; # - simboli; *p - AML-NOS vs. AML-RGP; $p - AML-NOS vs. AML-MDS; #p - AML-
RGP vs. AML-MDS.

U tipu AML-MDS, obrazac ekspresije CD38 molekula je veoma varijabilan,
dok su u slucaju CD123 i CD135 najzastupljeniji nizak ili srednji obrazac

ekspresije.

Molekul €D71 je eksprimiran sa visokom ucestalo$¢u u svim tipovima
AML (295%), uz prosecnu ekspresiju na dve tre¢ine populacije blasta (p<0,05).
U tipu AML-MDS, obrazac ekspresije CD71 je veoma varijabilan, pri ¢emu

obrazac visoke ekspresije nije detektovan.

Molekul €D34 je pokazao znacajne razlike u ekspresiji medu tipovima
AML (p=0,000). Tip AML-MDS KkarakteriSu najvec¢a ucestalost ekspresije i
najveca prosecna ekspresija na populaciji blasta u poredenju sa AML-NOS i
AML-RGP. U AML-MDS, obrazac ekspresije CD34 je predominantno visok (81%

slucajeva).

Molekul €D117 je eksprimiran sa visokom ucestalo$¢u (290%) u glavnim
tipovima AML, uz prosecnu ekspresiju koja obuhvata bar dve trecine populacije
blasta. Znacajno ve¢a CD117+ frakcija leukemijskih blasta karakterise AML-MDS
u poredenju sa AML-RGP (p=0,008). U tipu AML-MDS, obrazac ekspresije CD117

molekula je najcesSce visok (62%).

Ispitivanje ucestalosti koekspresije molekula €D34*CD117*HLA-DR* na
populaciji blasta u AML-MDS, pokazalo je visoku ucestalost koekspresije ova tri

molekula (32/41, 78%).

Rani diferencijacioni mijelomonocitni molekul €D13 je eksprimiran sa
visokom ucestalo$¢u (295%) uz visoku prosecnu ekspresiju, koja je obuhvatala
oko tri ¢evrtine populacije LC. Znac¢ajno ve¢a CD13+ frakcija leukemijskih blasta

karakteriSe AML-MDS u odnosu na AML-RGP (85% vs. 74%, p=0,000). Molekul
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CD13 karakteriSu pretezno visok (54%) ili srednji (23%) obrazac ekspresije na

populaciji blasta u AML-MDS.

Rani diferencijacioni mijelomonocitni molekul €CD33 je eksprimiran sa
visokom ucestalo$¢u (295% slucajeva) na populaciji leukemijskih celija tipova
AML, uz visoku prosetnu ekspresiju koja je obuhvatala oko tri Cetvrtine
populacije LC. Znacajno veéa CD33* frakcija blasta karakterise AML-RGP (90%
LC) u odnosu na AML-NOS (78% LC) i AML-MDS (74% LC) (p=0,000). Obrasci

ekspresije CD33 molekula su veoma varijabilni u AML-MDS.

Molekul ¢MPO je pokazao znacajne razlike u ekspresiji medu tipovima
AML (p=0,000). Naime, AML-RGP karakteriSu znacajno veca ucestalost
ekspresije i najveca prosecna ekspresija na populaciji blasta u poredenju sa
AML-NOS i AML-MDS. U AML-MDS, obrazac ekspresije cMPO molekula je

predominantno nizak (82% slucajeva).
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Grafikon 21. Ucestalost obrazaca ekspresije ranih linijski nespecificnih i
ranih mijelomonocitnih hLDM na blastima tipa AML-MDS

Ekspresija cLizozima je utvrdena u svim tipovima AML, pri ¢emu je

ucestalost ekspresije niza u AML-NOS u odnosu na ostale tipove (p>0,05).
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Frakcija cLizozim* leukemijskih blasta ¢ini tre¢inu populacija blasta u svim
tipovima AML. U tipu AML-MDS, obrazac ekspresije cLizozima je

predominantno heterogen (73% slucajeva).

Razliciti aspekti ekspresije kasnijih mijelomonocitnih hLDM na populaciji
leukemijskih blasta tipova AML su prikazani u Tabeli 30. / Grafikonu 22. Medu
kasnijim diferencijacionim mijelomonocitnim molekulima, najve¢u ucestalost
ekspresije u razlic¢itim tipovima AML ispoljava ¢CD68 (=295%), uz prosecnu
vrednost ekspresije koja je znacajno ve¢a u AML-RGP u poredenju sa ostalim
tipovima AML (p=0,000). Obrazac ekspresije molekula cCD68 u tipu AML-MDS
je najcesSce nizak (47%) ili heterogen (42%).

Molekuli €D15 i CD11b su eksprimirani u svim tipovima AML sa nizom
ucestalo$¢u (<50% slucajeva), uz prosecnu vrednost ekspresije koja obuhvata
samo frakciju leukemijske populacije (£31% LC) (p>0,05). Najucestaliji obrasci
ekspresije CD15 molekula u tipu AML-MDS su nizak ili heterogen (42% svaki),

dok u sluc¢aju CD11b molekula predominira obrazac visoke ekspresije (63%).

Molekul €D11c je eksprimiran sa znacajno niZom ucestalo$¢u u tipu
AML-MDS (39%) u odnosu na AML-NOS (58%) (p=0,032). Prosetna vrednost
ekspresije ukazuje da je CD11c eksprimiran na subpopulaciji leukemijskih celija
(£36% LC) u svim tipovima AML, uz znacajno vi$u vrednost u tipu AML-NOS u
odnosu na ostale tipove AML (p<0,05). U tipu AML-MDS, najucestaliji obrazac
ekspresije CD11c je nizak (62% slucajeva).

Molekul €D4 je eksprimiran u svim tipovima AML sa niZom ucestalos¢u
(50%-60%), uz prosectnu vrednost ekspresije koja obuhvata oko 1/3
leukemijske populacije (p>0,05). Najucestaliji obrazac ekspresije CD4 molekula

u tipu AML-MDS je nizak (75% slucajeva).

Molekul €D64 je eksprimiran sa znacajno viSom ucestaloS¢u u AML-RGP
(58% slucajeva) u odnosu na AML-NOS (38%) i AML-MDS (28%) (p<0,01).
Prose¢na vrednost ekspresije ukazuje da je molekul CD64 eksprimiran na

frakciji leukemijskih éelija (£33% LC) u svim tipovima AML, uz znacajno vecu
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frakciju u AML-RGP u odnosu na ostale tipove (p<0,05). U AML-MDS,

najucestaliji obrasci ekspresije CD64 molekula su srednji (46%) ili nizak (36%).

Tabela 30. Razliciti aspekti ekspresije kasnih mijelomonocitnih hLDM na

populaciji blasta tipova AML na dg

hLDM AML-NOS AML-RGP AML-MDS P1 P2
n=135 n=105 n=41
cCD68 n=48 n=41 n=20
(%) 100 (48/48) 100 (41/41) 95 (19/20) *0,000
x + SD (%) 77,58 £ 21,15 90,85+ 12,30 70,30 £ 22,66 0,106 $0,125
Me (opseg) 84,5 (20-100) 96 (49-100) 76,5 (7-100) #0,000
CD15 n=135 n=104 n=41
£ (%) 37,8 (51/135) 45,2 (47/104) 29,3 (12/41) 0,185 0,445
x + SD (%) 25,61 + 28,38 27,07 £ 28,07 19,22 £ 22,76
Me (opseg) 11 (1-98) 17,5 (1-97) 10 (1-94)
CD11b n=135 n=104 n=41
(%) 45,9 (62/135) 33,7 (35/104) 46,3 (19/41) 0,127 0,190
x £ SD (%) 31,04 £ 30,54 25,38 £ 30,79 24,71 £ 21,07
Me (opseg) 17 (1-98) 10 (1-97) 17 (1-75)
CD11c n=127 n=102 n=41
(%) 58,3 (74/127) 46,1 (47/102) 39 (16/41) *0,066 0,017
x £ SD (%) 35,49 £+ 31,69 29,52 £ 34,01 21,15 £ 22,97 $0,032 $0,023
Me (opseg) 27 (1-100) 11,5 (1-99) 16 (1-99) #0,442 #0,961
CD4 n=125 n=95 n=39
f (%) 60,8 (76/125) 50,5 (48/95) 51,3 (20/39) 0,265 0,717
x £ SD (%) 36,11 £ 29,79 33,46 £ 31,93 32,79 £ 27,43
Me (opseg) 29 (0-100) 21 (0-96) 26 (1-99)
CD64 n=127 n=96 n=39
f (%) 37,8 (48/127) 58,3 (56/96) 28,2 (11/39) *0,002 *0,026
x + SD (%) 28,39 + 33,02 32,70 £ 29,82 22,13 £ 26,02 $0,274 $0,787
Me (opseg) 10 (1-100) 23 (1-99) 12 (1-99) #0,002 #0,038
CD36 n=135 n=102 n=41
f (%) 31,1 (42/135) 23,5(24/102) 12,2 (5/41) *0,197 *0,010
x + SD (%) 22,10 £ 27,12 17,97 £ 26,09 9,83 + 8,62 $0,016 $0,144
Me (opseg) 9 (1-93) 5 (1-93) 8 (1-42) #0,127 #0,544
CD35 n=36 n=36 n=15
(%) 33,3 (12/36) 20,0 (7/35) 33,3 (5/15) 0,361 0,110
x £ SD (%) 17,33 £20,01 12,36 £ 18,00 16,73 £ 16,82
Me (opseg) 9 (0-100) 4,5 (1-71) 15 (1-64)
CDh14 n=135 n=105 n=41
(%) 19,3 (26/135) 11,4 (12/105) 9,8 (4/41) 0,145 *0,003
x £ SD (%) 10,48 + 15,20 6,70 £ 13,28 6,20+ 7,82 $0,979
Me (opseg) 3(0-63) 2 (0-81) 3(0-32) #0,006
CD163 n=36 n=33 n=15
(%) 19,4 (7/36) 15,6 (5/32) 0,0 (0/15) 0,192 0,384
x £ SD (%) 10,17 £ 15,62 8,79+17,76 2,53+2,36
Me (opseg) 2 (0-64) 1(0-76) 2 (1-10)
Skracenice: f, ucestalost ekspresije; Me, medijana; SD, standardna devijacija; x, prosecna

vrednost . pl - uporedivanja diskontinuiranih varijabli; p2 - uporedivanja kontinuiranih
varijabli; *; $; # - simboli; *p - AML-NOS vs. AML-RGP; $p - AML-NOS vs. AML-MDS; #p - AML-
RGP vs. AML-MDS.
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Ucestalost ekspresije molekula €D36 je niska u svim tipovima AML
(£33%), a posebno u tipu AML-MDS u poredenju sa AML-NOS (12% vs. 31%,
p=0,016). Molekul CD36 je eksprimiran na maloj subpopulaciji leukemijskih
blasta (£22% LC). Naj¢e$¢i obrazac ekspresije CD36 u AML-MDS je nizak (60%

slucajeva).

Ucestalost ekspresije molekula CD14 i CD163 je niska u svim tipovima
AML (£19%), pri cemu u slu¢aju AML-MDS nije utvrdena ekspresija CD163 ni u
jednom od ispitivanih bolesnika. Prose¢na vrednost ekspresije oba molekula
ukazuje da su eksprimirani na maloj subpopulaciji leukemijskih ¢elija (<10%
LC). U AML-MDS, CD14 je eksprimiran preteZno prema heterogenom obrascu

ekspresije (75% slucajeva).
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Grafikon 22. Ucestalost obrazaca ekspresije kasnih mijelomonocitnih
hLDM na blastima tipa AML-MDS
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5.3. Analiza ektopicne ekspresije limfoidnih hLDM na populaciji
blasta tipova AML

Analiza ektopic¢ne ekspresije bar jednog od ispitivanih limfoidnih hLDM
na populaciji blasta tipova AML, pokazala je najvecu ucestalost u tipu AML-MDS
(Grafikon 23).

80% -
68,3%

7 0,
60% | 52,4% °7.8%

40% -

20% -

0% T T 1
AML-RGP AML-NOS AML-MDS

Grafikon 23. Ucestalost ektopicne ekspresije bar jednog od
ispitivanih limfoidnih hLDM na populaciji blasta tipova AML

Razliciti aspekti ektopicne ekspresije limfoidnih hLDM na populaciji
blasta tipova AML su prikazani u Tabeli 31./Grafikonu 24. Molekul CD56
ispoljava ekspresiju u svim tipovima AML, uz znacajno vecu ucestalost u AML-
MDS u poredenju sa AML-RGP (44% vs. 24%, p=0,017). Subpopulacija CD56*
blasta je u relativno mala u svim tipovima AML (225% LC). Najucestaliji obrasci

ekspresije CD56 molekula u tipu AML-MDS su nizak ili heterogen (39% svaki).

Molekul €D7 je eksprimiran u svim tipovima AML, ali sa znacajno viSom
ucestaloS¢u u AML-MDS (37%) u poredenju sa ostalim tipovima (<18%)
(p<0,05). Prosecna vrednost subpopulacije CD7* leukemijskih blasta je takode

znatno veca u AML-MDS u poredenju sa ostalim tipovima AML (p>0,05).
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Najces¢i obrazac ekspresije CD7 molekula u tipu AML-MDS je nizak (73%

slucajeva).

Molekul €D2 je eksprimiran sa niskom ucestaloS¢u u svim tipovima AML,

pri cemu je znacajno veca ucestalost utvrdena u tipu AML-RGP (13%) u odnosu

na ostale tipove (<6%) (p=0,040).

Tabela 31. Razliciti aspekti ektopi¢ne ekspresije limfoidnih hLDM na populaciji

blasta glavnih tipova AML

hLDM AML-NOS AML-RGP AML-MDS P1 P2
n=135 n=105 n=41
CD2 n=135 n=105 n=41
£ (%) 5,9 (8/135) 13,3 (14/105) 2,4 (1/41) *0,049 0,789
x = SD (%) 4,98 +7,08 9,30 £ 18,54 4,20 +£7,29 $0,687
Me (opseg) 2 (0-40) 2 (0-93) 2 (0-45) #0,068
CD7 n=135 n=105 n=41
£ (%) 16,3 (22/135) 18,1 (19/105) 36,6 (15/41) *0,713 0,108
x = SD (%) 12,22 + 20,36 14,17 + 24,74 21,17+ 27,81 $0,005
Me (opseg) 4 (1-98) 3(0-92) 4 (1-89) #0,018
CD56 n=135 n=105 n=41
f (%) 28,2 (38/135) 23,8 (25/105) 43,9 (18/41) *0,449 0,133
x = SD (%) 17,64 + 26,48 18,65 + 29,63 24,95 + 29,35 $0,058
Me (opseg) 5 (0-100) 4 (0-99) 8 (1-99) #0,017
CDh19 n=135 n=105 n=41
f (%) 6,7 (9/135) 11,4 (12/105) 2,4 (1/41) 0,150 0,685
x = SD (%) 4,82 +10,88 8,28+ 16,86 3,59+8,03
Me (opseg) 1 (0-81) 1 (0-75) 1 (1-50)
CD22 n=128 n=102 n=41
f (%) 18,1 (23/127) 2,9 (3/102) 31,7 (13/41) *0,000 *0,000
x = SD (%) 11,43 £17,56 3,78 +£5,03 20,61 + 24,67 $0,062 $0,017
Me (opseg) 4 (0-95) 2 (0-29) 10 (0-91) #0,000 #0,000
cCD79a n=120 n=92 n=33
f (%) 5,8 (7/120) 4,4 (4/92) 0,0 (0/33) 0,357 0,479
x = SD (%) 2,58 +5,09 2,20 £ 3,94 1,79 + 1,64
Me (opseg) 1 (0-43) 1 (0-30) 1 (0-8)

Skracenice: f, ucestalost ekspresije; Me, medijana; SD, standardna devijacija; X, prosecna
vrednost . pl - uporedivanja diskontinuiranih varijabli; p2 - uporedivanja kontinuiranih
varijabli; *; $; # - simboli; *p - AML-NOS vs. AML-RGP; $p - AML-NOS vs. AML-MDS; #p - AML-
RGP vs. AML-MDS.

Molekul CD2 je ekspimiran na maloj subpopulaciji (<10% LC), isklju¢ivo

prema obrascu niske ekspresije u svim tipovima AML, pri ¢emu je ta frakcija

takode najveca u tipu AML-RGP.
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U grupi hLDM B loze, molekul €D19 je eksprimiran sa niskom
ucestalo$c¢u u svim tipovima AML, pri Cemu je znatno veca ucestalost utvrdena u
tipu AML-RGP (11%) u odnosu na ostale tipove (<7%) (p>0,05). Molekul CD19
je ekspimiran na maloj frakciji blasta (<10% LC) isklju¢ivo prema obrascu

heterogene ekspresije, pri ¢emu je ta frakcija takode najveca u tipu AML-RGP.
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Cb19 ! heterogen
4 B srednji

CD7 E M nizak
CD2 !
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Grafikon 24. Ucestalost obrazaca ekspresije limfoidnih hLDM
na blastima tipa AML-MDS

Ekspresija €CD22 molekula je utvrdena u svim tipovima AML, uz znacajno
niZzu ucestalost ekspresije u tipu AML-RGP (3%) u poredenju sa AML-NOS
(18%) i AML-MDS (32%) (p=0,000). Prosecna vrednost CD22+ subpopulacije
blasta je znacajno veca u tipu AML-MDS u odnosu na ostale tipove AML

(p=0.000). Molekul CD22 karakteriSe nizak obrazac ekspresije u tipu AML-MDS.

Molekul ¢CD79a je selektivno eksprimiran samo u tipovima AML-NOS i
AML-RGP, i to sa veoma niskom ucestalos¢u (<6%) i na veoma maloj

subpopulaciji leukemijskih ¢elija.
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5.4. Ispitivanje imunofenotipskih karakteristika
populacije granulocitnih i monocitnih prekursora
AML-MDS

Zastupljenost i Celijski sastav populacije granulocitnih prekursora, kao i
njihova Celijska granulacija u ks naSe grupe bolesnika sa AML-MDS na dg,
analizirana je u cilju utvrdivanja razli¢itih vidova poremecaja u navedenim
karakteristikama. Analiza je pokazala da u ks bolesnika sa AML-MDS populacija
granulocitnih prekursora ¢ini relativno malu populaciju ks (24% NC) (Tabela

32).

"Sift u levo" u populaciji granulocitnih prekursora je utvrdeno kod
vecine bolesnika sa AML-MDS (93%), dok je blok u sazrevanju do stupnja

metamijelocit i/ili neutrofil utvrden kod tri Cetvrtine bolesnika.

Ispitivanje promena u obrascu ¢elijske granulacije populacije
granulocitnih prekursora bolesnika sa AML-MDS, pokazalo je prisustvo atipi¢ne
granulacije kod 40% bolesnika, dok je atipi¢na hipogranulacija bila prisutna

kod polovine bolesnika.

Ispitivanje prisustva maturacione asinhronije u ekspresiji grupe hLDM
(HLA-DR, CD45, CD34, CD135, CD13, CD33, CD15, cMPO) na populaciji
granulocitnih prekursora ks bolesnika sa AML-MDS, pokazalo je prisustvo bar
jednog od navedenih poremecaja kod svih bolesnika (Tabela 32.). Najvecu

ucestalost su ispoljili poremecaji u ekspresiji molekula HLA-DR, CD34 i CD45.

Ektopicna ekspresija bar jednog od ispitivanih molekula limfoidne loze
na populaciji granulocitnih prekursora, utvrdena je kod Cetvrtine bolesnika, gde

je najvecu ucestalost ektopicne ekspresije ispoljio molekul CD56 (24%).
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Tabela 32. Karakteristike populacije granulocitnih prekursora

bolesnika sa AML-MDS

Karakteristike AML-MDS
Gr prekursori n=39

X +SD (% NC) 23,85+ 16,91
Me (opseg) 24 (0,25 - 65)
Promijelociti n=29

X + SD (% Gr prek.) 33,76 £ 14,40
Me (opseg) 33(12-60)
Mijelociti n=30

X + SD (% Gr prek.) 41,50 + 14,23
Me (opseg) 40 (18-67)
Metamijelociti n=30

% + SD (% Gr prek.) 17,20 £ 9,96
Me (opseg) 17 (0-43)
Neutrofili n=30

x +SD (% Gr prek.) 8,37 £ 9,38
Me (opseg) 5(1-44)
Sift u levo 93,3% (28/30)

Blok u sazrevanju

73,3% (22/30)

Maturaciona asinhronija

CD34+
HLA-DR*
CD4 5high
CD135+
CD15+het
cMPOpr+
CD33-
CD13+high

100% (29/29)

85,7% (24/28)
92,9% (26/28)
78,6% (22/28)
27,3% (3/11)
67,9% (19/28)
61,5% (16,/26)
0% (0/28)
35,7% (10/28)

Aberantna ekspresija Li Ag

CD56+
CD2+
CD7+
CD19+

27,6% (8/29)

24,1% (7/29)
3,4% (1/29)
6,9% (2/29)
0% (0/29)

Granulacija Gr prek.

Atipi¢na hipogranulacija
Atipi¢na granulacija

40% (12/30)
50% (15/30)

Skracenice: Ag, antigen; Gr prek., granulocitni prekursori; Li, limfoidni; Me, medijana;
NC, nukleirane ¢elije; SD, standardna devijacija; x, srednja vrednost

Celijski sastav populacije monocitnih prekursora ks bolesnika sa AML-

MDS, analiziran je u cilju utvrdivanja poremecaja u ovoj populaciji (Tabela 33).

Ukupna populacija monocitnih prekursora ¢ini relativno malu populaciju u ks
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bolesnika (<17% NC). Ispitivanje ¢éelijskog sastava ove populacije je pokazalo da
monoblasti u proseku ¢ine Cetvrtinu populacije monocitnih prekursora, pri
¢emu je zastupljenost populacije promonocita i monocita podjednaka (~36%

svaka).

Tabela 33. Celijski sastav populacije monocitnih prekursora
bolesnika sa AML-MDS

Subpopulacije monocitnih AML-MDS
prekursora ks

ZMonocitni prekursori n=41
X = SD (% NC) 17,26 + 23,86
Me (opseg) 7 (0,1-93)
Mijelo/monoblasti n=15
x £ SD (% Mo prek) 25,87 £ 22,96
Me (opseg) 19 (0 -74)
Promonociti n=15
x + SD (% Mo prek) 35,73 + 25,42
Me (opseg) 28 (6 - 90)
Monociti n=15
x = SD (% Mo prek) 37,27 £ 27,30
Me (opseg) 39 (2-80)

Skraéenice: NC, nukleirane celije; Me, medijana; SD, standardna devijacija; x, srednja vrednost

5.5. Analiza loze zahvacene leukemijskim procesom i
stepena diferenciranosti leukemijskih celija glavnih
tipova AML

Na osnovu imunofenotipskog profila leukemijske populacije celija
glavnih tipova AML na dg, utvrdene su specificne imunofenotipske

karakteristike koje su ukljuCivale tip hematopoezne loze zahvaéene
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leukemijskim procesom i stepen diferenciranosti populacije leukemijskih celija

(Tabela 34.).

Tabela 34. Imunofenotipski definisane opSte karakteristike leukemijske
populacije ¢elija glavnih tipova AML

AML-NOS AML-RGP AML-MDS P
Loza zahvaéena leukemijskim procesom
Gr loza f (%) 45,9 (62/135) 64,8 (68/105) 58,5 (24/41)
Mo loza f (%) 25,2 (34/135) 17,1 (18/105) 12,2 (5/41) 0190
Gri Mo loza f (%) 25,9 (35/135) 16,2 (17/105) 26,8 (11/41) ,
Gr i Eritro loza f (%) 1,5 (2/135) 1,9 (2/105) 2,4 (1/41)
Gr i Bazo loza f (%) 1,5 (2/135) 0 (0/105) 0(0/41)
Nivo diferencijacije leukemijskih éelija
Blasti bez diferencijacije 14,1 (19/135) 8,7 (9/104) 7,3 (3/41)
Blasti sa diferencijacijom 27,4 (37/135) 40,4 (42/104) 36,6 (15/41) 0,210
Leukemijski blasti i prek 58,5 (79/135) 51.0 (53/104) 56,1 (23/41)

Skracenice: f, ucestalost ekspresije; Bazo, bazofilna; Eritro, eritrocitna; Gr, granulocitna; Mo,
monocitna; Me, medijana; prek, prekursori; SD, standardna devijacija; x, prose¢na vrednost.

7

U svim glavnim tipovima AML, leukemijskim procesom je najceSce
zahvacdena samo granulocitna loza, pri ¢emu su veoma retko zahvacene
eritrocitna i bazofilna loza. Osim toga, u svim tipovima AML leukemijska
populacija se najceSce sastoji iz populacije leukemijskih blasta i leukemijskih
prekursora (>50%) ili samo iz populacije blasta koji ispoljavaju diskretan

stepen diferencijacije.
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6. Ispitivanje imunofenotipskih karakteristika
suptipova AML-RGP

Bolesnici sa dg AML-RGP ¢ine 37,4% (105/281) naSe grupe bolesnika sa
AML. Demografske i klinicko-hematoloske karakteristike suptipova AML-RGP su
prikazane u Tabeli 35./Prilog 1. Muskarci Cine ve¢inu bolesnika u suptipovima
AML-RGP, izuzev APL i AML sa NPMImut gde je odnos polova ujednacen
(p>0,05). Posebno velika zastupljenost muskog pola karakteriSe AML sa t(8;21)
i AML sa inv(16)/t(16;16) (~80%).

Medijana starosti bolesnika svih suptipova AML-RGP je bila <58 godina,
pri ¢emu je najniZa vrednost utvrdena u AML sa (v;11q23) (33 g.) i APL (44 g.).
Oko dve trecine bolesnika u svim suptipovima AML-RGP je mlade od 60 godina.
Razlike u prosecnoj starosti bolesnika suptipova AML-RGP nisu potvrdene kao

znacajne (p>0,05).

Razli¢iti suptipovi AML-RGP znacajno su se razlikovali u pogledu
prosecnih vrednosti Le (p=0,000). NajniZe prosecne vrednosti Le imaju APL i
AML sa t(8;21) (<12x10°/1). Svi ostali suptipovi AML-RGP imaju znacajno visSe
prosecne vrednosti Le (50 - 65x107/1).

Prosecne vrednoste Tr svih suptipova AML-RGP su sniZene (<90x107/1),
uz posebno niske vrednosti (<50x109/1) u APL, AML sa t(8;21), AML sa
(v;11923) i AML sa CEBPA™t u odnosu na ostale suptipove (p=0,011).
Ucestalost trombocitopenije je veoma visoka u svim suptipovima AML-RGP

(280%).

Prosecne vrednosti Hb svih suptipova AML-RGP su sniZene, pri ¢emu
postojeCe razlike nisu potvrdene kao signifikantne (p>0,05). Anemija je

utvrdena u vecini suptipova AML-RGP ( 266% slucajeva) (p>0,05).

Prosecne vrednosti LDH u serumu su poviSene u svim suptipovima AML-
RGP, pri ¢emu su najnizZe vrednosti utvrdene u APL i AML sa CEBPA™t (<1000
U/I) u poredenju sa ostalim suptipovima (>1200 U/1) (p=0,066). Ucestalost

bolesnika sa poviSenom vrednos$¢u LDH u serumu, znacajno je varirala medu
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suptipovima AML-RGP, uz najniZu vrednost utvrdenu u APL (39% slucajeva),
odnosno najviSe vrednosti u AML sa inv(16)/t(16;16) i AML sa NPM1™ut (>90%
slucajeva) (p=0,002).

NajviSa ucestalost limfadenopatije je utvrdena u suptipu AML sa
inv(16)/t(16;16) (50%), dok je u ostalim suptipovima AML-RGP pokazala nisku
ucestalost (<16%), a u slucaju APL nije detektovana (p>0,05). Hepatomegalija
i/ili splenomegalija je bila prisutna u viSe suptipova AML-RGP, uz najvecu
ucestalost u AML sa inv(16)/t(16;16) (30%), odnosno AML sa NPM1™utj AML sa
CEBPAmut (25% svaki). Hepatomegalija i/ili splenomegalija nisu registrovane u

APL, pri cemu primecene razlike nisu potvrdene kao znacajne (p>0,05).

Citomorfoloski procenjene vrednosti populacije blasta pk, znatno
variraju zavisno od suptipa AML-RGP (p>0,05). Naime, najniZu prosecnu
vrednost populacije blasta u pk ima suptip AML sa t(8;21) (22% Le), pri ¢emu
najviSe prosecne vrednosti imaju AML sa t(v;11q23), AML sa NPM1mutj AML sa
CEBPAmut (=2519% Le). Citomorfoloski procenjene vrednosti populacije blasta ks
bolesnika, takode znacajno variraju medu suptipovima AML-RGP (p=0,000).
Naime, niZzu prose¢nu vrednost blasta u ks ima suptip AML sa t(8;21) (49% NC),

dok u sluéaju veéine suptipova populacija blasta ¢ini najmanje dve tre¢ine NC ks.

Citogenetska analiza je pokazala prisustvo aberantnog kariotipa u
vecCini suptipova AML-RGP, uz znacajne razlike u ucestalosti medu njima
(0,000). Naime, u slucaju suptipova AML sa t(8;21), AML sa inv(16)/t(16;16) i
AML sa t(v;11q3), dokazano je prisustvo specifi¢ne aberacije na citogenetskom
nivou kod svih bolesnika. U slucaju APL, specificna aberacija je utvrdena na
citogenetskom nivou kod 81,3% (26/32) bolesnika, dok je kod preostalih
potvrdena na molekularnom nivou na osnovu prisustva rearanZmana PML-
RARA1. NajniZa ucestalost aberantnog kariotipa je utvrdena u slu¢aju AML sa
NPM1mut (5/44, 11,4%), dok u AML sa CEBPA™ut citogenetske aberacije nisu

detektovane.
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Grafikon 25. Ucestalost tipova FLT3 mutacija u suptipovima AML-RGP

Prisustvo bar jednog od tipova FLT3 mutacije (Grafikon 25.), utvrdeno
je samo u pojedinim suptipovima AML-RGP (p=0,013). Pritom, najvecu
ucestalost FLT3 mutacije pokazuju AML sa NPM1™ut (26/44, 59,1%), APL (9/21,
42,9%) i AML sa inv(16)/t(16;16) (1/3, 33,3%). Pritom, niska ucestalost ove
mutacije je utvrdena u AML sa CEBPA™t (1/8, 12,5%), pri ¢emu ona nije
detektovana u AML sa t(8;21) i AML sa t(v;11q23).

Mutacija FLT3-ITD tipa je detektovana u svim suptipovima AML-RGP, pri
¢emu FLT3-d835 nije detektovana samo u AML sa CEBPA™ut (Grafikon 25.).

6.1. Analiza imunofenotipski definisanih populacija ks
AML-RGP

Zastupljenost imunoloski definisanih populacija ¢elija u ks nase grupe

bolesnika sa razli€itim suptipovima AML-RGP je prikazana u Tabeli 36./Prilog 1.

Populacija leukemijskih blasta definisana prema obrascu CD45/SSC,
predstavlja dominantnu populaciju u ks veéine suptipova AML-RGP (267% NC),
izuzev suptipa AML sa t(8:21) koga karakteriSe znacajno niza vrednost

populacije blasta (38% NC) (p=0.000).
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Analiza distribucije obrazaca ekspresije CD45 molekula u AML-RGP je
pokazala prisustvo znacajnih razlika medu suptipovima (p=0.000). Najvecu
ucestalost niske ili srednje ekspresije CD45 molekula ispoljavaju APL, AML sa
t(8;21) i AML sa CEBPA™ut, Suptip AML sa inv(16)/t(16;16) karakteriSe pretezno
heterogena ili visoka, dok AML sa (v;11q23) karakteriSe pretezno visoka ili
srednja ekspresija CD45. Veoma heterogeni obrasci ekspresije CD45 molekula

karakteriSu AML sa NPM]mut,

Analiza distribucije tipova Celijske granulacije u AML-RGP, pokazala je
prisustvo znacajnih razlika medu suptipovima (p=0.000). Niska celijska
granulacija predstavlja najucestaliji tip u AML sa CEBPA™t (100%) i AML sa
t(8;21) (58%), dok srednja granulacija karakteriSe AML sa t(v;11q23) (100%) i
AML sa NPM1mut (68%). Heterogena celijska granulacija je najzastupljenija u
APL (62%).

Prosetne vrednosti populacije leukemijskih celija definisanih prema
CD34/CD45/SSC karakteristikama, znacajno se razlikuju izmedu suptipova
AML-RGP (p=0,000). Naime, znacajno vecée prosecne vrednosti populacije CD34+*
leukemijskih celija karakteriSu AML sa CEBPA™ut i AML sa inv(16)/t(16;16)
(~50% NC), u poredenju sa suptipovima APL, AML sa NPMImut i AML sa
t(v;11923) (221% NC) (0,000).

Prosetne vrednosti populacije leukemijskih celija definisanih prema
CD117/CD45/SSC karakteristikama, takode se znacajno razlikuju izmedu
suptipova AML-RGP (p=0,003). Znacajno viSe prosecne vrednosti CD117+
leukemijskih ¢elija (243% NC) su utvrdene u veéini suptipova AML-RGP u
poredenju sa AML sa t(8;21) i AML sa t(v;11q23) (<28% NC) (p=0.003).

B-Celijski prekursori - hematogoni I/II, detektovani su sa niskim
prosecnim vrednostima u vecini suptipova AML-RGP, pri ¢emu njihovo
prisustvo nije otkriveno u suptipovima AML sa CEBPA™ut i AML sa t(v;11q23)
(p>0,05).

Analiza prosecnih vrednosti populacije granulocitnih prekursora ks u

razli¢itim suptipovim AML-RGP, pokazala je prisustvo znacajnih razlika
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(p=0,000). Najvecéa prosecna vrednost populacije granulocitnih prekursora je
utvrdena u slu¢aju AML sa t(8;21) (43% NC), pri ¢emu je u svim ostalim
suptipovima znacajno niza (£20% NC) (p=0,000). Posebno niska prose¢na
vrednost granulocitnih prekursora karakterise APL (8% NC). Prose¢na vrednost
populacije eozinofila je znacajno visa u AML sa inv(16)/t(16;16) (6,6% NC) u
poredenju sa svim ostalim suptipovima AML-RGP (<2,2% NC) (p=0,050).

Prosec¢na vrednost populacije monocitnih prekursora ks, znacajno je
povisena u AML sa t(v;11q23) (40% NC) odnosno AML sa inv(16)/t(16;16) i
AML sa NPM1mut (28% NC, svaki), u poredenju sa ostalim suptipovima AML-RGP
(£11% NC) (p=0,000).

Prosecna vrednost populacije eritrocitnih prekursora ks je znatno visa
u AML sa t(8;21) (13% ENC) i AML sa CEBPA™ (10% XNC), dok je u ostalim
suptipovima AML-RGP niZa (<10% NC) (p>0.05).

Analiza prosecne zastupljenosti populacije limfocita u ks suptipova
AML-RGP, pokazala je znacajno vecu prosecnu vrednost ove populacije u AML sa
t(8;21) (16% NC) i APL (14% NC) u odnosu na ostale suptipove AML-RGP (<7%
NC) (p=0.007).

6.2. Analiza imunofenotipskih karakteristika populacije
blasta suptipova AML-RGP

Razli¢iti aspekti ekspresije ranih linijski nespecificnih i ranih
mijelomonocitnih hLDM na populaciji blasta u nasSoj grupi bolesnika sa

razlic¢itim suptipovima AML-RGP na dg, prikazani su u Tabeli 37./Prilog 1.

Molekul HLA-DR kao i panleukocitni adhezioni molekul CD11a su
eksprimirani na populaciji blasta vecine suptipova AML-NOS sa visokom
ucestalo$¢u (280%, svaki), pri cemu znacajno niZa ucestalost ekspresije oba
molekula karakteriSe APL (p=0,000). Subpopulacije HLA-DR* ili CD11a* blasta u
vecini suptipova AML-RGP, obuhvataju vise od polovine populacije, pri cemu je

u slucaju oba molekula subpopulacija znacajno manja u APL (p=0,000). Molekul
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HLA-DR karakteriSe visoka ili heterogena ekspresije u vec¢ini suptipova AML-
RGP. U slucaju molekula CD11a, niska ekspresija karakteriSe APL, visoka AML sa
t(v;11q23), dok je u ostalim suptipovima obrazac ekspresije veoma varijabilan

(p>0,05).

Medu ranim linijski nespecifi¢cnim hLDM, visoku ucestalost ekspresije u
veCini suptipova AML-RGP su pokazali molekuli €D38, CD123 i CD135.
Prosecna vrednost ekspresije sva tri molekula obuhvata ~dve trecine populacije
u vecini suptipova AML-RGP. U suptipu APL je utvrdeno prisustvo znacajno
manje frakcije CD38* i CD135* LC u odnosu na ostale suptipove AML-RGP
(p<0,01). Molekul CD38 karakteriSe pretezno niska ekspresija u suptipu APL,
pri ¢emu je u ostalim suptipovima ekspresija srednja ili visoka (p=0,001).
Molekuli CD123 i CD135 su pretezno eksprimirani prema niskom ili srednjem

obrascu u vecini suptipova AML-RGP.

Molekul €D71 je eksprimiran sa visokom ucestaloS¢u u svim
suptipovima AML-RGP, i to dominantno prema niskom obrascu ekspresije.
Subpopulacija CD71* LC je zna¢ajno niZa u APL i AML sa t(v;11q23) u poredenju

sa ostalim suptipovima (p=0,001).

Molekul €D34 je pokazao diferencijalnu ekspresiju na populaciji blasta u
razli¢itim suptipovima AML-RGP (p=0,000). Mada je u vecini suptipova
eksprimiran sa visokom ucestalo$¢u, niZa ucestalost je utvrdena u APL (56%), a
posebno u AML sa NPMImut (27%). Molekul CD34 je u vecini suptipova
eksprimiran na bar dve tre¢ine LC, ali je CD34+ subpopulacija zna¢ajno manja u
APL (24% LC) i AML sa NPM1mut (12% LC) (p=0,000). Heterogen obrazac
ekspresije CD34 molekula predominira u suptipu APL, dok je u preostalim
suptipovima AML-RGP eksprimiran prema visokom ili heterogenom obrascu

(p=0,000).

Molekul €D117 je eksprimiran sa visokom uclestalos¢u (297%) na
populaciji blasta vec¢ine suptipova AML-RGP, uz znatno niZu ucestalost u suptipu

AML sa t(v;11923) (67%) (p>0,05). Prosecna ekspresija molekula CD117

obuhvata bar dve trecine blasta u vecini suptipova, pri ¢emu najve¢a CD117+
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subpopulacija karakterise AML sa CEBPA™ut (91% LC), a najniZa subpopulacija
AML sa t(v;11q23) (44% LC) (p=0,022). Obrasci ekspresije CD117 molekula su
visok ili heterogen u vecini suptipova AML-RGP, izuzev APL gde su najucestaliji

nizak ili srednji obrazac ekspresije (p=0,002).

[spitivanje ucestalosti koekspresije molekula CD34*CD117*HLA-DR* na
populaciji blasta u razli¢itim suptipovima AML-RGP, pokazalo je visoku
ucestalost koekspresije u tri suptipa: AML sa t(8;21) (12/12, 100%), AML sa
CEBPA™ut (7/8, 87,5%) i AML sa inv(16)/t(16;16) (4/5, 80%). Niza ucestalost
koekspresije ovih molekula je utvrdena u AML sa t(v;11q23) (1/3, 33,3%) i AML
sa NPMA1mvut (12/44, 27,3%), a posebno niska u suptipu APL (5/32, 15,6%). U
poslednjem suptipu leukemijski blasti ili eksprimiraju samo CD117 molekul

(13/32, 40,6%) ili koeksprimiraju molekule CD34 i CD117 (13/32, 40,6%).

Rani diferencijacioni mijelomonocitni molekul €D13 je eksprimiran sa
visokom ucestalos$¢éu (296% slucajeva) na populaciji blasta suptipova AML-RGP.
Prosecna vrednost subpopulacije CD13+* blasta u vecini suptipova obuhvata bar
dve treCine populacije. Molekul CD13 ispoljava veoma varijabilne obrasce
ekspresije u suptipu APL, dok u AML sa t(8;21) i AML sa CEBPAmut
predominiraju nizak ili srednji, a u ostalim suptipovima srednji ili heterogen

obrazac (p=0,005).

Rani diferencijacioni mijelomonocitni molekul €D33 je eksprimiran sa
maksimalnom ucestaloS¢u na populaciji blasta svih suptipova AML-RGP.
Subpopulacija CD33* blasta je predominantna u vecini suptipova AML-RGP
(290% LC), ali je znadajno niza subpopulacija utvrdena u AML sa t(8;21) (69%
LC) (p=0,000). Pretezno visoka ekspresija CD33 molekula karakterise APL, AML
sa NPM1mut i AML sa t(v;11923), dok je u slucaju ostalih suptipova prisutna

velika varijabilnost u obrascima ekspresije ovog molekula (p=0,000).

Ucestalost ekspresije ¢cMPO, kao i prosecna ekspresija ovog molekula
znacajno variraju u razli¢itim suptipovima AML-RGP (p<0,01). Ucestalost
ekspresije cMPO je visoka u svim suptipovima AML-RGP, izuzev u AML sa

t(v;11923) (33% slucajeva). Vecina suptipova ispoljava ekspresiju bar na dve
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tre¢ine populacije blasta, pri ¢emu znacajno niZa prosecna ekspresija ovog
molekula karakteriS$e AML sa NPMImut (41% LC) i AML t(v;11q23) (11% LC).
Predominantno visoka ekspresija cMPO karakteriSe AML sa CEBPA™ut i APL,
heterogena ekspresija AML sa t(v;11q23) i AML sa inv(16)/t(16;16), dok
preteZzno niska ekspresija karakteriSe AML sa t(8;21) i AML sa NPM]mut
(p=0,000).

Ekspresija cLizozima je ispitivana u pojedinim suptipovima AML-RGP,
gde je pokazana visoka ucestalost ekspresije (280%), izuzev suptipa AML sa
t(8;21) (40%) (p>0,05). Znacajno manja cLizozim* frakcija LC je utvrdena u APL
(22% LC) i AML sa t(8;21) (11% LC) (p=0,013), uz heterogen obrazac ekspresije
(p=0,015).

Razliciti aspekti ekspresije kasnih mijelomonocitnih hLDM na
populaciji leukemijskih blasta suptipova AML-RGP su prikazani u Tabeli
38./Prilog 1. Medu kasnijim diferencijacionim mijelomonocitnim molekulima,
maksimalnu ucestalost ekspresije u svim suptipovima AML-RGP ispoljava
cCD68, uz visoku prose¢nu vrednost ekspresije u svim suptipovima (280% LC)

(p>0,05). Obrazac ekspresije molekula cCD68 je najcesce visok ili heterogen.

Molekul €D15 je eksprimiran sa znacajno vecom ucestaloS¢u u AML sa
inv(16)/t(16;16) (100%) u odnosu na AML sa CEBPA™t i AML sa NPMmut
(~60%) (p=0,002). Subpopulacija CD15+ ¢elija je najniza u APL (10% LC), dok u
ostalim suptipovima ¢ini ~ jednu trec¢inu populacije (p=0,001). Niska ekspresija
CD15 molekula je najucestalija u suptipovima APL i AML sa CEBPA™, odnosno
heterogena u AML sa t(8;21) i AML sa inv(16)/t(16;16) (p=0,052).

Najvec¢a ucestalost ekspresije CD11b molekula KkarakteriSe AML sa
t(v;11q23) (100%), AML sa inv(16)/t(16;16) (60%) i AML sa NPM1mut (54%)
(p=0,000), uz pretezno heterogen ili visok obrazac ekspresije. Navedene
suptipove karakteri$e i znacajno veéa frakcija CD11b* blasta (30-60% LC), u
poredenju sa APL i AML sa CEBPA™t (<10% LC) (p=0,000).

Molekul €D11c je eksprimiran sa najvetom ucestaloS¢u u AML sa

t(v;11q23) (100%), AML sa inv(16)/t(16;16) (80%) i AML sa NPM1mut (74%)
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(p=0,000), uz veoma varijabilan obrazac ekspresije u navedenim suptipovima.
Navedene suptipove karakteriSe i znacajno veca frakcija CD11c* blasta (38-66%

LC) u poredenju sa AML sa t(8;21) i AML sa CEBPA™ut (<15% LC) (p=0,000).

Najvec¢a ucestalost ekspresije molekula €D4 je utvrdena u AML sa
t(v;11923) (100%), AML sa inv(16)/t(16;16) (80%) i AML sa NPM1mut (65%)
(p=0,000), uz pretezno nizak ili srednji obrazac ekspresije. Navedene suptipove
karakterie i zna¢ajno veca frakcija CD4+ blasta (47-68% LC), u poredenju sa

suptipovima APL, AML sa t(8;21) i AML sa CEBPA™ut (<27% LC) (p=0,000).

Molekul €D64 je eksprimiran u vecini suptipova AML-RGP (50-80%
slucajeva), uz odsustvo ekspresije samo u AML sa t(8;21) (p=0,039). CD64 je
eksprimiran na znatnoj populaciji blasta veéine suptipova (40-60% LC),
preteZzno prema obrascu visoke ekspresije (p=0,000). Relativno mala
subpopulacija CD64+ blasta karakteri$e APL i AML sa CEBPA™ut (<28% LC), uz

karakteristi¢no nizak obrazac ekspresije.

Ekspresija molekula CD36 je takode vezana za tri suptipa AML-RGP, AML
sa t(v;11923) (66%), AML sa inv(16)/t(16;16) (60%) i AML sa NPM1mut (41%)
(p=0,000), uz preteZno heterogen obrazac ekspresije. Navedena tri suptipa

karakteri$e i zna¢ajno veéa frakcija CD36+ éelija (30-50% LC) (p=0,000).

I ekspresija molekula €CD14 je vezana za tri suptipa AML-RGP, AML sa
inv(16)/t(16;16) (40%), AML sa t(v;11923) (33%) i AML sa NPM1mut (20%)
(p=0,008), uz pretezno heterogen obrazac ekspresije. Navedena tri suptipa

karakteri$e i zna¢ajno veéa frakcija CD14+ ¢elija (10-28% LC) (p=0,000).

Ekspresija molekula CD163 je utvrdena sa niskom ucestalo$¢u u suptipu
AML sa NPM1mut (25%) (p=0,046), na veoma maloj subpopulaciji ¢elija (12%

LC) (p=0,012), uz varijabilan obrazac ekspresije.
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6.3. Analiza ektopicne ekspresije limfoidnih hLDM na
populaciji blasta suptipova AML-RGP

Analiza ektopic¢ne ekspresije bar jednog od ispitivanih limfoidnih hLDM
loze na populaciji leukemijskih blasta, pokazala je visoku ucestalost, posebno u
AML sa t(8;21) i AML sa CEBPA™ut (280% slucajeva), odnosno najniZu ucestalost
u APL i AML sa NPM1mut (~43% slucajeva) (Grafikon 26).

Razlic¢iti aspekti ektopicne ekspresije limfoidnih hLDM na populaciji
leukemijskih blasta suptipova AML-RGP su prikazani u Tabeli 39./Prilog 1.
Ekspresija €D56 molekula je bila odsutna samo u AML sa CEBPA™Y, dok u
ostalim suptipovima AML-RGP ovaj molekul ispoljava varijabilnu ekspresiju, uz
znatno viSu ucestalost u AML sa t(8;21) (50%) i AML sa t(v;11923) (33%) u
poredenju sa vecinom ostalih suptipova (~20%) (p>0,05). Molekul CD56 je u
eksprimiran samo na frakciji leukemijskih celija, pri ¢emu je CD56*
subpopulacija znatno ve¢a u suptipovima AML sa t(8;21) (39%) i AML sa
t(v;11923) (33% LC) (p>0,05). Pretezno niska ekspresija CD56 molekula
karakteriSe APL, visoka ili heterogena AML sa t(8;21), uz varijabilan obrazac

ekspresije u AML sa NPM1mut (p=0,020).
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Grafikon 26. Ulestalost ektopicne ekspresije bar jednog od ispitivanih
limfoidnih hLDM na populaciji blasta suptipova AML-RGP
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Najve¢a ucestalost ekspresije €D7 molekula karakteriSe AML sa
CEBPA™ut (88%), pri ¢emu je u ostalim suptipovima znacajno niZa (20-33%)
(p=0,000). Subpopulacija CD7+ blasta je znacajno veca u AML sa CEBPA™t (65%
LC) u poredenju sa AML sa t(v;11q23) (33% LC) i ostalim suptipovima (<15%
LC) (p=0,000). Predominantan obrazac ekspresije CD7 molekula je nizak u svim

suptipovima AML-RGP.

Ektopicna ekspresija molekula €D2 utvrdena je sa varijabilnom
uCestaloS¢u u vecini suptipova AML-RGP, izuzev u AML sa specificnim
mutacijama (p=0,001). Najvisa ucestalost karakteriSe APL i AML sa t(v;11q23)
(~ jedna trec¢ina slucajeva), odnosno AML sa inv(16)/t(16;16) (20%). Prosecna
vrednost CD2* subpopulacije ukazuje da je on ekspimiran na maloj frakciji

blasta (10-20% LC), predominantno prema obrascu niske ekspresije.

U grupi hLDM B loze, molekul €D19 ispoljava selektivnu ektopi¢nu
ekspresiju prema niskom ili srednjem obrascu u AML sa t(8;21) (75%), odnosno
prema niskom obrascu u suptipu AML sa NPMImut (7%) (p=0,000).
Subpopulacija CD19* blasta je znacajno veca u suptipu AML sa t(8;21) u
poredenju sa AML sa NPMImut (42% vs. 5% LC, p=0,000).

Ekspresija CD22 molekula je utvrdena sa niskom ucestaloScu iskljucivo u
suptipovima AML sa t(8;21) (9%) i AML sa NPM1mut (5%). Subpopulacija CD22+

blasta je izrazito mala (£10% LC) (p=0.000), uz pretezno nisku ekspresije.

Molekul ¢CD79a je selektivno eksprimiran samo u suptipu AML sa
t(8;21) (33%) (p=0,010), na veoma maloj subpopulaciji ¢elija (8% LC),

iskljuc¢ivo prema obrascu niske ekspresije.
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6.4. Ispitivanje imunofenotipskih karakteristika
granulocitnih i monocitnih prekursora suptipova
AML-RGP

Analiza populacije granulocitnih prekursora pokazala je da vecina
suptipova AML-RGP ima relativno malu populacija granulocitnih prekursora u
ks (18% NC), a da je ova populacija znacajno veéa u AML sa t(8;21), AML sa
inv(16)/t(16;16) i AML sa CEBPA™ut (Tabela 40.) (p=0,000). Navedeni suptipovi
se medusobno znacajno razlikuju u prosecnoj veli¢ini populacije promijelocita,
koja predominira u AML sa inv(16)/t(16;16) i AML sa t(8;21) u odnosu na AML

sa CEBPA™ut, gde predominantnu populaciju ¢ine mijelociti (p<0,05).

"Sift u levo" u populaciji granulocitnih prekursora je utvrden sa visokom
ucestalo$c¢u u sva tri suptipa AML-RGP (282%). Blok u sazrevanju je prisutan sa
niZzom ucestaloS¢u u AML sa t(8;21) (73%) u poredenju sa ostala dva suptipa

(100% svaki).

Ispitivanje promena u tipu éelijske granulacije populacije granulocitnih
prekursora bolesnika sa AML-RGP, pokazalo je vecu ucestalost atipi¢ne
granulacije u AML sa t(8;21) (91%) u odnosu na ostale suptipove (67%).
Atipi¢na hipogranulacija je utvrdena samo u AML sa inv(16)/t(16;16) i AML sa

CEBPA™ut, i to sa nizom ucestalos$c¢u (<33%).

Tabela 40. Karakteristike granulocitnih prekursora tri suptipa AML-RGP

Karakteristika AML sa t(8;21) AML sa AML sa p
inv(16)/t(16;16) CEBPAmut

Gr prek ks (n=12) (n=4) (n=7)

X +SD (% NC) 42,83 + 24,16 20,00 + 8,76 20,43 £16,40 0,065

Me (opseg) 44 (6 -82) 23,5 (7 - 26) 21(2-48)

Promijelociti (n=11) (n=3) (n=5)

X = SD (% Gr prek.) 37,64 £ 21,89 56,33 + 21,73 16,80 = 3,11 0,045

Me (opseg) 29 (7 - 66) 60 (33-76) 18 (13 - 20)

Mijelociti (n=11) (n=3) (n=5)

X = SD (% Gr prek.) 29,91 £ 14,15 22,67 £ 6,81 53,00 + 6,96 0,018

Me (opseg) 25(12-63) 25(15-28) 50 (47 - 61)
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Metamijelociti (n=11) (n=3) (n=5)

x = SD (% Gr prek.) 24,73 £12,67 15,33 + 8,50 26,60 +11,13 0,341
Me (opseg) 28 (7-50) 12 (9-25) 25 (14 -38)

Neutrofili (n=11) (n=3) (n=5)

x = SD (% Gr prek.) 7,91 + 11,67 3,33+5,77 3,60 + 2,88 0,666
Me (opseg) 2(0-31) 0(0-10) 2(1-8)

Sift ulevo 81,8% (9/11) 100% (3/3) 100% (5/5) 0,444
Blok u sazrevanju 72,7% (8/11) 100% (3/3) 100% (5/5) 0,274
Gran Gr prek. 0,303
Atipi¢na hipogran. 0% (0/11) 33,3% (1/3) 33,3% (2/6)

Atipi¢na gran. 90,9% (10/11) 66,7% (2/3) 66,7% (4/6)
Maturaciona asinh. 100% (11/11) 100% (3/3) 100% (5/5) 1,000
CD34+ 45,5% (5/11) 66,7% (2/3) 80% (4/5)

HLA-DR+ 100% (11/11) 66,7% (2/3) 100% (5/5)

CD45high 63,6% (7/11) 66,7% (2/3) 40% (2/5)

CD135+ 16,7% (1/6) / 0% (0/1)

CD15+het 40% (4/10) 33,3% (1/3) 40% (2/5)

cMPOp+ 45,5% (5/11) 0% (0/3) 0% (0/5)

CD33- 9,1% (1/11) 0% (0/3) 0% (0/5)

CD13+high 0% (0/11) 33,3% (1/3) 0% (0/5)

Aber. eksp. Li Ag 45,5% (5/11) 0% (0/3) 20% (1/5) 0,296
CD56* 36,4% (4/11) 0% (0/3) 0% (0/5)

CD2+ 0% (0/11) 0% (0/3) 0% (0/5)

CD7+ 0% (0/11) 0% (0/3) 20% (1/5)

CD19+ 9,1% (1/11) 0% (0/3) 0% (0/5)

Skracenice: Gr prek., granulocitni prekursori; gran, granulacija; ks, kostna srz; Li, limfoidni; Me,

medijana;NC, mukleirane éelie; SD, standardna devijacija; X, srednja vrednost; Statisti¢ki testovi -

Whitney U Test i Pirsonov x2 test

Mann-

[spitivanje prisustva maturacione asinhronije u ekspresiji velike grupe
hLDM na populaciji granulocitnih prekursora ks tri suptipa AML-RGP (Tabela
40.), pokazala je prisustvo bar jednog od navedenih poremecaja kod sva tri
ispitivana suptipa AML-RGP.

Ucestalost ektopicne ekspresije bar jednog od ispitivanih molekula
limfoidne loze je utvrdena samo u AML sa t(8;21) (46%) i AML sa CEBPA™ut
(20%) (p<0,05). Analiza monocitnih prekursora ks pokazala je da u vecini
suptipova AML-RGP ova populacija ¢ini relativno malu populaciju (<10% NC),
pri ¢emu je znacajno poviSena u tri suptipa, AML sa inv(16)/t(16;16), AML sa
NPM1mutj AML sa t(v;11q23) (Tabela 41.) (p=0.000).

[spitivanje cCelijske strukture populacije monocitnih prekursora ks

(Tabela 41.), pokazalo je da u AML sa inv(16)/t(16;16), dominantnu populaciju
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promonocit/monocit

predominira u AML sa NPM1mut | AML sa t(v;11q23) (p>0,05).

Tabela 41. Karakteristike monocitnih prekursora tri suptipa AML-RGP sa

zahva¢enom monocitnom lozom

Karakteristika AML sa AML sa AML sa
inv(16)/t(16;16) t(v;11923) NPM1mut P
Mono prek. ks n=4 n=3 n=42
X = SD (% NC) 28,00 +12,78 40,67 + 35,70 28,72 + 30,91 0,144
Me (opseg) 22,5(20-47) 45 (3-74) 13 (0,17 - 95)
Mijelo/monoblasti n=4 n=2 n=21
x + SD (% Mo prek.) 53,50 £ 23,17 11,50 £ 9,19 30,86 + 31,16 0,171
Me (opseg) 63 (19 -69) 11,5(5-18) 18 (1-99)
Promonociti n=4 n=2 n=22
x + SD (% Mo prek.) 23,25+ 6,95 47,50 + 47,38 49,96 + 23,44 0,161
Me (opseg) 23(15-32) 47,5 (14 - 81) 54,5(0-93)
Monociti n=4 n=2 n=22
x + SD (% Mo prek.) 22,50 + 18,27 41,00 £ 56,57 20,41 + 16,67 0,897
Me (opseg) 16 (9 -49) 41(1-81) 16 (1-55)

Skraéenice: ks, kostna srz; NC, nukleirane éelike; Mo prek. monocitni prekursori; Me, medijana; SD,
standardna devijacija; x, srednja vrednost; Statisticki testovi - Mann-Whitney U Test

6.5. Analiza hematopoezne loze zahvacene leukemijskim
procesom i stepena diferenciranosti leukemijskih
¢elija AML-RGP

Na osnovu imunofenotipskog profila leukemijske populacije Ccelija,
utvrden je tip hematopoezne loze zahvacene leukemijskim procesom u
suptipovima AML-RGP na dg (Tabela 42.). Tip hematopoezne loze zahvacene
leukemijskim procesom znacajno se razlikuje izmedu suptipova AML-RGP
(p=0,000). Granulocitna loza je pretezno zahvacena leukemijskim procesom u
APL, AML sa t(8;21) i AML sa CEBPA™ut (>87%)), sa druge strane granulocitna i
monocitna loza su najcesSce istovremeno zahvacene u AML sa inv(16)/t(16;16)

(80%). Monocitna loza je izolovano naj¢es¢e zahvacena u AML sa t(v;11q23)
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(67%), dok je zahvacenost eritrocitne loze veoma retka, utvrdena samo u AML
sa t(8;21) i AML sa NPM1mut, Osim toga, u slucaju AML sa NPM1mut, utvrdena je

velika heterogenost u odnosu na tip loze zahvacene leukemijskim procesom.

Tabela 42. Imunofenotipski definisan tip loze zahvaene leukemijskim
procesom u suptipovima AML-RGP

Gr/ Mono Gr/Eritro
Gr loza Mono loza
Suptip AML-RGP § %) § %) loza loza
5 (%) 5 (%)
AML sa t(15;17 100 0(0/32 0(0/32 0(0/32
sa t(15;17) (32/32) (0/32) (0/32) (0/32)
AML 8;21 L7 0(0/12 0(0/12 8,3 (1/12
sa t(8;21) (11/12) (0/12) (0/12) 3 (1/12)
AML sa
0(0/5) 20 (1/5) 80,0 (4/5) 0(0/5)
inv(16)/t(16;16)
AML sa t(v;11q23) 33,3(1/3) 66,7 (2/3) 0(0/3) 0(0/3)
38,6 31,8
AML sa NPM1mut 27,3 (12/44) 2,3 (1/44)
(17/44) (14/44)
AML sa CEBPAmut 87,5 (7/8) 12,5 (1/8) 0 (0/8) 0(0/8)

Skracenice: Eritro, eritrocitna; f, ucestalost ekspresije; Gr, granulocitna; Mono, monocitna.

Analiza prisustva znakova diferencijacije u leukemijskoj populaciji ¢elija
suptipova AML-RGP (Tabela 43.), pokazala je da se leukemijske celije u APL
najceS¢e sastoje iz populacije leukemijskih blasta sa znacima diskretne
diferencijacije (78%), Sto se znacajno razlikuje od ostalih suptipova u kojima je
najucestalije istovremeno prisustvo populacija leukemijskih blasta i prekursora

(p=0,000).
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Tabela 43. Imunofenotipski definisan stepen diferentovanosti populacije
leukemijskih celija suptipova AML-RGP na dg

Suptip AML-RGP Blasti bez Blasti sa Leukemijski blasti i

diferencijacije diferencijacijom prekursori
AML sa t(15;17) 15,6 (5/32) 78,1 (25/32) 6,3 (2/32)
AML sa t(8;21) 0(0/12) 16,7 (2/12) 83,3 (10/12)
AML sa

0(0/5) 20 (1/5) 80,0 (4/5)

inv(16)/t(16;16)
AML sa t(v;11q23) 0(0/3) 0(0/3) 100 (3/3)
AML sa NPM1mut 7,0 (3/43) 25,6 (11/43) 67,4 (29/43)
AML sa CEBPAmut 12,5(1/8) 25,0 (2/8) 62,5(5/8)

Skracenice: Eritro, eritrocitna; f, ucestalost ekspresije; Gr, granulocitna; Mono, monocitna.

7. Ispitivanje imunofenotipskih karakteristika

suptipova AML-NOS

Bolesnici sa dg AML-NOS ¢ine 48% (135/281) naSe grupe bolesnika sa
AML. Demografske i klinicko-hematoloske karakteristike suptipova AML-NOS su

prikazane u Tabeli 44./Prilog 1. Muskarci Cine dve tre¢ine bolesnika u vecini

suptipova AML-NOS, osim u akutnoj monocitnoj leukemiji gde je ucestalost

muskog i Zenskog pola priblizno ista, dok je u akutnoj mijelomonocitnoj

leukemiji Zenski pol ucestaliji (p>0,05).

Medijana starosti bolesnika svih suptipova AML-NOS iznosi 254 godine.

Posebno veca medijana starosti (260 godina) karakteriSe suptipove - akutna

monoblastna leukemija, AML sa minimalnom diferencijacijom i akutna bazofilna

leukemija. Uporedivanje prosecne starosti bolesnika razli¢itih suptipova AML-

NOS nije potvrdilo znacajnost razlika (p>0,05).
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U pogledu prosecnih vrednosti Le znacajno niZe prosecne vrednosti Le
(<10x10°%/1) imaju AML sa minimalnom diferencijacijom i akutna bazofilna
leukemija; srednje prosecne vrednosti Le (£30x109/1) imaju suptipovi AML koje
karakteriSe zahvacenost samo granulocitne loze - AML bez sazrevanja i AML sa
sazrevanjem (p=0,000). Sa druge strane, znacajno viSe prosecne vrednosti Le
(230x10%/1) imaju suptipovi AML-NOS sa zahvacenom monocitnom lozom -
akutna monoblastna i akutna mijelomonocitna leukemija (p<0.05). Suptip
akutna monocitna leukemija karakteriSe izrazito visoka vrednost Le
(>100x10°/1) u odnosu na ostale subtipove (p<0.001). Znacajnost razlika je
potvrdena i izmedu i akutne monocitne i akutne monoblastne (p=0,004),

odnosno akutne mijelomonocitne leukemije (p=0,001).

Prosecne vrednoste Tr svih suptipova AML-NOS su sniZene, pri ¢emu
postojece razlike nisu znacajne (p>0,05). Ucestalost trombocitopenije je veoma
visoka u svim suptipovima AML-NOS i iznosi 286% slucajeva u svakom od
suptipova. Prosec¢ne vrednosti Hb svih suptipova AML-NOS su sniZene, pri cemu
postojece razlike nisu znacajne (p>0,05). Ucestalost anemije je veoma visoka u

svim suptipovima AML-NOS i iznosi 286% slucajeva u svakom od suptipova.

Prosecne vrednosti LDH u serumu su poviSene u svim suptipovima AML-
NOS. NajniZze vrednosti su utvrdene u suptipovima AML sa minimalnom
diferencijacijom i akutna monoblastna leukemija, a najviSe u suptipu AML bez
sazrevanja. Medutim, razlike nisu potvrdene kao znacajne (p>0,05), mada je
uporedivanje vrednosti LHD u serumu izmedu akutne monoblastne i akutne
monocitne leukemije, potvrdilo znacajnost razlika (p=0,028). Ucestalost
bolesnika sa pove¢anom vredno$¢u LDH je varirala medu suptipovima AML-
NOS, uz najnizu ucestalost u AML sa minimalnom diferencijacijom (40%) i

najvisu ucestalost u akutnoj monocitnoj leukemiji (83%) (p>0,05).

Analiza prisustva limfadenopatije je pokazala nisku ucestalost samo u
tri suptipa AML-NOS - akutna monocitna, akutna mijelomonocitna i AML sa
maturacijom (p>0,05). Hepatomegalija i/ili splenomegalija su utvrdene u viSe

suptipova AML-NOS, sa najvecom ucestalo$¢u u akutnoj monocitnoj i akutnoj
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bazofilnoj leukemiji (50% svaki). Dvostruko niZu ucestalost su imali suptipovi
akutna mijelomonocitna i AML bez sazrevanja. Hepatomegalija 1i/ili
splenomegalija nisu registrovane samo u AML sa minimalnom diferencijacijom.

Primecene razlike nisu znacajne (p>0,05).

Citomorfoloski procenjene vrednosti blasta pk bolesnika su znacajno
varirale zavisno od suptipa AML-NOS (p=0,004). Najvisa prosecna vrednost
populacije blasta u pk je registrovana u Akutnoj monocitnoj leukemiji (68% Le),
u poredenju sa AML sa minimalnom diferencijacijom (p=0,004), AML sa
sazrevanjem (p=0,000), Akutnom monoblastnom leukemijom (p=0,027) i
Akutnom mijelomonocitnom leukemijom (p=0,000). Najnizu prose¢nu vrednost
populacije blasta pk ima AML sa minimalnom diferencijacijom (25% Le).
Citomorfoloski procenjene vrednosti populacije blasta ks bolesnika su znacajno
varirale medu suptipovima AML-NOS (p=0,000). Znacajno niZza prosecna
vrednost blasta u ks registrovana je u AML sa sazrevanjem (55% NC) u
poredenju sa AML sa minimalnom diferencijacijom, AML bez sazrevanja i
Akutna monocitna leukemija (p<0,05). Relativno niZu prose¢nu vrednost blasta
u ks ima i akutna mijelomonocitna leukemija (64% NC), i ova se vrednost
znacajno razlikuje u poredenju sa AML bez sazrevanja i akutnom monocitnom

leukemijom (p=0,002).

Citogenetska analiza je pokazala prisustvo aberantnog kariotipa u svim
suptipovima AML-NOS, ali sa razlicitom ucestaloS¢u: AML sa minimalnom
diferencijacijom (3/9, 33,3%), AML bez sazrevanja (4/15, 26,7%), AML sa
sazrevanjem (11/37, 29,7%), akutna monoblastna leukemija (7/15, 46,7%),
akutna monocitna leukemija (6/9, 31,6%), akutna mijelomonocitna leukemija

(14/38, 36,8%) i akutna bazofilna leukemija (2/2, 100%) (p>0,05).

[spitivanje FLT3 mutacije, pokazalo je prisustvo bar jednog od tipova
ove mutacije u svim suptipovima AML-NOS, osim akutne bazofilne leukemije:
AML sa minimalnom diferencijacijom (3/7, 42,9%), AML bez sazrevanja (1/10,
10%), AML sa sazrevanjem (3/24, 12,5%), akutna monoblastna leukemija
(4/10, 40%), akutna monocitna leukemija (4/8, 50%) i akutna mijelomonocitna

leukemija (3/21, 14,3%) (p>0,05).
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Grafikon 27. Ucestalost razlicitih tipova FLT3 mutacije u suptipovima AML-NOS

Mutacija FLT3-ITD tipa je detektovana u svim suptipovima AML-NOS,
dok je FLT3-d835 detektovana u vecini suptipova, osim u AML bez sazrevanja i

akutnoj monoblastnoj leukemiji (Grafikon 27.)

7.1. Analiza imunofenotipski definisanih populacija ks
AML-NOS

Zastupljenost imunoloSki definisanih populacija ¢elija u ks bolesnika sa

razli¢itim suptipovima AML-NOS je prikazana u Tabeli 45./Prilog 1.

Populacija leukemijskih blasta, definisana prema obrascu CD45/SSC,
predstavlja dominantnu populaciju u ks bolesnika vecine suptipova AML-NOS
(260% NC), uz znacajne razlike medu njima (p=0.000). Znadajno niza

prosecnavrednost populacije blasta je utvrdena u slucaju AML sa sazrevanjem
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(46% NC) u poredenju sa suptipom AML bez sazrevanja (p=0.000) i svim
suptipovima sa zahva¢enom monocitnom lozom (p<0.05). Znacajno visa
prosecna vrednost populacije blasta je utvrdena u akutnoj monocitnoj leukemiji
(86% NC) u poredenju sa akutnom monoblastnom leukemijom i akutnom

mijelomonoblastnom leukemijom (p<0.01).

Analiza obrazaca ekspresije CD45 molekula u suptipovima AML-NOS
pokazala je prisustvo znacajnih razlika (p=0,000). Najveca ucestalost niskog i/ili
srednjeg obrasca ekspresije CD45 molekula, utvrdena je u suptipovima AML sa
minimalnom diferencijacijom, AML bez sazrevanja i AML sa sazrevanjem. U
akutnoj bazofilnoj leukemiji, kao i u suptipovima u kojima je leukemijskim
procesom zahvacena i monocitna loza, najucestaliji obrasci ekspresije CD45 su
srednji i/ili visok obrazac. Heterogen obrazac ekspresije CD45 molekula je
zastupljen sa najvecom ucestaloS¢u u akutnoj mijelomonocitnoj leukemiji

(36%).

Analiza tipova Celijske granulacije, pokazala je da niska ili srednja
¢elijska granulacija predstavljaju najucestalije obrasce u svim suptipovima AML-
NOS. Heterogen obrazac Celijske granulacije je zastupljen sa viSom ucestalo$¢u u
akutnoj mijelomonocitnoj (32%) i akutnoj monocitnoj leukemiji (21%)

(p=0,000).

Prosecne vrednosti populacije leukemijskih celija definisanih prema
CD34/CD45/SSC karakteristikama, znacajno su se razlikovale izmedu suptipova
AML-NOS (p=0,000). Znacajno vece prosecne vrednosti CD34+* blasta su
utvrdene u AML sa minimalnom diferencijacijom, AML bez sazrevanja i akutnoj
monoblastnoj leukemiji (257% NC) u odnosu na AML sa sazrevanjem, akutnu
monocitnu leukemiju i akutnu mijelomonocitnu leukemiju (<34%) (p<0.05).
Znacajno viSe prosetne vrednosti populacije CD34* leukemijskih celija su
utvrdene u AML sa sazrevanjem (34% NC) u poredenju sa akutnom
mijelomonocitnom (25% NC) i akutnom monocitnom leukemijom (7% NC)
(p<0.01), kao i u suptipu akutna mijelomonocitna leukemija (25%) u odnosu na

akutnu monocitnu leukemiju (p=0.000).
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Prosetne vrednosti populacije leukemijskih celija, definisanih prema
CD117/CD45/SSC karakteristikama, znacajno se razlikuju izmedu suptipova
AML-NOS (p=0,000). Znacajno vece prosecne vrednosti CD117+ blasta su
utvrdene u AML sa minimalnom diferencijacijom, AML bez sazrevanja i akutnoj
monoblastnoj leukemiji (246% NC) u odnosu na akutnu monocitnu i akutnua
mijelomonocitnu leukemiju (p<0.05). NiZe prosecne vrednosti populacije
CD117+ blasta su utvrdene u AML sa sazrevanjem (38% NC) u poredenju sa
akutnom monocitnom leukemijom (14% NC) (p=0,000), kao i izmedu akutne

mijelomonocitne leukemije (29%) i akutne monocitne leukemije (p=0.003).

Analiza populacije B-Celijskih prekursora - hematogona I/1I, pokazala je
niske prosecne vrednosti ove populacije Celija u svim suptipovima AML-NOS
(p>0,05). NajniZe prosecne vrednosti su utvrdene u suptipovima AML sa
minimalnom diferencijacijom, AML bez sazrevanja i akutnoj monocitnoj

leukemiji.

Analiza prosecnih vrednosti populacije granulocitnih prekursora ks
razli¢itih suptipova AML-NOS, pokazala je prisustvo znacajnih razlika medu
njima (p=0,000). Najveta prosecna vrednost populacije granulocitnih
prekursora je utvrdena u AML sa sazrevanjem (34% NC) i akutnoj
mijelomonocitnoj leukemiji (26% NC). Pri tome su oba suptipa pokazala
znacajne razlike u odnosu na akutnu monoblastnu leukemiju (p<0.05), odnosno
suptipove AML sa minimalnom diferencijacijom, AML bez sazrevanja i akutna
monocitnam leukemija, koje je karakterisala niska prosecna vrednost ove
populacije (10% NC) (p<0.01). Prose¢na vrednost populacije eozinofila je
zna¢ajno visa u suptipu akutna mijelomonocitna leukemija (4,6% NC) u

poredenju sa svim ostalim suptipovima AML-NOS (<1,5% NC) (p=0,006).

Prosecna vrednost populacije monocitnih prekursora ks viSestruko je
povisena u ks bolesnika sa akutnom monocitnom (70% NC), akutnom
mijelomonocitnom (28% NC) u poredenju sa suptipovima AML-NOS koje
karakterise zahvac¢enost granulocitne loze leukemijskim procesom (<5% NC)
(p<0,01). Znacajnost razlika je potvrdena i izmedu svih suptipova AML-NOS

koje karakteriSe zahva¢enost monocitne loze leukemijskim procesom (p<0,01).
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Prosec¢na vrednost populacije eritrocitnih prekursora ks je znacajno
niza u akutnoj monocitnoj leukemiji (0,7% NC) u poredenju sa suptipovima
AML sa sazrevanjem (13% NC) i akutnom mijelomonocitnom leukemijom (8%

NC) (p=0,001) odnosno AML bez sazrevanja (8% NC) (p=0.033).

Analiza prosecne zastupljenosti populacije limfocita u ks bolesnika sa
razlic¢itim suptipovima AML-NOS, pokazala je najvec¢u prosecnu vrednost ove
populacije u suptipu AML sa minimalnom diferencijacijom (23% NC), $to je
potvrdeno kao statisticki znac¢ajno u odnosu na suptipove AML bez sazrevanja
(8% NC) (p=0.046), akutna mijelomonocitna leukemija (9% NC) (p=0.015) i
akutna monocitna leukemija (6% NC) (p=0.002).

7.2. Analiza imunofenotipskih karakteristika populacije
blasta suptipova AML-NOS

Razli¢iti aspekti ekspresije ranih linijski nespecificnih i ranih
mijelomonocitnih hLDM na populaciji blasta suptipova AML-NOS su prikazani
u Tabeli 46 /Prilog 1.

Molekul HLA-DR kao i panleukocitni adhezioni molekul €D11a su
eksprimirani na populaciji blasta u svim suptipovima AML-NOS sa visokom
ucestalos¢u (280%) (p>0,05). Subpopulacije HLA-DR+* ili CD11la* blasta u
suptipovima AML-NOS, obuhvataju vise od dve tre¢ine populacije (p>0,05).
Molekul HLA-DR karakteriSe visok ili heterogen obrazac ekspresije u vecini
suptipova AML-NOS, dok u slucaju molekula CD11a, nizak ili srednji obrazac
ekspresije karakteriSe suptipove AML-NOS u kojima je leukemijskim procesom
zahvac¢ena granulocitna loza, dok visok ili heterogen obrazac karakteriSe

suptipove u kojima je leukemijskim procesom zahva¢ena monocitna loza

(p>0,05).

Medu ranim linijski nespecificnim hLDM, visoku ucestalost ekspresije na
blastima svih suptipova AML-NOS pokazuju molekuli CD38, €CD123 i CD135

(100% svaki). Prosec¢na vrednost ekspresije sva tri molekula obuhvata 270%
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populacije blasta u svim suptipovima AML-NOS (p>0,05). Molekul CD38
karakteriSe nizak ili srednji obrazac ekspresije u suptipovima u kojima je
zahvacena granulocitna loza, odnosno srednji ili visok u suptipovima sa
zahvacenom monocitnom lozom (p>0,05). Molekul CD123 je pretezno
eksprimiran prema niskom ili srednjem obrascu u veéini suptipova AML-NOS. U
slucaju akutne bazofilne leukemije, oba bolesnika su ispoljila srednji obrazac
ekspresije, dok su u sluc¢aju akutne monocitne leukemije predominirali visok ili
heterogen obrazac (p>0,05). Najucestaliji obrasci ekspresije molekula CD135 su

nizak ili srednji u svim suptipovima AML-NOS.

Molekul €D71 je eksprimiran sa visokom ucestalos¢u u vecini suptipova
AML-NOS, uz znacajno nizu ucestalost u suptipu AML bez sazrevanja (73%)
(p=0,018). Subpopulacija CD71* blasta u vecini suptipova cini dve treéine
populacije, uz najnizu vrednost u tipu AML bez sazrevanja (55% LC) (p>0,05).
Pritom, CD71 molekul je eksprimiran preteZno prema niskom obrascu na

populaciji blasta vecine suptipova AML-NOS.

Molekul €D34 pokazuje diferencijalnu ekspresiju u razli¢itim
suptipovima AML-NOS (p=0,000). Mada je u vecini suptipova eksprimiran sa
visokom ucestalos¢u (280%), niza ucestalost ekspresije je utvrdena u akutnoj
mijelomonocitnoj leukemiji (71%), a posebno u akutnoj monocitnoj leukemiji
(21%). Molekul CD34 je u vecini suptipova eksprimiran na bar dve trecine
populacije blasta, ali je CD34* frakcija znacajno manja u akutnoj
mijelomonocitnoj (47% LC) i akutnoj monocitnoj leukemiji (9% LC) (p=0,000).
Visok obrazac ekspresije CD34 molekula je predominantan u vec¢ini suptipova
AML-NOS, osim u sluc¢aju akutne mijelomonocitne i akutne monocitne

leukemije, koje karakteriSe pretezno heterogen obrazac (p=0,002).

Molekul €D117 je eksprimiran sa visokom ucestaloS¢u (290%) u vecini
suptipova AML-NOS, uz znacCajno nizu ucestalost u akutnoj monocitnoj
leukemija (53%) (p=0,000). Prosecna ekspresija molekula CD117 obuhvata bar
dve treine populacije blasta u vecini suptipova, uz znacajno nizu prosecnu
ekspresiju u akutnoj mijelomonocitnoj leukemiji (53% LC) i akutnoj monocitnoj

leukemiji (20% LC) (p=0,000). Obrasci ekspresije CD117 molekula znacajno

155



REZULTATI

variraju izmedu suptipova AML-NOS (p=0,000). Srednja ili visoka ekspresija
CD117 molekula karakteriSe suptipove sa zahvaenom granulocitnom lozom,
pri Cemu visoka ili heterogena ekspresija karakteriSe suptipove sa zahva¢enom

monocitnom lozom.

[spitivanje ucestalosti koekspresije tri molekula CD34*CD117*HLA-DR*
na populaciji blasta u suptipovima AML-NOS, pokazalo je visoku ucestalost
koekspresije u vecini suptipova: AML sa minimalnom diferencijacijom (8/9,
88,9%), AML bez sazrevanja (12/15, 80%), AML sa sazrevanjem (31/37,
83,8%), akutna monoblastna leukemija (15/15, 100%) i akutna bazofilna
leukemija (2/2, 100%). Niza ucestalost koekspresije je utvrdena u akutnoj
mijelomonocitnoj (26/38, 68,4%) i akutnoj monocitnoj leukemiji (4/19, 21,1%).
U poslednjem suptipu leukemijski blasti su eksprimirali samo HLA-DR molekul

(10/19, 52,6%) ili su koeksprimirali HLA-DR*CD117* molekule (5/19, 26,3%).

Rani diferencijacioni mijelomonocitni molekul €D13 je eksprimiran sa
visokom ucestalo$¢u (290%) na populaciji blasta suptipova AML-NOS. Prosec¢na
vrednost subpopulacije CD13+ blasta je visoka u ve¢ini suptipova (280% LC),
osim u slu¢aju akutne mijelomonocitne (70% LC) i akutne monocitne leukemije
(56% LC) (p=0,000). Molekul CD13 karakteri$u pretezno visok ili srednji
obrazac ekspresije, osim u sluc¢aju akutne monocitne i akutne mijelomonocitne

leukemije, kod kojih je CD13 obrazac preteZno heterogen (p=0,000).

Rani diferencijacioni mijelomonocitni molekul €D33 je eksprimiran sa
visokom ucestaloS¢u (287%) na populaciji blasta suptipova AML-NOS.
Subpopulacija CD33* blasta obuhvata bar polovinu populacije u vedéini
suptipova AML-NOS (260% LC), a najvi$a je u akutnoj monocitnoj (96% LC) i
akutnoj mijelomonocitnoj leukemiji (85% LC) (p=0,000). Obrasci ekspresije
CD33 molekula znacajno variraju izmedu suptipova AML-NOS, gde niska ili
srednja ekspresija CD33 molekula karakteriSe suptipove sa zahvacenom
granulocitnom lozom, dok srednja ili visoka ekspresija karakteriSe suptipove sa

zahva¢enom monocitnom lozom (p=0,004).
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Uclestalost ekspresije ¢cMPO, kao i prosecna ekspresija ovog molekula
znaCajno variraju u razli¢itim suptipovima AML-NOS (p=0,000). Najniza
ucestalost ekspresije karakteriSe AML sa minimalnom diferencijacijom i akutnu
monoblastnu leukemiju (trecina slucajeva), gde je utvrdena i najniZa prosec¢na
ekspresija ovog molekula (<20% LC). Sa druge strane, najvisa ucestalost
ekspresije je utvrdena u suptipu AML bez sazrevanja (93%). Vrednost prosecne
ekspresije ¢cMPO u ostalim suptipovima AML-NOS (<66% LC) ukazuje da je
eksprimiran na subpopulaciji leukemijskih blasta. Najucestaliji obrasci

ekspresije u slu¢aju cMPO su nizak ili heterogen (p>0,05).

Ekspresija cLizozima je utvrdena u suptipovima AML-NOS u kojima je
leukemijskim procesom zahva¢ena monocitna loza - akutna monocitna
leukemija (100%), akutna mijelomonocitna leukemija (92%) iakutna
monoblastna leukemija (67%) (p=0,000), kod kojih je utvrdena i znacajno visa
prosecna ekspresija na populaciji leukemijskih celija (p=0,000). Najucestaliji
obrazac ekspresije cLizozima u akutnoj monocitnoj lukemiji je visok, dok je u
akutnoj mijelomonocitnoj veoma varijabilan, a u akutnoj monoblastnoj

leukemiji preteZno heterogen (p>0,05).

Razliciti aspekti ekspresije kasnih mijelomonocitnih hLDM na
populaciji leukemijskih blasta suptipova AML-NOS su prikazani u Tabeli
47./Prilog 1. Molekul ¢CD68 je eksprimiran u svim suptipovima AML-NOS, uz
prosecnu vrednost ekspresije koja je znacCajno veca u akutnoj monocitnoj
leukemiji (96% LC), akutnoj mijelomonocitnoj leukemiji i AML bez sazrevanja
(~85% LC) u odnosu na ostale suptipove (p=0,006). Obrazac ekspresije
molekula cCD68 je uglavnom nizak u suptipovima u kojima je granulocitna loza
zahvacena leukemijskim procesom, dok je u suptipovima u kojima je zahvacena
monocitna loza, najceS¢e eksprimiran prema heterogenom ili visokom obrascu

(p=0,010).

Molekul €D15 je eksprimiran samo u pojedinim suptipovima AML-NOS,
uz znacajno vecu ucestalost ekspresije u akutnoj monocitnoj leukemiji (100%) u

poredenju sa akutnom mijelomonocitnom leukemijom (60%) i AML sa
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sazrevanjem (22%) (p=0,000). Subpopulacija CD15* blasta je znacajno veca u
akutnoj monocitnoj i (72% LC) i akutnoj mijelomonocitnoj leukemiji (35% LC),
dok je u slucaju ostalih suptipova AML-NOS relativno mala (<14% LC)
(p=0,000). Obrazac ekspresije u suptipu AML sa sazrevanjem je heterogen, dok
u suptipovima sa zahva¢enom monocitnom lozom moZe biti heterogen ili visok

(p=0,004).

Najveca ucestalost ekspresije molekula CD11b je utvrdena u suptipovima
AML-NOS u kojima je leukemijskim procesom zahvaena monocitna loza -
akutna monocitna leukemija (95%), akutna mijelomonocitna leukemija (77%) i
akutna monoblastna leukemija (67%) (p=0,000). Prose¢na vrednost ekspresije
CD11b molekula je takode znacajno viSa u suptipovima AML-NOS u kojima je
leukemijskim procesom zahvaéena monocitna loza (p=0,000). Najucestaliji
obrazac ekspresije u akutnoj monoblastnoj leukemiji je nizak, dok druga dva
suptipa ispoljavaju pretezno heterogen ili visok obrazac ekspresije ovog

molekula (p=0,001).

Molekul €D11c je eksprimiran u svim suptipovima AML-NOS, ali sa
veoma varijabilnom ucestalos¢u (p=0,000). Znacajno visa ucestalost ekspresije
karakteriSe suptipove u kojima je leukemijskim procesom zahva¢ena monocitna
loza - akutna monocitna (94%), akutna mijelomonocitna (92%) i akutna
monoblastna leukemija (60%). Molekul CD11c eksprimiran je na znacajno vecoj
frakciji blasta u suptipovima AML-NOS u kojima je leukemijskim procesom

zahvacena monocitna loza (p=0,000).

Pritom, najucestaliji obrazac ekspresije u akutnoj monoblastnoj leukemiji
je nizak, dok druga dva suptipa ispoljavaju pretezno heterogen ili visoko brazac

ekspresije ovog molekula (p=0,010).

Molekul €D4 je eksprimiran u svim suptipovima AML-NOS, ali sa veoma
varijabilnom ucestalo$¢u (p=0,000). Najveca uCestalost ekspresije CD4 molekula
karakteriSe suptipove u kojima je leukemijskim procesom zahva¢ena monocitna
loza (287%). Relativno niska ucestalost ekspresije karakteriSe suptipove u

kojima je leukemijskim procesom zahvacena granulocitna loza (20 - 30%
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slucajeva), uz prosecnu ekspresiju koja zahvata znac¢ajno manju subpopulaciju
blasta (<20% LC) (p=0,000). Niska ekspresija CD4 molekula karakterise
suptipove sa zahvacenom granulocitnom lozom, dok se niska, ali i srednja

ekspresija javlja u suptipovima sa zahva¢enom monocitnom lozom (p>0,05).

Visoka ucestalost ekspresije molekula €D64 takode karakteriSe
suptipove AML-NOS u kojima je leukemijskim procesom zahva¢ena monocitna
loza uz znake sazrevanja - akutna monocitna leukemija (100%) i akutna
mijelomonocitna leukemija (74%) (p=0,000). Prosetna vrednost ekspresije
ukazuje da je CD64 eksprimiran na veéini populacije blasta u akutnoj
monocitnoj (86% LC), odnosno na frakciji blasta u akutnoj mijelomonocitnoj
leukemiji (43% LC) (p=0,000), i to prema visokom ili heterogenom obrascu u
poredenju sa ostalim suptipovima (p=0,001). CD64 molekul je eksprimiran sa
veoma niskom ucestalos¢u u suptipu AML sa sazrevanjem (8%), na maloj

subpopulaciji (11% LC) i prema niskom obrascu ekspresije.

Ekspresija molekula €D36 je povezana za tri suptipa AML-NOS, koje
karakteriSe zahvacenost monocitne loze leukemijskim procesom. Ucestalost
ekspresije CD36 molekula, kao i njegova prosecna vrednost ekspresije je
znacajno niza u akutnoj monoblastnoj i akutnoj mijelomonocitnoj leukemiji u
poredenju sa akutnom monocitnom leukemijom (p=0,000). Naj¢eS¢i obrazac

ekspresije CD36 molekula je heterogen.

Ekspresija molekula CD14 i CD163 je povezana za dva suptipa AML-NOS,
koje karakteriSe zahvacenost monocitne loze leukemijskim procesom uz
prisustvo sazrevanja - akutna monocitna i akutna mijelomonocitna leukemija.
Ucestalost ekspresije oba molekula, kao i njihova prose¢na vrednost ekspresije
na populaciji blasta, znacajno je viSa u akutnoj monocitnoj i akutnoj
mijelomonocitnoj leukemiji u poredenju sa ostalim suptipovima AML-NOS
(p<0,01). Molekul CD14 je eksprimiran prema obrascu heterogene ekspresije u
oba suptipa AML-NOS, dok su u slucaju molekula CD163 obrasci ekspresije

varijabilni.
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7.3. Analiza ektopicne ekspresije limfoidnih hLDM na
populaciji blasta suptipova AML-NOS

Analiza ektopic¢ne ekspresije bar jednog od ispitivanih limfoidnih hLDM
na populaciji blasta, pokazala je najve¢u ucestalost u suptipovima AML-NOS u
kojima je leukemijskim procesom zahvacena monocitna loza (263% slucajeva),
dok je najniZa ucestalost registrovana u suptipu AML bez sazrevanja (27%

slucajeva) (Grafikon 28.).
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Grafikon 28. Ucestalost ektopi¢ne ekspresije bar jednog od ispitivanih
limfoidnih hLDM na populaciji blasta suptipova AML-NOS

Razli¢iti aspekti ektopicne ekspresije limfoidnih hLDM na populaciji
leukemijskih blasta suptipova AML-NOS su prikazani u Tabeli 48./Prilog 1.
Molekul €D56 ispoljava ekspresiju u svim suptipovima AML-NOS, ali uz
znacajno viSu ucestalost ekspresije u akutnoj monocitnoj leukemiji (74%) u

poredenju sa ostalim suptipovima (£27% slucajeva) (p=0,000).

Molekul €D56 je u proseku eksprimiran na relativno maloj frakciji

leukemijskih ¢elija (£16% LC) u vecini suptipova AML-NOS, pri ¢emu je frakcija
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CD56+ ¢elija znacajno veca u akutnoj monocitnoj leukemiji (44% LC) (p=0,001).

Obrasci ekspresije CD56 molekula su varijabilni u svim suptipovima AML-NOS.

Najveca ucestalost ekspresije €D7 molekula je utvrdena u akutnoj
bazofilnoj (50%) i akutnoj monoblastnoj leukemiji (27%), dok je ucestalost
ekspresije niZa u ostalim suptipovima AML-NOS (p>0,05). Molekul CD7 je
eksprimiran na maloj subpopulaciji blasta (<20% LC) u veéini suptipova AML-
NOS (p=0,010). Niska ekspresija CD7 karakteriSe vecCinu suptipova, ali kod
manjeg broja bolesnika u suptipovima AML sa sazrevanjem i akutna
mijelomonocitna leukemija, ekspresija moZe biti i prema srednjem obrascu

(p=0,025).

Molekul €D2 je eksprimiran sa niskom ucestaloS¢u u suptipu AML sa
sazrevanjem (5,4%), i dvostruko viSom ucestaloS¢u u akutnoj monocitnoj i
akutnoj mijelomonocitnoj leukemiji (10,5%) (p>0,05). Prosecna vrednost
populacije koja eksprimira CD2 molekul, ukazuje da je on ekspimiran samo na
subpopulaciji (£10% LC) prema obrascu niske ekspresije, ali je ta subpopulacija
znacajno veca u suptipovima AML-NOS u kojima je leukemijskim procesom

zahvacena monocitna loza (p=0.001).

U grupi hLDM B loze, €D19 molekul ispoljava selektivnu ekspresiju u
suptipovima AML sa sazrevanjem (19%) i akutnoj mijelomonocitnoj leukemiji
(5%) (p=0,038). Subpopulacija CD19+* blasta veca je u suptipu AML sa
sazrevanjem (10% LC) u poredenju sa akutnom mijelomonocitnom leukemijom

(4% LC) (p>0,05), uz preteZno nizak obrazac ekspresije.

Ekspresija €D22 molekula je utvrdena u vecini suptipova AML-NOS, uz
najvecu ucestalost ekspresije u akutnoj bazofilnoj leukemiji (100%), AML sa
minimalnom diferencijacijom (50%) i akutnoj monoblastnoj leukemiji (40%)
(p=0,000). Osim u slu¢aju akutne bazofilne leukemije (77% LC), vrednost
prosecne ekspresije CD22 molekula ukazuje da je eksprimiran na subpopulaciji
leukemijskih blasta (<20% LC), uz znacajne varijacije izmedu suptipova
(p=0.000). Molekul CD22 karakteriSe nizak ili heterogen obrazac ekspresije u
vecini suptipova AML-NOS.
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Molekul ¢CD79a je selektivno eksprimiran u tri suptipa AML-NOS, uz
najve¢u ucestalost u AML sa minimalnom diferencijacijom (33%), AML sa
sazrevanjem (10%) i akutnoj mijelomonocitnoj leukemijji (3%) (p=0,010).
Znacajno veca frakcija cCD79a* Celija karakteriSe AML sa minimalnom
diferencijacijom (9% LC) u poredenju sa ostalim suptipovima AML-NOS (<3%
LC) (p=0.012). Molekul cCD79a karakteri$e preteZno nizak ili heterogen obrazac

ekspresije na leukemijskim ¢elijama.

7.4. Ispitivanje imunofenotipskih karakteristika
granulocitnih i monocitnih prekursora suptipova
AML-NOS

Analiza populacije granulocitnih prekursora ks suptipova AML-NOS,
pokazala je da granulocitni prekursori ¢ine relativno malu populaciju u veéini
suptipova (£15% NC), a da je prose¢na veli¢ina ove populacije zna¢ajno veéa u
AML sa sazrevanjem i Akutnoj mijelomonocitnoj leukemiji (Tabela 49.)

(p=0.000).

"Sift u levo" u populaciji granulocitnih prekursora je utvrden kod veéine
bolesnika oba ispitivana suptipa AML-NOS (97%), dok je blok u sazrevanju do
stupnja metamijelocit i/ili neutrofil utvrden sa ve¢om ucestalos¢u u AML sa

sazrevanjem (72%) u odnosu na akutnu mijelomonocitnu leukemiju (59%).

I[spitivanje promena u obrascu ¢elijske granulacije populacije
granulocitnih prekursora bolesnika sa AML-NOS, pokazalo je prisustvo atipi¢ne
granulacije kod tri Cetvrtine bolesnika oba suptipa, dok je atipi¢na
hipogranulacija bila prisutna sa nizom ucestalos¢u kod oba ispitivana suptipa

(<20%).
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suptipa AML-NOS sa zahva¢enom granulocitnom lozom

Karakteristika AML sa sazrevanjem Akutna mijelomonocitna P
leukemija

X Gr prek ks (n=35) (n=37)

x +SD (% NC) 34,29 + 20,88 25,78 16,23 0,083

Me (opseg) 27 (4-72) 21(1-59)

Promijelociti (n=29) (n=33)

x = SD (% Gr prek) 36,86 +£18,73 33,91+ 16,68 0,442

Me (opseg) 37 (6-74) 30 (8-81)

Mijelociti (n=29) (n=34)

x = SD (% Gr prek) 41,03 + 15,56 42,12 + 16,84 0,761

Me (opseg) 42 (17 - 67) 45(9-75)

Metamijelociti (n=29) (n=34)

% + SD (% Gr prek) 14,79 + 9,51 15,62 + 10,29 0,874

Me (opseg) 14 (0-37) 13 (1-49)

Neutrofili (n=29) (n=34)

x = SD (% Gr prek) 7,28 + 10,44 9,53 +9,64 0,030

Me (opseg) 2(0-36) 55(1-42)

Sift u levo Gr prek. 96,6% (28/29) 97,1% (33/34) 0,909

Blok u sazrevanju Gr Prek 72,4% (21/29) 58,8% (20/34) 0,259

Gran. Gr prek. 0,478

Atipi¢na hipogran. 13,3% (4/30) 17,6% (6/34)

Atipi¢na gran. 76,7% (23/30) 79,4% (27/34)

Maturaciona asinhronija 100% (29/29) 97% (32/33) 0,345

CD34+ 48,3% (14/29) 30,3% (10/33)

HLA-DR+ 65,5% (19/29) 75,8% (25/33)

CD45high 58,6% (17/29) 66,7% (22/33)

CD135+ 33,3% (3/9) 20% (2/10)

CD15+het 48,3% (14/29) 27,3% (9/33)

cMPOP+ 60,7% (17/28) 37,9% (11/29)

CD33- 0% (0/28) 0% (0/32)

CD13+high 37,9% (11/29) 33,3% (11/33)

Aberantna eksp. Li Ag 20,7% (6/29) 11,8% (4/34) 0,397

CD56+ 6,9% (2/29) 59% (2/34)

CD2+ 3,4% (1/29) 0% (0/34)

CD7+ 6,9% (2/29) 2,9% (1/34)

CD19+ 3,4% (1/29) 2,9% (1/34)

Skracenice: Ag, antigen; Gr prek., granulocitni prekursori; gran., granulacija; ks, kostna srz; Li, limfoidni;
Me, medijana; SD, standardna devijacija; X, srednja vrednost; Statisticki testovi - Mann-Whitney U Test i
Pirsonov 2 test

[spitivanje prisustva maturacione asinhronije u ekspresiji velike grupe
hLDM na populaciji granulocitnih prekursora ks bolesnika sa AML-NOS (Tabela
49.), pokazala je prisustvo bar jednog od navedenih poremecaja kod vecine

bolesnika oba suptipa.
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Uclestalost ektopicne ekspresije bar jednog od ispitivanih molekula
limfoidne loze je skoro dvostruko visa u suptipu AML sa sazrevanjem (22%) u

poredenju sa akutnom mijelomonocitnom leukemijom (12%) (p>0,05).

Analiza monocitnih prekursora ks je pokazala da u vecini suptipova
AML-NOS populacija monocitnih prekursora ¢ini relativno malu populaciju u ks
(<10% NC), a da je prose¢na veli¢ina ove populacije zna¢ajno poviena u akutnoj
monocitnoj (70% NC) i akutnoj mijelomonocitnoj leukemiji (28% NC) (Tabela
50.) (p=0.000). Ispitivanje celijskog sastava populacije monocitnih prekursora,
pokazalo je da wu oba ispitivana suptipa predominira populacija
promonocit/monocit, pri ¢emu u akutnoj monocitnoj leukemiji predominantnu
leukemijsku populaciju ¢ine promonociti (56%), a u akutnoj mijelomonocitnoj

leukemiji to je populacija mijelo/monoblasta (p<0,05).

Tabela 50. Karakteristike populacije monocitnih prekursora ks dva suptipa

AML-NOS sa monocitnom lozom zahva¢enom leukemijsim procesom

— AML AML
Karakteristika monocitna mijelomonocitna P
X Mono prek. KS n=18 n=36
X £SD (% NC) 69,78 £ 19,02 27,94 £+ 21,31 0,048
Me (opseg) 69 (28 -96) 20,5(0,39-78)
Mijelo/monobl n=17 n=26
x = SD (% Mo prek.) 12,78 + 14,23 43,77 £ 26,36 0,000
Me (opseg) 6(0-42) 47 (2-97)
Promonociti n=17 n=27
x = SD (% Mo prek.) 56,35 + 22,86 32,00+ 19,16 0,001
Me (opseg) 48 (23-97) 32(2-76)
Monociti n=17 n=27
x £ SD (% Mo prek.) 30,88 £19,21 25,74 £ 22,47 0,283
Me (opseg) 31(2-63) 20(1-91)

Skraéenice: Mo prek, monocitni prekursori; Me, medijana; SD, standardna devijacija; x, srednja
vrednost. Statisticki testov - Mann-Whitney U Test
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7.5. Analiza hematopoezne loze zahvacene leukemijskim
procesom i stepena diferenciranosti leukemijskih
celija AML-NOS

Na osnovu imunofenotipskog profila leukemijske populacije C¢elija,
utvrden je tip hematopoezne loze zahvacene leukemijskim procesom u
suptipovima AML-NOS na dg (Tabela 51.). Tip hematopoezne loze zahvacene
leukemijskim procesom, znacajno se razlikuje izmedu suptipova AML-NOS
(p=0,000). Granulocitna loza je preteZno zahvacena leukemijskim procesom u
AML sa minimalnom diferencijacijom, AML bez sazrevanja i AML sa sazrevnjem

(>91%), pri Cemu su granulocitna i monocitna loza istovremeno zahvacene

najceSce u akutnoj mijelomonocitnoj leukemiji (80%).

Tabela 51. Imunofenotipski definisan tip loze zahvacene leukemijskim
procesom u suptipovima AML-NOS na dijagnozi

GrL Mono L Gr/ Mono L Gr/Eritro L Gr/Bazo L
AML-NOS
5 (%) 5 (%) § (%) 5 (%) 5 (%)

AML 100 (9/9) 0(0/9) 0(0/9) 0(0/9) 0(0/9)
minim. dif.
AMLb

< ) 100 (15/15) 0 (0/15) 0 (0/15) 0 (0/15) 0(0/15)
sazrevanja
AML sa 91,9 (34/37) 2,7 (1/37) 0 (0/37) 5,4 (2/37) 0(0/37)
Sazrevanjem
AML 0 (0/15) 86,7 (13/15) 13,3 (2/15) 0 (0/15) 0(0/15)
monoblastna
AML ) 0(0/19) 89,5 (17/19) 10,5 (2/19) 0(0/19) 0(0/19)
monocitna
AML 81,6

10,5 (4/38 7,9 (3/38 ' 0(0/38 0(0/38)
mijelomonoc. (4/38) (3/38) (31/28) (0/38)
AML
0(0/2) 0(0/2) 0(0/2) 0(0/2) 100 (2/2)

Bazofilna

Skracenice: Bazo, bazofilna; Eritro, eritrocitna; f, u¢estalost ekspresije; Gr, granulocitna; L, loza;
Mono, monocitna.
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Samo monocitna loza je najceS¢e zahvacena u akutnoj monoblastnoj i
akutnoj monocitnoj leukemiji (>86%), dok je zahvacenost eritrocitne loze
veoma retka, utvrdena samo u AML sa sazrevanjem (5,4%), kao i zahvacenost

bazofilne loze.

Analiza stepena diferencijacije leukemijske populaciji ¢elija suptipova
AML-NOS (Tabela 52.), pokazala je prisustvo znacajnih razlika medu njima
(p=0,000). Leukemijske ¢elije AML sa minimalnom diferencijacijom i AML bez s
azrevanja sastoje iz populacije leukemijskih blasta bilo homogene ili sa znacima
diferencijacije, pri ¢emu je u  sluCaju akutne monoblastne leukemije
najucestalija populacija blasta sa znacime diferencijacije (73%), Sto se znacajno

razlikuje od vecine ostalih suptipova u kojima je najucestalije istovremeno

prisustvo populacija leukemijskih blasta i prekursora (>78% slucajeva).

Tabela 52. Imunofenotipski definisan stepen diferentovanosti populacije
leukemijskih ¢elija suptipova AML-NOS na dg

AML-NOS Blasti bez Blasti sa Leukemijski blasti i
diferencijacije diferencijacijom prekursori
AML minimalno dif. 55,6 (5/9) 44,4 (4/9) 0(0/9)
AML bez sazrevanja 40 (6/15) 53,3 (8/15) 6,7 (1/15)
AML sa sazrevanjem 13,5 (5/37) 8,1(3/37) 78,4 (29/37)
AML monoblastna 6,7 (1/15) 73,3 (11/15) 20 (3/15)
AML monocitna 0(0/19) 15,8 (3/19) 84,2 (16/19)
AML mijelomono. 2,6 (1/38) 18,4 (7/38) 78,9 (30/38)
AML bazofilna 50 (1/2) 50 (1/2) 0(0/2)

Skracenice: dif,, diferencijacija; Eritro, eritrocitna; f, u¢estalost ekspresije.
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8. Ispitivanje MRB u AML primenom metodologije
imunofenotipizacije i MPC

Prospektivno ispitivanje MRB metodologijom IMPC, sprovedeno je na
selekcionisanom uzorku od 26 odraslih bolesnika sa dg AML, koji su posigli
citomorfoloSku KR bolesti nakon primene indukcionog protokola. Vecina
bolesnika ukljuc¢enih u ispitivanje, imala je <65 godina, opSte funkcionalno
stanje procenjeno ECOG skalom <2 i komorbiditetni indeks <3 poena. Osnovni
demografski i klinicko-hematoloski podaci bolesnika na dg bolesti su prikazani

u Tabeli 53.

Medijana starosti bolesnika je iznosila 53 godine (opseg, 19-74 god.),
pri ¢emu je u starijoj Zivotnoj dobi (260 god.) bilo 38,5% bolesnika.
Zastupljenost muskaraca (42,3%) je bila manja u odnosu na Zene (57,7%) (m/z,

0,73).

Medijana vrednosti broja Le u celoj grupi AML je iznosila 13,8 x 10°/L, uz
visok stepen varijacija pojedina¢nih vrednosti. Visoke vrednosti Le (230x10%/1)

imalo je 26,9%, a hiperleukocitozu (2100x10°/1) 3,8% bolesnika.

Bolesnici su na dg procenjivni prema stepenu rizika, pri cemu je najveci
broj bolesnika svrstan u grupu povoljna (56%), dok je ucestalost ostalih grupa
rizika bila niZa: srednje povoljna I (20%), srednje povoljna I (12%) i nepovoljna

(12%).

Struktura bolesnika u odnosu na tip AML prikazana je na Grafikonu 29.
Najvise bolesnika je bilo sa dg AML-RGP, zatim AML-NOS, pri ¢emu je ucestalost
bolesnika sa AML-MDS i t-AML bila niza.

Svi bolesnici su procenjivani za prisustvo MRB posle zavrSene
indukcione terapije, dok je posle konsolidacione terapije analizirano samo 18
(69%) bolesnika, posto je u meduvremenu kod njih 8 (31%) doslo do relapsa
bolesti i/ili smrtnog ishoda. Medijana pracenja bolesnika je iznosila 12 meseci

(opseg, 2 - 26 mes.).
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Tabela 53. Osnovne demografske i hematoloSke karakteristike 26 bolesnika na

dg AML, kod kojih je ispitivano prisustvo MRB-MPC

AML . pol Starost Le ELN grupa rizika
broj AML tip (god) (x109/1)

295 AML sa sazrevanjem/CD19p+CD7p+ Z 51 0.7 srednje povoljna Il
296 AML sa t(8;21)/CD19p+cCD79ap+ z 64 12 Povoljna

297 AML sa MDS karakteristikama z 62 14.1 Nepovoljna

298 AMLsat(15;17) 7 19 427 Povoljna

299 AML sa t(15;17) M 22 2.4 povoljna

300 AML sa t(15;17)/CD56p+ z 54 0.9 Povoljna

301 AML sa MDS karakteristikama M 64 19 srednje povoljna Il
302 AML sa t(8;21)/CD19p+ CD56p+ M 45 29.2 Povoljna

303 AL mijelomonocitna/FLT3-ITDmut Z 31 87.3 srednje povoljnal
304 AML sa NPM1mut/ FLT-ITDres Z 62 240 Povoljna

305 AML monocitna M 62 1.8 srednje povoljna Il
306 AML sa inv(16)/CD2p+ M 28 612  Povolina

307 AML sa NPM1mut/FLT-ITDres/CD7p+ z 65 12.8 Povoljna

308 AML sa monocitnom dif./CD56p+ z 28 6.4 /

309 AML sa t(8;21)/CD19+CD56+ z 56 163 povoljna

310 ML sa NPM1mut/FLT3neg M 74 19 povoljna

311 AML sa sazrevanjem/CD7+ Z 67 21 srednje povoljnal
312 AML sa NPM1mut/FLT-ITDneg Z 51 2 povoljna

313 t-AML Z 62 2.5 srednje povoljna Il
314 AML sa NPM1mut/FLT-ITDnes M 49 32.2 povoljna

315 AML minim. diferenc./CD7+CD22+ z 69 2.2 nepovoljna

316 AL mijelomonocitna M 47 67 srednje povoljna
317 ﬁx;lftii\fs?iiama/CDS& Z 52 556 nepovoljna

318 AML sa NPM1mut/FLT-[TDpoz M 41 13.5 srednje povoljna Il
319 AML sa inv(16) M 56 20.9 povoljna

320 AMLsa t(8;21)/CD19p+ CD56p+ M 49 4.5 povoljna
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3,8%

11,5%

26,9%

57,7%

AML-RGP AML-NOS AML-MDS mt-AML

Grafikon 29. Zastupljenost glavnih tipova AML prema SZO
klasifikaciji u grupi bolesnika u kojoj je ispitivano prisustvo MRB
primenom MPC

8.1. Analiza imunofenotipski definisanih populacija cCelija
bolesnika sa AML posle lecenja hemioterapijom

Populacije celija ks i pk bolesnika sa AML, identifikovane na osnovu
specificnih  imunofenotipskih karakteristika, analizirane su tokom procesa
regeneracije do koga dolazi posle primene indukcione i konsolidacione
hemioterapije. Osnovni cilj ovog dela ispitivanja bio je da analiziramo
kvantitativne promene koje se deSavaju u glavnim
populacijama/subpopulacijama ks (Tabela 54.) i pk (Tabela 55.) bolesnika
tokom regeneracije, uporedivanjem sa vrednostima odgovaraju¢ih populacija

zdrave kontrolne ks i pk.

Analiza zdravih i regenerativnih kontrolnih uzoraka pk (Tabela
56./Prilog 1.) i zdravih i regeneativnih kontrolnih uzoraka ks (Tabela 57./Prilog
1.) je pokazala da izmedu njih ne postoje znacajne razlike u vecini ispitivanih
populacija i subpopulacija ¢elija, te su iz tog razloga kao kontrolna grupa

koriS¢ene vrednosti dobijene u grupi zdravih kontrolnih ks/pk.
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Tabela 54. Analiza imunoloski definisanih populacija ¢elija ks bolesnika sa AML
tokom ispitivanja MRB primenom MPC

Populacije ¢elija KS AML AML Zdrave p
(CD45/SSC dif.) MRB-MPC MRB-MPC kontrole

Post-IND Post-KON
X CD34+ pop. n=26 n=18 n=13
x +SD (% NC) 1,52+1,03 1,45+ 0,90 0,96 = 0,30 0,234
Me (opseg) 1,18 (0,13 - 4,25) 1,30 (0,04 - 3,72) 1(0,38-1,38)
CD34+CD117+ pop. n=26 n=18 n=11
X % SD (% NC) 1,00 £ 0,86 0,66+ 0,70 0,66 + 0,26 0,195
Me (opseg) 0,76 (0,06 - 3,40) 0,53(0-3,17) 0,58 (0,32 - 1,06)
X B-prek ks, n=26 n=18 n=13 *0,016
x +SD (% NC) 0,82 +1,27 3,00 + 4,24 1,42 +1,49 #0,027
Me (opseg) 0,39 (0-6,06) 1,44 (0,01 - 16,8) 1,17 (0,09 - 5,82) & 0,447
Granulocitni prek. n=26 n=18 n=13
X % SD (% NC) 76,15 £ 10,55 71,67 +7,57 77,38 £6,10 0,148
Me (opseg) 78,5 (50 -92) 72 (56 - 83) 79 (63 - 84)
Monocitni prek. n=26 n=18 n=11 *0,173
X2 SD (% NQC) 5,36 £ 2,05 6,14 +2,02 4,31+0,81 #0,212
Me (opseg) 48(1,8-9) 575 (2,1-10) 4,2 (3,3-59) & 0,004

Skracenice: dif,, diferencijal; ks, kostna srz; Me, medijana; NC, nukleirane ¢elije; pop., populacija;
Post-IND, post-indukcija; Post-KON, post-konsolidacija; SD, standardna devijacija; X, prosecna
vrednost; *, AML-post-IND vs AML-post-KON; #, AML-post-IND vs Kontrola; & AML-post-KON vs
Kontrola

Prosecna vrednost ukupne populacije CD34+ éelija ks, koja obuhvata
hematopoezne mijeloidne i B progenitore, kao i vrednost populacije mijeloidnih
progenitora (CD34*CD117* pop.), nisu se znacajno razlikovale u odnosu na
vrednost u ks posle indukcione i konsolidacione terapije, kao i u poredenju sa
zdravom kontrolnom ks. Sa druge strane, vrednost ukupnih B-prekursora ks
znacajno je sniZzena posle indukcione hemioterapije u poredenju sa vrednoséu
posle konsolidacije i u odnosu na zdravu kontrolnu ks (p<0,05), pri ¢emu takva
promena nije videna u istoj populaciji posle konsolidacije u odnosu na zdravu

kontrolnu ks.

Vrednosti populacije granulocitnih prekursora ks bolesnika sa AML,
posle indukcione i konsolidacione terapije, nisu se medusobno znacajno
razlikovale, niti su potvrdene razlike u odnosu na zdravu kontrolnu ks. Analiza
Celijske strukture populacije granulocitnih prekursora (promijelociti -

mijelociti - metamijelociti - neutrofili) na dg bolesti, pokazala je prisustvo
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skretanja u levo ka nezrelijim formama kod 87% (20/23) bolesnika, pri ¢emu je
do normalizacije strukture granulocitnih prekursora ks doslo kod svih bolesnika
posle primene indukcione terapije, odnosno kod 89% (16/18) bolesnika posle

primene konsolidacije.

U pogledu populacije monocitnih prekursora ks, nisu utvrdene
medusobne razlike u prosec¢noj vrednosti ove populacije posle indukcione i
konsolidacione terapije, ali je potvrdeno znacajno relativno povecanje ove
populacije posle konsolidacije u odnosu na zdravu kontrolnu ks, dok takva
razlika nije potvrdena posle primene indukcione terapije. Analiza Ccelijske
strukture populacije monocitnih prekursora (promonociti/nezreli monociti -
monociti) na dg bolesti, pokazala je prisustvo skretanja u levo ka nezrelijim
formama kod 82% (9/11) bolesnika, pri ¢emu je normalna struktura
monocitnih prekursora bila prisutna kod 96% (25/26) bolesnika posle primene

indukcione terapije, odnosno kod svih bolesnika posle primene konsolidacije.

Analiza pk za prosecnu vrednost ukupne populacije CD34* ¢Celija i
populacije mijeloidnih progenitora bolesnika sa AML, pokazala je znacajno
povecanje vrednosti obe populacije posle indukcione terapije u poredenju sa
istim vrednostima posle konsolidacije (p<0,05), dok je u pogledu mijeloidnih
progenitora utvrdena znacajno visa vrednost i u odnosu na zdavu kontrolnu pk
(Tabela 55.). Prose¢na vrednost ove dve populacije u pk bolesnika posle

konsolidacione terapije, bila je na nivou koji karakteriSe zdravu kontrolnu pk.

Prosecna vrednost populacije neutrofila pk bolesnika posle indukcione
terapije nije se razlikovala u odnosu na vrednost u zdravoj kontrolnoj pk, ali je
istovremeno utvrdeno da je prosecna vrednost neutrofila znacCajno sniZena
posle konsolidacione terapije (49% Le) u odnosu indukciju (63% Le) i zdravu
kontrolnu pk (64% Le) (p<0,05). Analiza strukture populacije neutrofila pk,
pokazala je odsustvo skretaja u levo ka nezrelijim formama kod 88% (21/24)
bolesnika posle primene indukcije, odnosno kod 75% (12/16) bolesnika posle

primene konsolidacione terapije.
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U pogledu populacije monocita pk, utvrdeno je znacajno povecanje
prosecne vrednosti ove populacije posle indukcione (8,5% Le) i konsolidacione
(11,8%) terapije, u poredenju sa vrednoS¢u populacije monocita u zdravoj
kontrolnoj grupi (5,6% Le) (p<0,05). Takode je utvrdeno da je prosena
vrednost monocita pk znacajno viSa posle konsolidacione terapije u odnosu na
vrednost posle indukcije (p=0,01). Analiza Ccelijske strukture populacije
monocita posle primene hemioterapije, pokazala je odsustvo skretanja ka
nezrelijim formama posle indukcione terapije kod 92% (22/24) bolesnika, i kod

75% (12/16) bolesnika posle konsolidacione terapije.

Tabela 55. Analiza imunoloski definisanih populacija ¢elija pk bolesnika sa AML
tokom ispitivanja MRB primenom MPC

Populacije ¢elija PK AML AML Zdrave
(CD45/SSC dif.) MRB-MPC MRB-MPC kontrole
Post-IND Post-KON

X CD34* pop. n=26 n=18 n=12 *0,039
x +SD (% Le) 0,318 + 0,951 0,085 + 0,198 0,035+0,018 #0,060
Me (opseg) 0,05 (0-4,79) 0,03 (0,01 - 0,86) 0,03 (0,02 -0,07) & 0,846
CD34+CD117+ pop. n=26 n=18 n=11 *0,003
x +SD (% Le) 0,230 + 0,680 0,062 £ 0,176 0,019 £0,014 #0,018
Me (opseg) 0,04 (0 - 3,40) 0,01 (0-0,75) 0,01 (0,01 - 0,05) & 0,421
Neutrofili pk n=26 n=18 n=13 *0,008
x +SD (% Le) 62,88 10,58 49,39 + 18,37 63,62 +12,48 #1,000
Me (opseg) 59,5 (42 - 81) 45,5 (5-83) 61 (47 - 86) & 0,020
Monociti pk n=26 n=17 n=11 *0,010
x +SD (% Le) 8,48 £ 3,92 13,18 + 6,83 5,58 +1,64 #0,017
Me (opseg) 7,35(2,1-17) 11,8 (5,6 - 33) 59(2,8-81) & 0,000

Skracenice: Le, leukociti; Me, medijana; pop., populacija; Post-IND, post-indukcija; Post-KON,
post-konsolidacija; SD, standardna devijacija; x, prose¢na vrednost; *, AML-post-IND vs AML-
post-KON; #, AML-post-IND vs Kontrola; & AML-post-KON vs Kontrola

Analiza razli¢itih populacija Li ks bolesnika posle lecenja
hemioterapijom, sprovedena je u cilju ispitivanja promena u relativnoj
zastupljenosti ovih populacija u odnosu na odgovarajuce populacije u ks zdravih
kontrola (Tabela 58.). Analiza je pokazala da je prosecna vrednost ukupne
populacije Li u ks bolesnika znacajno sniZena posle indukcione terapije u
poredenju sa vrednoS¢u u zdravoj kontrolnoj ks (10,8% vs. 14,1% Li, p=0,012).
Prosetna vrednost populacije B-Li ks bolesnika znacajno je sniZena posle

indukcione (2,04% Li) i konsolidacione (4,6% Li) terapije, u poredenju sa
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vrednoscu iste populacije u ks zdravih kontrola (15,8% Li) (p<0,01). Prosecna
vrednost ukupne populacije T-Li ks znaCajno je povecana posle indukcione
terapije (83,9% Li) u poredenju sa vrednosS¢u ove populacije u ks zdravih
kontrola (72,4% Li) (p=0,018), pri ¢emu razlika nije potvrdena kao znacajna u

odnosu na vrednost posle konsolidacione terapije.

Tabela 58. Zastupljenost razlicitih populacija Li u ks bolesnika sa AML, posle
primene indukcione i konsoludacione hemioterapije

Populacije ¢elija AML AML Zdrave p
(CD45/SSC dif.) MRB-MPC MRB-MPC kontrole
Post-IND Post-KON

Li ks n=26 n=18 n=13 *0,065
% +SD (% NC) 10,85 + 9,02 12,72 + 5,13 14,08 + 5,39 #0,012
Me (opseg) 7,5(3-39) 12 (4 - 23) 12 (9 - 28) & 0,533
B-Li ks n=26 n=18 n=13 *0,641
X = SD (% Li) 2,04 + 2,00 4,55 + 8,84 15,85+7,73 # 0,000
Me (opseg) 1(0-7) 0,66 (0,11 - 36) 16 (6 - 35) & 0,000
T-Li ks n=26 n=18 n=13 *0,358
X = SD (% Li) 83,88+ 7,01 79,44 +£10,95 72,31+£12,23 #0,018
Me (opseg) 85 (65 - 96) 79 (51-96) 77 (50 - 88) & 0,281
NKT-Li ks n=26 n=18 n=13 *1,000
X + SD (% Li) 14,15+ 7,95 14,63 +9,80 4,55 +4,98 #0,003
Me (opseg) 13 (3-31) 11,5 (5-47) 3(1-17) & 0,003
NK-Li ks n=26 n=18 n=13 *0,701
x = SD (% Li) 11,88 £5,75 14,22 £6,91 8,73+ 6,70 #0451
Me (opseg) 10 (2,2 - 28) 13,5 (4-30) 6 (3-25) & 0,063

Skracenice: dif., diferencijal; ks, kostna srZ; Li, limfociti; Me, medijana; NC, nukleirane ¢elije; SD,
standardna devijacija; X, prosecna vrednost; *, AML-post-IND vs AML-post-KON; #, AML-post-
IND vs Kontrola; & AML-post-KON vs Kontrola

Prosec¢na vrednost populacije NKT-Li ks je takode znacajno povecana
posle indukcione (14,2% Li), ali i konsolidacione (14,6% Li) terapije u
poredenju sa vrednoScu ove populacije u ks zdravih kontrola (4,6% Li) (p<0,01).
U slucaju populacije NK-Li ks, nisu utvrdene znacajne razlike u vrednosti ove

populacije izmedu bolesnika i zdravih kontrolnih uzoraka.

Analiza razliCitih populacija Li pk bolesnika posle lecenja
hemioterapijom, sprovedena je u cilju ispitivanja promena u apsolutnom broju
ovih populacija u odnosu na odgovarajuce populacije pk zdravih kontrola
(Tabela 59.). Naime, prosecna vrednost populacije Li pk procenjena na

hematoloskom brojacu krvnih elemenata, bila je znacajno niZa u pk bolesnika
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posle indukcione (1408 ¢/u) i konsolidacione (1301 ¢/u) terapije, u poredenju
sa vrednoScu u pk zdrave kontrole (2395 ¢/u) (p<0,05).

Tabela 59. Zastupljenost razliitih populacija Li u pk bolesnika sa AML posle
primene indukcione i konsoludacione hemioterapije

Pop. ¢elija AML AML Zdrave p
(cb45/sSc dif.) MRB-MPC MRB-MPC kontrole

Post-IND Post-KON
Li pk kaunter n=26 n=18 n=13 *0,862
x +SD (¢/ul) 1407,65 £ 502,53 1301,39 £ 490,79 2395,31+1189,37 # 0,035
Me (opseg) 1394,5 (416 - 2553) 1313,5 (406 - 2166) 2380 (1056 - 5460) & 0,020
B-Li pk n=26 n=18 n=13 *0,067
x +SD (¢/ul) 25,60 + 29,95 30,76 £ 69,80 259,62 + 140,68 #0,000
Me (opseg) 16 (0 - 120) 3(0,2 - 260) 260 (63 - 475) & 0,000
T-Li pk n=26 n=18 n=13 *0,865
x +SD (¢/ul) 1115,23 £413,61 1026,44 £ 420,21 1645,54 + 711,16 #0,069
Me (opseg) 1125,5 (270 - 1832) 978 (37 -1776) 1551 (864-3167) & 0,034
NKT-Li pk n=26 n=18 n=11
x +SD (¢/ul) 145,27 £ 96,98 133,83 +£95,20 99,00 + 120,13 0,099
Me (opseg) 128 (32 - 333) 121 (18 - 387) 47 (19 - 417)
NK-Li pk n=26 n=18 n=9 *0,943
x +SD (¢/ul) 244,81 + 173,92 226,22 + 144,14 531,33 + 418,21 #0,007
Me (opseg) 191 (14 - 715) 187 (32 - 585) 436 (214 - 1583) & 0,004

Skracenice: dif., diferencijal; Li, limfociti; Me, medijana; NC, nukleirane Celije; pop., populacije;
SD, standardna devijacija; X, prose¢na vrednost; *, AML-post-IND vs AML-post-KON; #, AML-
post-IND vs Kontrola; & AML-post-KON vs Kontrola

U slucaju populacije B-Li i NK-Li pk bolesnika, utvrdeno je izrazito

sniZenje prosecCne vrednosti ovih populacija posle indukcione i konsolidacione
terapije u poredenju sa vrednostima u pk zdravih kontrola (p<0,01). Prose¢na
vrednost populacije T-Li je sniZena u pk bolesnika posle primene hemioterapija,
ali je znacajnost razlike potvrdena samo u slucaju vrednosti T-Li utvrdene posle
konsolidacione terapije (p=0,034). Prosec¢na vrednost populacije NKT-Li nije
znacajno varirala u pk bolesnika posle primene hemioterapija, u poredenju sa

vrednostima pk zdravih kontrola.
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8.2. Identifikacija i kvantifikacija populacije leukemijskih
¢elija bolesnika sa AML posle lecenja hemioterapijom

Analiza MRB primenom MPC bazira se na identifikaciji i kvantifikaciji
populacije leukemijskih ¢elija na osnovu prisustva jedne ili viSe kombinacija
IFSL, koji se definiSu na osnovu imunofenotipskih karakteristika leukemijskih
¢elija na dg bolesti. Kombinacije IFSL koje su koriS¢ene u nasoj grupi bolesnika

su prikazane u Tabeli 60.

Na dg AML, kod 15 (57,7%) bolesnika su definisane po dve kombinacije
IFSL, dok je kod 11 (42,3%) bolesnika bila definisana samo po jedna
kombinacija IFSL. Kod svih ispitivanih bolesnika, analizirana je i kombinacija
leukocitnih molekula koja definiSe mijeloidne progenitore u zdravoj ks
(CD34+CD117*HLA-DR*CD45'0%/SSClow).  Populacija LC sa karakteristikama
mijeloidnih progenitora bila je prisutna kod 15 (57,7%) nasih bolesnika sa AML
na dg bolesti.

U nasSoj grupi od 26 bolesnika, ukupno je formulisana 41 kombinacija
IFSL, pri ¢emu su najucestalije bile kombinacije CD34 i/ili CD117 molekula sa
jedne strane i ektopi¢no eksprimiranih molekula limfoidne loze (CD7, CD56,

CD19, CD22) sa druge strane.

Deo kombinacija IFSL je takode sadrzavao CD34 i/ili CD117 uz molekule
CD64 i/ili CD15, koje je karakterisala maturaciona asinhronija u ekspresiji, pri
¢emu je deo kombinacija baziran na aberacijama u nivou ekspresije molekula
CD34/CD117/HLA-DR. Ucestalost razlicitih tipova IFSL prikazana je na
Grafikonu 30.

Prilikom analize MRB u pk bolesnika, u proseku je analizirano
229707+103248 celija (Me 212591, opseg 37334 - 496829 celija) po alikvotu
uzorka, dok je u ks bolesnika u proseku analizirano 251005+87115 Ccelija (Me
242943, opseg 114688 - 475000 celija) po alikvotu uzorka.
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Imunofenotipske karakteristike leukemijske populacije celija i

specifi¢ni imunofenotipski profili specifi¢ni za leukemiju (IFSL) 26 bolesnika sa
AML, kod kojih je ispitivano prisustvo MRB primenom MPC

broj

295

296
297

298
299

300
301

302

303
304

305

306

307
308
309
310

311

312
313
314

315

316
317

318
319

320

AML imunofenotip
CD34-CD117+HLA-DR+/CD19p+CD7p+
CD34+CD117+HLA-DR+/ CD64+CD19+cCD79a+
CD34+CD117+HLA-DR+/CD64+

CD34-CD117-HLA-DR-/CD24-CD66b-CD11b-CD11c-
CD34-CD117+HLA-DR-/CD24-CD66b-CD11b-

CD34-CD117+HLA-DRp+/CD56p+CD24-CD66b-CD11a-
CD34+CD117+HLA-DR+

CD34p+CD117p+HLA-DR+/CD64-CD19p+CD56p+

CD34-CD117p+HLA-DR+/CD64+hiCD13-CD14p+
CD34-CD117p+HLA-DR+/CD64+hiCD13p+CD14-

CD34p+CD117p+HLA-DR+/CD64p+hetCD14-

CD34p+CD117p+HLA-DR+/CD64+CD14p+/CD2p+

CD34p+CD117+HLA-DR+/CD64-CD14-/CD7p+
CD34-CD117+HLA-DR+/CD64p+CD14-/CD56p+
CD34+CD117+HLA-DR+/CD64-CD56+CD19p+
CD34-CD117p+HLA-DR-/CD64p+CD14-

CD34+CD117+HLA-DR+/CD7+

CD34+CD117+HLA-DR+/CD7p+
CD34+CD117+HLA-DR+/CD7+
CD34-CD117-HLA-DR+/CD64+hiCD14p+CD56+

CD34+CD117+HLA-DR+/CD7+CD22+

CD34-CD117p+HLA-DR-/CD64p+CD14-
CD34+CD117+HLA-DR+/CD64+/-CD56+

CD34-CD117p+HLA-DR+/CD64+hiCD14-/CD56p+

CD34+hiCD117+hiHLA-DR+hi/CD64p+CD15

CD34+hiCD117+brHLA-DR+br/CD64+lo/CD19p+CD56p+

IFSL 1/ IFSL 2

CD34-CD117+CD7+
CD13+ CD7+CD19+

CD117+ CD64+lowCD19+
CD34+ CD64+lowCD19+
CD34+CD117+CD64+
CD24-CD11b-CD11c-
CD117-CD66b- CD33+

CD117+CD24-CD66b-
CD66b-CD16-CD10-

CD66b-CD11a-CD56+
CD117+CD66b-CD24-

CD34+CD117+HLA-DR+

CD117+CD19+CD64-
CD34+ HLA-DR+ CD56+

CD64+hiCD33+CD13-
CD64+hiCD163-CD14-

CD117+CD64+hiCD14-

CD117+CD64+hetCD14-
CD34+CD64+hetCD14-

CD117+CD64+CD14-
CD34+CD64+CD14-

CD34p+CD117+ CD7+
CD117+CD64+ CD14-
CD34+CD56+CD64-

CD34-CD117+ HLA-DR-

CD34+CD13+CD7+
CD34+CD117+CD7+

CD34+CD117+CD7+
CD34+CD117+CD7+

CD64+hiCD14-CD56+hi
CD34+CD117+CD7+
CD34+CD22+CD7-
CD117+CD34-HLA-DR-
CD117+CD33+hiCD64+lo
CD34+ CD64+/- CD56+
CD64+hiCD56+CD14-
CD64+hiCD117+hiCD14-

CD34+hiCD117+hiHLA-DR+hi
CD34+CD117+CD15+

CD34+hiCD117+brHLA-DR+br
CD34+ CD64+lo CD56+
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9,8%

17,1% 46,3%

26,8%_/

B [FLS-Limfo = IFSL-MA ® [FSL-Mi-prog © IFSL-ostalo

Grafikon 30. Ucestalost razlic¢itih tipova IFSL primenjenih za pracenje MRB

Prilikom analize populacija ¢elija koje eksprimiraju kombinacije IFSL, u
pk bolesnika u proseku je prikupljano 257+806 celija sa specificnim
karakteristikama (Me 9, opseg 0 - 5300 ¢elija), dok je u ks bolesnika u proseku
prikupljano 1045+1966 ¢elija sa specificnim karakteristikama (Me, 197, opseg 3
- 10566 celija).

Metodologija cetvorokolorne imunofenotipizacije primenom MPC,
omogucéila nam je detekciju rezidualne populacije LC na nivou senzitivnosti od
0,01% NC, pri ¢emu je osnovni Kriterijum bio da po svakoj testiranoj
kombinaciji IFSL bude prikupljeno bar 50 celija sa specificnim
imunofenotipskim karakteristikama (Béné i Kaeda, 2009; Hokland i sar., 2012).
Primeri detekcije MRB metodologijom MPC kod dva naSa bolesnika sa AML,

prikazani su na Slici 17.

Rezultati ispitivanja bolesnika sa AML za prisustvo rezidualnih
leukemijskih ¢elija (MRBPz) u ks i pk posle indukcione i konsolidacione

hemioterapije, prikazani su u Tabelama 61.1 62.

Posle lecenja indukcionom hemioterapijom, prisustvo MRB u ks je
utvrdeno kod 18 (69,2%) bolesnika, od kojih je kod pet (19,2%) bolesnika
potvrdeno prisustvo MRB i u pk. Posle lecenja konsolidacionom
hemioterapijom, prisustvo MRB u ks je utvrdeno kod devet (50%) bolesnika, od
kojih je kod jednog (5,6%) bolesnika potvrdeno prisustvo MRB i u pk.
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Slika 17. Primeri detekcije MRB primenom MPC, kod bolesnika sa AML posle
primene indukcione terapije (post-IND): primer 1. AML sa t(8;21), primer 2.
AML-NOS, Mijelomonocitna

Ukupno 18 bolesnika sa AML analizirano je za prisustvo MRB u oba
termina, posle indukcione i konsolidacion terapije, pri ¢emu su rezultati ove
analize prikazani na Grafikonu 31. Posle primene konsolidacine hemioterapije,
devet bolesnika je i dalje bilo MRBPr°z dok su samo dva bolesnika promenila
status iz MRBPoz u MRBreg, Ukupno sedam bolesnika je oCuvalo status MRBnes i
posle konsolidacije, pri ¢emu ni jedan bolesnik nije preSao iz MRBre¢ u MRBpoz

status.
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Tabela 61. Populacije mijeloidnih progenitora u ks/pk, status MRB i klinicke
karakteristike 26 bolesnika kod kojih je ispitivano prisustvo MRB primenom
MPC

AML Mijelo-Progen MRB-PCM Mijelo-Progen MRB-PCM TKR
broj Post-IND Post-IND Post-KON Post-KON UP Ishod
. , (mes) Relaps

PK/KS (%NC) PK/KS PK/KS (%NC) PK/KS
295 0,02/0,06 Neg/Neg 0,00/0,00 Neg/Neg 26 Ne 26 Fiv
296 0,05/0,35 Neg/Neg 0,01/ 0,20 Neg/Neg 9 Da 10  mrtav
297 0,281 /3,41 Neg/Poz - } 4 Ne 5 mrtav
298 1,071/1,351 Neg/Neg 0,01/0,37 Neg/Neg 23 Ne 24 Ziv
299 0,081/0,50 Neg/Neg 0,01/0,38 Neg/Neg 22 Ne 23 Ziv
300 0,04/0,90 Neg/Neg 0,01/0,86 Neg/Neg 22 Ne 23 Ziv
301 0,01/0,72 Neg/Neg - - 5 Ne 7 mrtav
302 0,03/1,961 Neg/Neg 0,02/0,56 Neg/Neg 21 Ne 22 Ziv
303 0,03/0,90 Neg/Poz - - 5 Da 7 mrtav
304 0,04/0,67 Neg/Poz 0,01/1,361 Neg/Neg 7 Da 12  mrtav
305 3,401 /2,651 Poz/Poz - - 1 Da 2 mrtav
306 0,187/0,46 Poz/Poz 0,171/0,54 Neg/Poz 20 Ne 21 v
307 0,261 /0,48 Poz/Poz 0,0617/0,18 Neg/Poz 11 Da 12 mrtav
308 0,01/0,33 Neg/Poz . - 3 Da 6 mrtav
309 0,01/0,95 Neg/Poz . - 5 Da 7 mrtav
310 0,01/0,35 Neg/Neg 0,00/0,44 Neg/Neg 17 Da 18 mrtav
311 0,00/0,09 Neg/Poz 0,01/0,60 Neg/Poz 11 Da 19  Ziv
312 0,04/0,89 Neg/Poz 0,02/0,77 Neg/Poz 13 Ne 14 Zv
313 0,04/0,50 Neg/Poz 0,01/0,52 Neg/Poz 13 Ne 15 Ziv
314 0,01/0,78 Neg/Poz 0,01/0,60 Neg/Poz 13 Ne 14 Ziv
315 0,06’[‘/2,88’|\ POZ/POZ - = 1 Refr. 10 mrtav
316 0,184/1,281 Poz/Poz - - 1 Refr. 6  mrtav
317 0,02/0,78 Neg/Poz 0,01/0,72 Neg/Poz 16 Ne 17 Ziv
318 0,03/0,48 Neg/Poz 0,00/0,20 Neg/Neg 9 Ne 10 Ziv
319 0,02/0,74 Neg/Poz 0,751/3,171 Poz/Poz 10 Ne 11 Ziv
320 0,071 /1,641 Neg/Poz 0,01/0,34 Neg/Poz 8 Ne 9  Ziv

Skracenice: ks, kostna srz; Mijelo, mijeloidni; pk, periferna krv; Post-IND, post-indukcija; Post-
KON, post-konsolidacija; Th, terapija; TKR, trajanje kompletne remisije bolesti; UP, ukupno
preZivljavanje bolesnika; Mijelo-Prog pk 1(20,06% Le); Mijelo-Prog ks 1(21,1% NC); MRBpoz
(20,01% IFLS* NC); MRBreg (<0,01% IFLS* NC)
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Tabela 62. Nivo MRB u ks/pk u grupi MRBroz bolesnika sa AML, posle primene

indukcione i/ili konsolidacione hemioterapije

il:: MRB Post-IND pk MRE Post-IND ks MRB Post-KONpk | MRB Post-KON ks
(% Le) (% NC) (% Le) (% NC)
297 <0,01% 0,15% - -
3037 0,03% 0,88% - -
304+ €0.01% 0.35% €©0.01% <0,01%
305* 2,83% 3,98% - -
306 0,02% 0,39% <0,01% 0,60%
307* 0.46% 1,60% <0,01% 0,04%
308 <0,01% 0,17% - -
309* <0,01% 0,03% - -
311* <0,01% 0,03% <0,01% 0,02%
312 <0,01% 0,01% <0,01% 0,12%
313 <0,01% 0,05% <0,01% 0,05%
314 <0,01% 0,07% <0,01% 0,04%
3157 0,02% 1,49% - -
316 0,61% 3,62% - -
317 <0,01% 0,03% <0,01% 0,04%
318 <0,01% 027% <0,01% <0,01%
319 <0,01% 0,27% 0,13% 1,84%
320 <0,01% 0,62% <0,01% 0,23%

Skracenice: IFSL, imunofenotip specifican za leukemiju; ks, kostna srz; Post-IND, post-indukcija;
Post-KON, post-konsolidacija.; *, bolesnici koji su imali relaps bolesti.

NaSe ispitivanje je pokazalo da je kod 78% (7/9) bolesnika koji su tokom

pracenja razvili relaps bolesti, nivo rezidualnih LC u ks sr7i bio >0,1% NC.

(Tabela 62.).

Paralelno sa kvantifikacijom populacija ¢elija koje karakteriSe prisustvo

IFSL, vrSena je i kvantifikacija populacija Celija sa opStim karakteristikama

mijeloidnih progenitora u pk i ks bolesnika, posle primene indukcione i

konsolidacione hemioterapije (Tabela 61.). Ovaj vid ispitivanja sproveden je u
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cilju utvrdivanja promena u pulu mijeloidnih progenitora ks i pk, i to kao
posledica prisustva rezidualnih leukemijskih celija sa Kkarakteristikama

mijeloidnih progenitora.

d

MRB neg/neg —38,9%

MRB neg/poz .0,0%

MRB poz/neg -11,1%

MR8 poz/poz | (IR < 0,0

0,0% 10,0% 20,0% 30,0%  40,0%  50,0%

Grafikon 31. Ispitivanje statusa MRB kod bolesnika sa AML posle
indukcione i konsolidacione hemioterapije; MRB status (post-IND/post-
KON)

Posle leCenja indukcionom hemioterapijom, povec¢an pul mijeloidnih
progenitora u ks je utvrden kod 7 (26,9%) bolesnika, dok je istovremena analiza
pk pokazala povecanje iste populacije kod 9 (34,6%) bolesnika. Prosecne
vrednosti populacija mijeloidnih progenitora u grupi MRBreg i MRBPoz bolesnika,
procenjene posle lecenja indukcionom hemioterapijom, nisu se medusobno
razlikovale ni u ks (0,77 + 0,62 vs. 1,11 + 0,94, p=0,404) ni u pk (0,16 + 0,37 vs.
0,26 = 0,79, p=0,801).

Posle leCenja konsolidacionom hemioterapijom, povectan pul
mijeloidnih progenitora u ks je utvrden kod 3 (16,7%) bolesnika, dok je
istovremena analiza pk pokazala povecanje iste populacije kod 2 (11,1%)
bolesnika. Prosefne vrednosti populacija mijeloidnih progenitora u grupi
MRBres i MRBPoz bolesnika, procenjene posle lecenja konsolidacionom

hemioterapijom, pokazale su znacajne medusobne razlike u pk (0,01 + 0,01 vs.
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0,12 + 0,24, p=0,029), dok u ks one nisu potvrdene kao znacajne (0,49 + 0,41 vs.
0836 + 0,90, p=0,801).

U grupi bolesnika koji su tokom pracenja razvili relaps bolesti ili su imali
refraktarnu bolest (11/26, 42%), MRB je utvrdena posle indukcione ili
konsolidacione hemioterapije kod 9 (81,8%) bolesnika. Sa druge strane, u grupi
bolesnika koja nije tokom pracenja razvila relaps bolesti (n=15), MRB je
utvrdena posle indukcione ili konsolidacione hemioterapije kod 8 (53,3%)

bolesnika.

Prosetno preZivljavanja bolesnika koji su posle indukcione terapije
imali MRBreg status (Me nije dosegnuta) znatno je duZe u poredenju sa

bolesnicima koji su imali MRBPoz status (Me 12 mes.) (p=0,250) (Grafikon 32.)
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Grafikon 32. Ukupno prezZivljavanje MRBreg i MRBPoz bolesnika, ¢iji je
status bolesti procenjivan posle lecenja indukcionom terapijom

182



REZULTATI

9. LeCenje i preZivljavanje bolesnika sa AML

Nakon postavljanja dg AML, bolesnici su procenjivani prema stepenu
rizika i svrstavani u jednu od ELN grupa (Sorror i sar., 2005; Dohner i sar,

2010).

Najveci broj bolesnika svrstan je u grupu srednje povoljina 1 (45,6%,
128/281), dok je dvostruko manje bolesnika svrstano u grupe povoljna (19,9%,
56/281) ili nepovoljna (22,8%, 64/281), pri Cemu je najmanje bolesnika bilo u
grupi srednje povoljna 11 (11,7%, 33/281).

Analiza raspodele bolesnika prema stepenu rizika u okviru glavnih
tipova AML prema SZO Klasifikaciji, pokazala je prisustvo znacajnih razlika
medu njima (p=0,000) (Grafikon 33.). Najucestalije grupe rizika u tipu AML-RGP
su povoljna i srednje povoljna I, u tipu AML-NOS su srednje povoljna I i srednje

povoljna 11, a u tipu AML-MDS je najucestalija grupa nepovoljna.

100% -+ . 93%
Pirsonov x2 test

p=0.000

80% -

60% -

40% -

20% -

0% -
AML-RGP AML-NOS AML-MDS

HPovoljna M Srednje povoljna I Srednje povoljnall ~ ® Nepovoljna

Grafikon 33. Raspodela glavnih tipova AML u ELN grupe prema stepenu rizika

Na osnovu procenjenog stepena rizika bolesnika, odredivana je vrsta
terapije. Intenzivnom indukcionom hemioterapijom je leCeno 85,4% (234/274)
bolesnika. Palijativnom terapijom je leceno 14,6% (40/274) bolesnika. U
pogledu konsolidacionog lecenja, kombinovano leCenje  primenom

hemioterapije i TMCH u prvoj KR primenjeno je kod 7,7% (18/234) bolesnika.
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Kod trecine bolesnika je nastupila rana smrt (86/275, 31,3%), bilo pre
pocetka leCenja (n=15) ili tokom rane faze lecenja (n=71), zbog ¢ega kod njih
nije bilo moguce proceniti odgovor na indukcionu hemioterapiju. Ucestalost
rane smrti se nije znacajno razlikovala izmedu tipova - AML-RGP (30/103,
29,1%), AML-NOS (37/123, 30,1%) i AML-MDS (15/40, 37,5%) (p>0,05).
Uporedivanje ucestalosti rane smrti izmedu suptipova AML-NOS nije pokazalo
prisustvo znacajnih razlika: AML sa minimalnom diferencijacijom (28,6%), AML
bez  sazrevanja  (40%), AML sa sazrevanjem (20%), Akutna
monoblastna/monocitna leukemija (37,5%), Akutna mijelomonocitna leukemija
(31,2%), Akutna bazofilna leukemija (0%) (p>0.05). Jedina znacajna razlika u
pogledu ucestalosti rane smrti je utvrdene izmedu akutne monoblastne i akutne
monocitne leukemije (15,4% vs. 52,6%) (p=0,033). U slu¢aju AML-RGP,
uporedivanje ucestalosti rane smrti je pokazalo prisustvo signifikantnih razlika
medu suptipovima: APL (19,4%), AML sa t(8;21) (0%), AML sa inv16/t(16;16)
(60%), AML sa t(v;11q23) (66,7%), AML sa NPM1mut (43,2%), AML sa CEBPAmut
(0%), AML sa t(6;9) (0%) (p=0,006).

Odgovor na indukcionu hemioterapiju je procenjen kod 82,5%
(156/189) bolesnika za koje su bili dostupni podaci. Naime, KR je postiglo
78,8% (123/156) bolesnika, dok je odsustvo terapijskog odgovora registrovano
kod 21,5% (33/156) bolesnika. Tip AML-MDS je imao znacajno niZu ucestalost
KR (7/16, 43,8%) u poredenju sa tipovima AML-RGP (59/67, 88,1%) (p=0,000)
i AML-NOS (57/73, 78,1%) (p=0,006), pri ¢emu izmedu dva poslednja tipa AML

nije potvrdena znacajnost razlika (p=0,118).

Uporedivanje ucestalosti KR izmedu suptipova AML-NOS je pokazalo
prisustvo znacajnih razlika: AML sa minimalnom diferencijacijom (100%), AML
bez sazrevanja (71,4%), AML sa sazrevanjem (92%), akutna
monoblastna/monocitna leukemija (75%), akutna mijelomonocitna leukemija
(68,4%) i akutna bazofilna leukemija (0%) (p=0,030). I u slucaju tipa AML-RGP,
uporedivanje ucestalosti KR je pokazalo prisustvo znacajnih razlika medu

suptipovima: APL (100%), AML sa t(8;21) (100%), AML sa inv16/t(16;16)
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(100%), AML sa t(9;11) (0%), AML sa NPMImut (71,4%), AML sa CEBPAmut
(100%), AML sa t(6;9) (0%) (p=0,000).

Prosec¢no vreme trajanja KR u celoj grupi bolesnika sa AML (n=120),
iznosilo je 23,82 * 21,30 meseci (Me 12 meseci, opseg, 1 - 74). Medijana
preZzivljavanja grupe bolesnika koji su postigli KR je iznosila 36 meseci, uz

petogodisnje preZivljavanje od 46,97% (Grafikon 34.).
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Grafikon 34. Kriva preZivljavanja cele grupe bolesnika
sa AML koji su postigli KR bolesti (Kaplan-Meier)

Prosec¢na duzina KR u grupi AML-RGP (n=59) (28,41 + 21,95 meseci, Me
26 meseci) je bilo duze u poredenju sa AML-NOS (n=54) (19,80 + 19,98 meseci,
Me 11 meseci) i AML-MDS (n=7) (16,21 19,82 meseci, Me 11 meseci). Prosecno
vreme trajanja KR grupe AML-RGP se znacajno razlikovalo u odnosu na grupu
AML-NOS (Log rank, p=0,016), pri ¢emu nije potvrdena znacajnost razlike u
poredenju sa AML-MDS (Log rank, p=0,128). Takode nije potvrdena znacajnost
razlika u pogledu duzine KR izmedu grupa AML-NOS i AML-MDS (Log rank,
p=0,658).

Medijana petogodiSnjeg prezivljavanja bolesnika koji su postigli KR u
grupi AML-RGP nije dostignuta, dok je za bolesnike AML-NOS iznosila 14

meseci, a za AML-MDS 12 meseci (Grafikon 35.). PreZivljavanje bolesnika tipa

AML-RGP tokom pet godina je iznosilo 58.5%, dok je za bolesnike tipa AML-NOS
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iznosilo 35.2%, a u slucaju bolesnika AML-MDS 34%, uz napomenu da je broj

bolesnika u poslednjoj grupi mali za poredenje.
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Grafikon 35. Kriva preZivljavanja bolesnika sa razli¢itim
tipovima AML koji su postigli KR bolesti (Kaplan-Meier)

U grupi bolesnika sa AML-RGP, prosecno trajanje KR je procenjivano i
uporedivano u suptipovima APL, AML sa t(8;21), AML sa NPM1mut i AML sa
CEBPAmut (Grafikon 36.). Medijana petogodiSnjeg prezivljavanja bolesnika sa
APL i AML sa CEBPA™ut nije dosegnuta, pri cemu za suptip AML sa t(8;21) iznosi
12 meseci a za AML sa NPM1mut 10 meseci.

Prosecno vreme trajanja KR u suptipu APL je bilo znacajno duze u
poredenju sa AML sa t(8;21) (Log rank, p=0,000) i AML sa NPM1mut (Log rank,
p=0,000), pri ¢emu nije potvrdena znacajnost razlike u poredenju sa AML sa
CEBPA™t (Log rank, p=0,215). Procena petogodiSnjeg preZivljavanja je pokazala
najvecu uclestalost zivih bolesnika u suptipovima APL i AML sa CEBPAmut
(65,6%), odnosno niZu ucestalost u suptipovima AML sa t(8;21) (33,3%) i AML
sa NPM1mut (9,6%).
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Grafikon 36. Kriva preZivljavanja bolesnika sa razli¢itim
tipovima AML-RGP u KR bolesti (Kaplan Meier)

U grupi bolesnika sa AML-NOS, prosetna duZina KR je procenjivana i
uporedivana u suptipovima AML sa sazrevanjem, akutna
monoblastna/monocitna i akutna mijelomonocitna leukemija (Grafikon 37.)
Medijana petogodiSnjeg preZivljavanja bolesnika u KR bolesti suptipa AML sa
sazrevanjem nije dosegnuta, pri ¢emu za akutnu monoblastnu/monocitnu

leukemiju iznosi 18 meseci, a za akutnu mijelomonocitnu leukemiju pet meseci.
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Grafikon 37. Kriva prezivljavanja bolesnika sa razlicitim
tipovima AML-NOS u KR bolesti (Kaplan Meier)
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Prosecno vreme trajanja KR u akutnoj mijelomonocitnoj leukemiji je bilo
znacajno Kkrate u poredenju sa akutnom monoblastnom/monocitnom
leukemijom (Log rank, p=0,000) odnosno AML sa sazrevanjem (Log rank,
p=0,000). Razlike u duzini KR nisu potvrdene kao znacajne izmedu akutne

monoblastne/monocitne leukemije i AML sa sazrevanjem (Log rank, p=0,470).

PetogodiSnje preZivljavanje bolesnika razlicitih suptipova AML-NOS u KR
iznosilo je: AML sa sazrevanjem (64,2%), akutna monoblastna/monocitna

leukemija (40,6%) iakutna mijelomonocitna leukemija (0%).

Tokom pracenja i daljeg leCenja bolesnika sa AML, relaps bolesti je
utvrden kod 45% (54/120) bolesnika cele grupe. Ucestalost relapsa bolesti je
bila niza u tipu AML-RGP (21/59, 35,6%) u poredenju sa AML-NOS (29/54,
53,7%) (p=0,053) i AML-MDS (4/7,57,1%) (p=0,266).

U tipu AML-RGP su utvrdene statisti¢cni znacajne razlike u ucestalosti
relapsa izmedu suptipova: APL (12%), AML sa t(8;21) (66,7%), AML sa
inv16/t(16;16) (0%), AML sa NPMImut (66,7%) i AML sa CEBPA™ut (25%)
(p=0,007).

U okviru tipa AML-NOS su takode utvrdene statisti¢ni znacajne razlike u
pogledu ucestalosti relapsa: AML sa minimalnom diferencijacijom (75%), AML
bez sazrevanja (20%), AML sa sazrevanjem (57,1%), akutna
monoblastna/monocitna leukemija (25%) i akutna mijelomonocitna leukemija

(83,3%) (p=0,045).

Ishod bolesti u celoj grupi AML (n=262) je procenjen pred statisticku
obradu podataka (31. decembar 2015. godine). Posle petogodisnjeg pracenja,
ucestalost zivih bolesnika u celoj grupi AML je iznosila 17,9% (47/262).
UCestalost smrtnih ishoda je bila znaCajno niZza u tipu AML-RGP (72/102,
70,6%) u odnosu na AML-NOS (104/120, 86,7%) (p=0,003), odnosno izmedu
ovih tipova i AML-MDS (39/40, 97,5%) (p=0,000).

U grupi bolesnika sa AML-RGP utvrdene su statisticki znacajne razlike u
pogledu ucestalosti smrtnih ishoda tokom petogodiSnjeg pracenja: APL (38,7%),
AML sa t(8;21) (54,5%), AML sa inv16/t(16;16) (80%), AML sa t(v;11q23)
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(100%), AML sa t(6;9) (100%), AML sa NPM1mut (954%) i AML sa CEBPAmut
(62,5%) (p=0,000).

U grupi bolesnika sa AML-NOS utvrdene su razlike u pogledu ucestalosti
smrtnih ishoda tokom petogodiSnjeg pracenja, na granici statisticke znacajnosti:
AML sa minimalnom diferencijacijom (85,7%), AML bez sazrevanja (93,3%),
AML sa sazrevanjem (73,5%), akutna monoblastna/monocitna leukemija
(84,4%), akutna mijelomonocitna leukemija (100%), akutna bazofilna leukemija

(100%) (p=0,057).

Ukupno preZivljavanje bolesnika sa AML je procenjivano u grupi

bolesnika lecenih hemioterapijom (n=221) (Grafikon 38.).
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Grafikon 38. Kriva preZivljavanja cele grupe bolesnika
sa AML lec¢enih hemioterapijom (Kaplan- Meier)

Medijana petogodiSnjeg preZivljavanje cele grupe leCenih bolesnika sa

AML je iznosila Sest meseci, uz petogodis$nje prezivljavanje od 20% bolesnika.

Medijana petogodisSnjeg preZivljavanja le¢enih bolesnika tipa AML-RGP je
iznosila 9 meseci, za bolesnike AML-NOS pet meseci, a za AML-MDS dva meseca
(Grafikon 39.). Prezivljavanje bolesnika tipa AML-RGP tokom pet godina je
iznosilo 32%, dok je za bolesnike tipa AML-NOS iznosilo 16%, a u slucaju
bolesnika AML-MDS 4%.
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Grafikon 39. Kriva preZivljavanja bolesnika sa razli¢itim
tipovima AML lecenih hemioterapijom (Kaplan- Meier)

Znacajno duZe prosecno prezivljavanje su imali bolesnici tipa AML-RGP u
poredenju sa AML-NOS (Log rank test, p=0,018) i AML-MDS (Log rank test,
p=0,029). Znacajno duZe prezivljavanje utvrdeno je i u slucaju bolesnika AML-

NOS u odnosu na AML-MDS (Log rank test, p=0,001).

Medijane petogodiSnjeg prezivljavanja bolesnika razli¢itih suptipova u
okviru tipa AML-RGP (n=94) (Grafikon 40.) su bile razlicite: APL (36 m), AML sa
t(8;21) (28 m), AML sa inv16/t(16;16) (0,7 m), AML sa t(v;11q23) (3,4 m), AML
sa t(6;9) (0 m), AML sa NPMImut (3 m) i AML sa CEBPAmut (21 m).

Prose¢no petogodiSnje preZivljavanje bolesnika suptipa APL (63%) se
nije znacajno razlikovalo u odnosu na AML sa t(8;21) (45%) (Log rank, p=0,755)
ili AML sa CEBPA™t (33%) (Log rank, p=0,287). Prosetno petogodisnje
preZivljavanje bolesnika suptipa AML sa NPM1™mut (4%) je bilo znacajno krace u
odnosu na APL (Log rank, p=0,000), AML sa t(8;21) (Log rank, p=0,000) i AML
sa CEBPA™ut (Log rank, p=0,000).
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Grafikon 40. Kriva preZivljavanja bolesnika sa subtipovima
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AML-RGP lecenih hemioterapijom (Kaplan Meier)

Medijana petogodiSnjeg prezivljavanja bolesnika razli¢itih suptipova u

okviru tipa AML-NOS (n=99) (Grafikon 41.) je bila razli¢ita: AML sa minimalnom

diferencijacijom (16,5 m), AML bez sazrevanja (2 m), AML sa sazrevanjem (17

m), akutna monoblastna/monocitna leukemija (3 m), akutna mijelomonocitna

leukemija (4 m).
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Grafikon 41. Kriva prezivljavanja bolesnika sa subtipovima
AML-NOS lecenih hemioterapijom (Kaplan Meier)

Prosecno petogodiSnje preZivljavanje bolesnika suptipa AML
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sazrevanjem je bilo znacajno duZe u odnosu na akutnu monoblastnu/monocitnu

leukemiju (Log rank, p=0,093), akutnu mijelomonocitnu leukemiju (Log rank,
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p=0,001) i AML bez sazrevanja (Log rank, p=0,033), pri ¢emu u odnosu na
suptip AML sa minimalnom diferencijacijom nije bilo razlika (Log rank,

p=0,621).

PreZivljavanje bolesnika razlicitih suptipova AML-NOS tokom pet godina
je iznosilo: AML sa minimalnom diferencijacijom (16,7%, ali nije dosegnuto),
AML bez sazrevanja (7,7%), AML sa sazrevanjem (25,7%), akutna
monoblastna/monocitna leukemija (20%) i akutna mijelomonocitna leukemija

(0%).

10. Ispitivanje znacaja imunofenotipskih
karakteristika za prognozu AML

[spitivanje potencijalnih prognostickih Kklini¢ko-bioloskih i
imunofenotipskih karakteristika za pojavu rane smrti, odgovor na indukcionu
hemioterapiju, pojavu relapsa bolesti i ukupno preZivljavanje bolesnika,
sprovedeno je na osnovnoj grupi od 250 bolesnika sa AML koji su klasifikovani
prema SZO Klasifikaciji kao non-APL, leCenih istim tipom hemioterapeutskog
protokola ("3+7"). U ovoj grupi bolesnika, podaci o pojedinim ispitivanim
karakteristikama nisu bili dostupni, te je shodno tome deo karakteristika
analiziran u manjim grupama bolesnika. Bolesnici sa APL (n=31), iskljuceni su iz
ovog ispitivanja, posto su leCeni drugim tipom hemioterapeutskog protokola,

kao i zbog relativno povoljne prognoze.

10.1. Ispitivanje prognostickih faktora rane smrti u AML

Ispitivanje potencijalnih prognostickih faktora za pojavu rane smrti u
AML (n=235), obuhvatilo je Siroku grupu klini¢cko-bioloskih i imunofenotipskih
karakteristika.

Univarijantna analiza klinicko-bioloskih karakteristika (Tabela

63./Prilog 1.), pokazala je da je rana smrt ucestalija u grupi bolesnika sa
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poviSenom prosecnom vrednos¢u Le (p=0,000), kao i vrednos¢u Le=30x107/1
(p=0,003), povisenom prosenom vrednoS¢u LDH u serumu (p=0,020),
povecanom prosecnom vrednoS¢u blasta u pk (p=0,000) i ks (p=0,031). Rana
smrt je ucestalija u grupi bolesnika sa genskim mutacijama u FLT3-d835

(p=0,023) i NPM1 (p=0,039) genu.

Univarijantna analiza imunofenotipskih karakteristika (Tabela
64./Prilog 1.) je pokazala da je rana smrt ucestalija u grupi bolesnika sa manjom
populacijom CD117+*(p=0,023) odnosno cMPO* (p=0,005) leukemijskih blasta,
kao i u grupi CD11a- (p=0,021) i CD117- (p=0,032) bolesnika. Sa druge strane,
pojava rane smrti je ucestalija u grupi bolesnika sa ve¢com populacijom CD11b*
(p=0,009) i CD36* (p=0,020) leukemijskih blasta, kao i u grupi CD11b+
(p=0,013) i CD22*(p=0,031) bolesnika.

10.2. Ispitivanje prognostickih faktora povoljnog
odgovora na indukcionu terapiju i pojavu relapsa AML

[spitivanje potencijalnih prognostickih faktora za odgovor na indukcionu
terapiju (n=131) i pojavu relapsa AML (n=95), osim imunofenotipskih

karakteristika, obuhvatilo je i klinicko-hematoloske i bioloske karakteristike.

Univarijantna analiza klinicko-bioloskih karakteristika (Tabela
65./Prilog 1.), pokazala je da je KR ucestalija u grupi bolesnika sa nizom
prosecnom vrednoscu Le (p=0,031), kao i vrednoS$¢u Le<30x107?/1 (p=0,030), sa
viSom prose¢nom vrednos$¢u Hb (p=0,030) i niZom prosecnom vrednos$c¢u blasta
u pk (p=0,045). Od bioloskih parametara, postizanje KR bolesti je ucestalije u
grupi bolesnika sa normalnim kariotipom (p=0,027), odsustvom mutacija u
FLT3-ITD genu (p=0,007) i u povoljnoj i srednje povoljnoj grupi rizika
(p=0,002).

Univarijantna analiza imunofenotipskih karakteristika (Tabela
66./Prilog 1.), pokazala je da je KR ucCestalija u grupi bolesnika sa vecom

populacijom CD38* (p=0,023) i cMPO* (p=0,023) leukemijskih blasta. Sa druge
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strane, ucestalost KR je veca u grupi bolesnika sa manjom populacijom CD123+*
(p=0,042), CD11b* (p=0,004) i CD4* (0,005) leukemijskih blasta, kao i u
grupama CD22- (p=0,046), CD11b- (p=0,002) i CD4- (p=0,028) bolesnika.

Univarijantna  analiza  Kklinicko-bioloSkih i  imunofenotipskih
karakteristika bolesnika sa AML u pogledu relapsa bolesti (Tabela
64./65./Prilog 1.), pokazala je da vecina ispitivanih karakteristika nema uticaj
na nastanak relapsa bolesti, osim veli¢ine CD117+ populacije leukemijskih ¢elija

na dg (p=0,044) i odsustva mutacije u CEBPA genu (p=0,037).

10.3. Ispitivanje prognostickih faktora koji uticu na
trajanje KR bolesti i prezivljavanje bolesnika sa AML

Ispitivanje potencijalnih prognostickih faktora za duzinu KR, obuhvatilo
je grupu od 95 bolesnika sa AML (non-APL). Univarijantna analiza uticaja
klinicko-hematoloskih i bioloskih karakteristika na trajanje KR bolesti, nije
potvrdila prognosti¢ki znacaj ni jedne od ispitivanih karakteristika (Tabela

67./Prilog 1.).

Univarijantna analiza uticaja  imunofenotipskih  karakteristika
leukemijskih ¢elija AML na trajanje KR, potvrdila je prognosticki znacaj
nekoliko karakteristika (Tabela 68./Prilog 1.). Naime, pokazano je da je
medijana duzine KR bolesti, znacajno veéa u grupi bolesnika sa niskim ili
srednjim nivoom ekspresije CD45 molekula (p=0,007) i srednjim ili visokim
nivoom ekspresije CD13 molekula (p=0,030) (Grafikon 42./a,b), odnosno niskim
nivoom ekspresije CD64 molekula. Sa druge strane, duzina KR je znacajno kraca
u grupi CD56* (p=0,011), CD36* (p=0,025), CD11b* (p=0,026) i cLizozim+
(p=0,035) bolesnika (Grafikon 42./c-f).
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Grafikon 42. Krive preZivljavanja bolesnika koje prikazuju prognosticki znacajne
hLDM za trajanje KR (Kaplan-Meier, Log rank metod): a) CD45 obrasci, b) CD13
obrasci, ¢) CD56 (+/-),d) CD36 (+/-), e) CD11b (+/-), f) cLizozim (+/-)
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Grupa  klinicko-hematoloskih,  bioloskih i imunofenotipskih
karakteristika, selekcionisanih u univarijantnoj analizi na osnovu nivoa
statisticke znacajnosti (p<0,1), ukljucena je u multivarijantnu analizu za
ispitivanje nezavisnih faktora koji uticu na duzinu KR, prema Cox-ovom modelu

proporcionalnih hazarda (Tabela 69.).

Tabela 69. Multivarijantna analiza prognostickih varijabli za trajanje KR bolesti

{(::gl;;eristika Beta Relativni rizik 95};2‘:::;2;.‘:“ p

CD45 obrazac 0,578 1,782 1,233 -2,575 0,002
CD13 obrazac 0,252 1,287 0,927 -1,787 0,131
CD11b (+/-) -0,143 0,867 0,408 - 1,840 0,710
CD56 (+/-) -0,343 1,319 0,709 - 2,451 0,382

Model: Chi*= 18,1795 df=4 p=0,00114

Multivarijantna analiza je pokazala da je obrazac ekspresije CD45
molekula na leukemijskim ¢elijama jedini nezavistan parametar koji znacajno
utice na duZinu KR, pri ¢emu nepovoljan uticaj ima ekspresija CD45 molekula

prema heterogenom ili visokom obrascu (p=0,002).

[spitivanje potencijalnih prognostickih faktora za ukupno preZivljavanje
bolesnika sa AML (n=191), obuhvatilo je osnovne Kklinicko-hematoloske,

bioloSke i imunofenotipske karakteristike bolesnika (Tabela 67./68./Prilog 1.).

Univarijantna analiza  kliniCko-bioloskih  karakteristika (Tabela
67./Prilog 1.), pokazala je da je medijana ukupnog preZivljavanja znacajno duza
u grupi bolesnika <60 god. (p=0,001), sa prosetnom vrednos$éu Le<30x107/1
(p=0,000), posebno u slucaju prosecnih vrednosti Le<4x109/1 (p=0,008).

Od bioloskih parametara, znacajno duZu medijanu prezivljavanja ima
grupa bolesnika sa odsustvom genske mutacije FLT3-ITD (p=0,014) i odsustvom
mutacija u NPM1 (0,001) genu (Grafikon 43./ a-d).
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Grafikon 43. Krive preZivljavanja koje prikazuju prognosticki znacajne klinicke i
bioloSke parametre za ukupno prezivljavanje bolesnika (Kaplan-Meier, Log rank
metod): a) starost (< 60 god./ 2 60 god.), b) Le nivo, c) NPM1mut (+/-), d) FLT3mut (+/-).

Univarijantna analiza uticaja  imunofenotipskih  karakteristika
leukemijskih ¢elija AML na duZinu ukupnog preZivljavanja bolesnika, potvrdila

je prognosticki znacaj nekoliko karakteristika (Tabela 68./Prilog 1.).

Naime, pokazano je da je medijana ukupnog preZivljavanja bolesnika
znacajno veca u grupi CD19* (p=0,000) i cCD79a* (p=0,031), kao i u grupi
bolesnika sa niskim ili srednjim nivoom ekspresije CD45 molekula (p=0,024),
srednjim nivoom ekspresije CD13 (p=0,013) i cMPO (p=0,027), kao i niskim
nivoom ekspresije CD64 molekula (p=0,039) (Grafikon 44./a-f). Sa druge strane,
duzina prezivljavanja je znacajno kra¢a u grupi CD11b* (p=0,000), CD36*
(p=0,001), CD14+* (p=0,035), CD7* (p=0,045) i CD22* (p=0,028) bolesnika
(Grafikon 44./g-h).
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Grafikon 44. Krive preZivljavanja bolesnika koje prikazuju prognosticki znacajne
hLDM za duZinu KR (Kaplan-Meier, Log rank metod): a) CD45 obrasci, b) CD13
obrasci, c) CD11b (+/-),d) CD36 (+/-),e) CD14 (+/-),f) CD7 (+/-), g) CD19 (+/-),
h) CD22 (+/-).

Grupa Kklinicko-hematoloskih i imunofenotipskih karakteristika,
selekcionisanih u univarijantnoj analizi na osnovu nivoa statisticke znacajnosti
(p<0,1) i uz primenu "casewise deletion" metoda, ukljuCena je u
multivarijantnu analizu parametara ukupnog preZivljavanja prema Cox-

ovom modelu proporcionalnih hazarda (Tabela 70.).

Multivarijantna analiza je pokazala da nekoliko parametara nepovoljno
utiCe na duzinu ukupnog prezivljavanja bolesnika sa AML: starost bolesnika >60
godina (p=0,000), broj Le=30x10°/1 (p=0,033), i ekspresija molekula CD7
(p=0,002), CD22 (p=0,006) i CD34 (p=0,023) na leukemijskim celijama.

Tabela 70. Multivarijantna analiza prognostickih varijabli za ukupno
prezivljavanje odraslih bolesnika sa de novo AML

Karakteristika Beta  Relativni rizik 95% inter.val p
(n=179) poverenja

starost (>60 god.) 0.630 1.877 1.323-2.661 0.000
Le (230x109/1) 0.411 1.508 1.034-2.201 0.033
CD45 obrazac 0.179 1.196 0.974 - 1.468 0.087
CD13 obrazac 0.112 1.119 0.926 - 1.352 0.245
CD34 (+/-) -0.475 0.622 0.413-0.936 0.023
CD11b (+/-) 0.184 1.202 0.746 - 1.935 0.450
CD7 (+/-) 0.654 1.924 1.275-2.901 0.002
CD56 (+/-) -0.132 0.876 0.606 - 1.266 0.481
CD22 (+/-) 0.629 1.875 1.195-2.943 0.006

Model: Chi*=51,4057 df=9 p=.00000
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V DISKUSIJA

[spitivanje ekspresionih profila hLDM na leukemijskim c¢elijama AML
primenom metodologije imunofenotipizacije i MPC, omogucilo je znacajan
pomak u oblasti bazi¢nih istraZivanja biologije AML i razumevanja hijerarhijske
Celijske strukture ove bolesti (Roboz i Guzman, 2009). Istovremeno, precizno
definisanje imunofenotipskog profila populacija i subpopulacija ¢elija razli¢itih
loza zdravog humanog hematopoeznog sistema (van Lochem i sar., 2004;
Arnoulet i sar., 2010; Maecker i sar., 2012), omogucilo je klinicku primenu
imunofenotipizacije MPC u dijagnostici (Béné i sar.,, 2011; Van Dongen i sar.,
2012) i pracenju bolesnika sa AML (Béné i Kaeda, 2009; Al-Mawali i sar.,,
2009b). Jo$S jedan vaZan aspekt primene ove metodologije, predstavlja
mogucnost identifikacije i kvantifikacije novih potencijalno vaZnih ciljnih
molekula za imunoterapiju koji su eksprimirani na leukemijskim ¢elijama AML

(Morris, 2009; Déhner i sar., 2015).

Ciljevi ove disertacije grupisani su prema pomenutim savremenim
aspektima ispitivanja ekspresionih profila hLDM na leukemijskim ¢elijama AML.
Jedan od postavljenih ciljeva je ispitivanje specificnih bioloskih karakteristika de
novo AML, koje se odnose na definisanje ekspresionog profila Siroke grupe
hLDM, definisanje stepena aberacija u njihovoj ekspresiji i utvrdivanje
heterogenosti Celijske strukture leukemijskih populacija ¢elija AML. Druga
grupa ciljeva ove disertacije odnosi se na ispitivanje znacaja imunofenotipizacije
MPC za dijagnozu AML, ali i za definisanje novih biomarkera vaznih za pracenje i

prognozu AML.

Opste karakteristike grupe ispitivanih bolesnika sa AML Ispitivanje
je sprovedeno na grupi od 294 odraslih bolesnika sa de novo AML, S$to je
omogucilo objektivnu zastupljenost svih relevantnih tipova i suptipova AML
definisanih SZO Kklasifikacijom (Swerdlow i sar.,, 2008; Hoffman i sar. 2009).
Posmatrajuci tri glavna tipa AML, najvecu zastupljenost u nasoj grupi su imali

bolesnici sa dg AML-NOS (48%) i AML-RGP (37%), dok je niza zastupljenost
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karakterisala tip AML-MDS (15%). Imunofenotipska karakterizacija pojedinih
retkih suptipova AML nije mogla da bude realizovana, s obzirom da se oni u
humanoj populaciji javljaju sa veoma niskom ucestaloS¢u (Swerdlow i sar,

2008).

Osim navedenog, naSa grupa bolesnika sa AML nije bila selekcionisana ni
po kom osnovu, tj. bolesnici su kontinuirano prikupljani u ¢etvorogodiSnjem
periodu, pri ¢emu su dijagnostikovani i leCeni na sistematski i uniforman nacin u
jednom istrazivackom centru. Ovo je stvorilo preduslov da rezultati
sprovedenog ispitivanja predstavljaju relevantne naucne cinjenice, Sto
predstavlja bitnu razliku u odnosu na rezultate Kklini¢kih ispitivanja, koja se

obi¢no sprovode na selekcionisanim grupama bolesnika sa AML.

Nasa grupa bolesnika sa AML je pokazala vecinu tipi¢nih klinicko-
hematoloskih karakteristika koje se vidaju na prezentaciji bolesti (Vardiman i
sar., 2008; Hoffman i sar, 2009). Medijana starosti je iznosila 58 god., pri cemu
je u starijoj Zivotnoj dobi (= 60 god.) bilo 42% bolesnika, Sto odgovara delu
literaturnih podataka (Casasnovas i sar, 2003; Chang i sar., 2004), mada
pojedina ispitivanja govore u prilog ve¢e medijane starosti (65 god.) (Vardiman
i sar., 2008; Hoffman i sar, 2009). NaSe ispitivanje je potvrdilo znacajne razlike u
pogledu starosne strukture bolesnika izmedu razlicitih tipova AML, gde je tip
AML-RGP pokazao niZu medijanu starosti (52 god.) odnosno niZu ucestalost
starijih bolesnika (29%) u poredenju sa tipom AML-MDS koga karakteriSe
visoka medijana starosti (64 god.) i izrazito visoka ucestalost starijih bolesnika
(73%) (p<0,05), sto je u skladu sa navodima iz literature (Arber i sar., 2008a;
Arber i sar., 2008b).

Zastupljenost muSkaraca u nasoj grupi bolesnika sa AML je neznatno
veca u odnosu na zastupljenost Zena (m/Z, 1.32), pri ¢emu je isti trend potvrden
u razli¢itim tipovima AML, Sto je u skladu sa lireraturnim podacima (Chang i

sar., 2004; Ley i sar., 2013).

Osim toga vecina naSih bolesnika, nezavisno od tipa AML, ispoljila je

poremecaje nastale fizickim i funkcionalnim potiskivanjem zdravog limfo-
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hematopoeznog tkiva, koji su se manifestovali kroz visoku ucestalost

trombocitopenije (90,5%) i anemije (91,5%) (Hoffman i sar, 2009).

Prosecna vrednost Le u celoj grupi AML je iznosila 40,7 x 10°/1 (Me 14 x
10°/1), uz visok stepen varijacija pojedinacnih vrednosti, Sto je u skladu sa
literaturnim podacima (Hoffman i sar, 2009; Ley i sar., 2013). PoviSenu
vrednost Le (>10x109/1) ima 54% bolesnika, pri ¢emu visoke vrednosti Le
(230x10%/1) ima 37% a hiperleukocitozu (=100x10°/1) 13% bolesnika nasSe
grupe. U pogledu prosecnih vrednosti Le, razlic¢iti tipovi AML nisu pokazali
znacajne medusobne razlike, pri cemu je medijana vrednosti leukocita bila niza
u AML-MDS (4,7x10°/1) u poredenju sa tipovima AML-NOS (13,8x10°/1) i AML-
RGP (16x109/1).

Prosecna vrednost serumske LDH, cija se vrednost povecava kao
posledica intenzivne proliferacije leukemijskih celija AML (Hoffman, 2009),
viSestruko je poviSena u naSoj grupi AML na dg (1551,25 U/l), uz veoma visok
raspon varijacija pojedinacnih vrednosti. PovisSenu vrednost LDH (>480 IU) ima

69% bolesnika, sa slicnim trendom u svim tipovima AML.

Prisustvo leukemijskih blasta (blasti/ekvivalenti blasta) u pk na dg AML,
utvrdena je kod vecéine nasih bolesnika (86,5%). Prosecna vrednost populacije
blasta u pk je iznosila 41% Le, uz znacajno nizu vrednost u grupi bolesnika sa

AML-MDS u poredenju sa AML-RGP (33% vs.45% Le, p=0,040).

Kao posledica prodora blasta u cirkulaciju i infiltracije tkiva i organa, kod
dela bolesnika je utvrdena limfadenopatija (12%), koja je podjednako
zastupljena u svim glavnim tipovima AML. Prisustvo hepatomegalije i/ili
splenomegalije je utvrdeno kod 24% bolesnika cele grupe, uz ve¢u ucestalost u
tipu AML-MDS u poredenju sa AML-RGP i AML-NOS (37% vs. 21%, p>0,05).
Niska ucestalost limfadenopatije i organomegalije u nasoj grupi AML, uklapa se

u nalaze drugih ispitivanja (Hoffman i sar, 2009).

Svi nasi bolesnici sa AML su na dijagnozi prosli standardni set procedura
koji je wuklju¢ivao kao polaznu citomorfolosku dijagnostiku, pracenu

imunofenotipizacijom primenom MPC, citogenetsku i molekularno genetsku
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analizu (Dohner i sar., 2010). Citomorfoloska analiza ks bolesnika sa AML na dg,
pokazala je predominaciju leukemijskih éelija (68% NC) u odnosu na ostale
populacije ¢elija ks, Sto predstavlja tipican nalaz na prezentaciji bolesti
(Vardiman i sar., 2008; Hoffman i sar, 2009). Kriterijum za citomorfoloSku dg
AML na osnovu pregleda ks (blasti > 20% NC) je imalo 99,7% bolesnika. Nasi
rezultati su pokazali znacajne varijacije u veli¢ini populacije leukemijskih blasta
u ks medu razli¢itim tipovima AML (p<0.05), gde je niZa prosefna vrednost
blasta ks utvrdena kod bolesnika sa AML-MDS (57% NC), dok je vrednost ove
populacije vi$a u AML-NOS (66% NC) i AML-RGP (72% NC).

Ispitivanje distribucije FAB citomorfoloskih suptipova u nasoj grupi AML,
pokazalo je najvecu ucestalost M2 (29%), M4 (22%) i M5 (21%), pri ¢emu
ucestalost M2 i M4 odgovara literaturnim podacima, dok je ucestalost M5 u
nasoj grupi dvostruko visa u odnosu na navode u literaturi (~10%) (Hoffman i
sar, 2009; Ley i sar., 2013). Pisustvo znakova morfoloske mijelodisplazije, koji
su od izuzetne vaznosti za dijagnostikovanje tipa AML-MDS (Arber i sar, 2008a)

otkriveni su kod 17% bolesnika nase grupe, u sklopu razlic¢itih FAB suptipova.

Citogenetsko ispitivanje novootkrivenih bolesnika sa AML zajedno sa
ispitivanjem mutacija u genima NPM1, FLT3 i CEBPA, vazno je zbog precizne
klasifikacije bolesnika i definisanja homogenih bioloski relevantnih entiteta
prema sistemu SZO (Swerdlow i sar., 2008). U naSem ispitivanju, patoloski
kariotip je utvrden kod 49% bolesnika, $to odgovara navodima iz literature, gde
se ucestalost patoloskog kariotipa krece i do 55% (Dohner i sar., 2010; Ley i sar.,
2013). Citogenetska analiza u okviru naseg ispitivanja je pokazala znacajno veéu
ucestalost patoloskog kariotipa u tipu AML-MDS (95%) u odnosu na AML-RGP
(50%) i AML-NOS (35%) (p=0,000), sto je u skladu sa literaturnim podacima
(Arber i sar, 2008a; Arber i sar, 2008b; Arber i sar, 2008c).

Prisustvo mutacija u NPM1 genu u ispitivanoj grupi bolesnika sa AML,
utvrdeno je sa ucestaloS¢u od 28%, Sto je u skladu sa literaturnim podacima koji
navode ucestalost od 27%-35% (Arber i sar., 2008a; Ferrara i Schiffer, 2013).
Mutacija NPM1 tip A je izrazito ucestalija u odnosu na mutaciju tip D (98% vs.

2%), Sto je takode u skladu sa literaturom (Arber i sar., 2008a; Ferrara i Schiffer,
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2013). UdruzZenost AML sa NPM1mut j FLT3-ITD mutacijom, pogorsava prognozu
ovog entiteta, a u naSem ispitivanju je otkriveno sa ucestalo$¢u od 45,5%, Sto

odgovara navodima iz literature (D6hner i sar., 2010).

Prisustvo mutacija u FLT3 genu, takode je standardno ispitivano u grupi
bolesnika sa AML-NK, ali i kod bolesnika sa APL. Prisustvo bar jednog od tipova
ove mutacije utvrdeno je kod 31% ispitivanih bolesnika. U grupi bolesnika sa
AML-NK, FLT3-ITD mutacija je detektovana kod 29%, a FLT3-d835 kod 9%
bolesnika, Sto odgovara incidenci ovih mutacija koje navode druge sli¢ne studije
(Arber i sar., 2008a; Ferrara i Schiffer, 2013). Ulestalost FLT3 mutacija je
znacajno visa u nasoj grupi bolesnika sa AML-RGP (43,6%) u odnosu na AML-
NOS (24,7%) i AML-MDS (8%) (p=0,001). Osim toga, u grupi AML-RGP, znacajno
veca ucestalost FLT3 mutacija je utvrdena u AML sa NPM1™ut (59%) u poredenju
sa APL (43%) i ostalim suptipovima (p=0,013). Incidenca FLT3-ITD mutacije u
nasoj grupi bolesnika sa dg APL je iznosila 43%, Sto je u saglasnosti sa

literaturnim podacima koji navode incidencu 34-45% (Arber i sar., 2008a).

Prisustvo mutacije u CEBPA genu kod bolesnika sa AML-NK, detektovano
je sa ucestaloS¢u 13,3%, pri ¢emu su homozigotna i heterozigotna mutacija
zastupljene sa podjednakom ucestalo$¢u (6,7%). Polimorfizam CEBPA gena je
utvrden kod 10% bolesnika, a udruZenost sa FLT3-ITD mutacijom je retka u
nasoj grupi (12%). Rezultati drugih studija ukazuju da se incidenca mutacije
CEBPA gena u AML-NK krece u opsegu 8-19% (Ferrara i Schiffer, 2013), i da je
udruZenost sa mutacijom FLT3-ITD retka (D6hner i sar., 2010).

Znacaj imunofenotipske karakterizacije celija AML za dijagnozu i
razumevanje bioloskih karakteristika AML Savremena dijagnostika AML
zasniva se na sukcesivnoj primeni citomorfoloSkog, imunofenotipskog i
citogenetskog ispitivanja ks bolesnika (Vardiman i sar, 2008). Uprkos ¢injenici
da je u poslednjih deset godina doSlo do znacajnog napretka u razvoju
dijagnostickih procedura zasnovanih na IMPC (CLSI document H43-A2, 2007;
Craigi Foon, 2008; Béné isar, 2011), kao i na Cinjenici da postoji relativno visok
stepen subjektivnosti i nesaglasnosti prilikom citomorfoloSke analize (~65%)

(Bennett i sar., 1996), citomorfologija je i dalje ostala klju¢na za kvantitativnu
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procenu populacije blasta u ks/pk bolesnika na dijagnozi AML (Vardiman i sar,
2008). Imunofenotipizacija MPC danas se Koristi za pouzdanu karakterizaciju i
kvantifikaciju ¢elija periferne krvi (CLSI document H42-A2, 2007; Faucher i sar.,,
2007). Medutim u slucaju ks jo$ uvek nije prihvacena kao ravnopravna metoda
u odnosu na citomorfologiju (Vardiman i sar, 2008). Jedan od glavnih problema
u tom smislu, povezan je sa kvalitetom uzorka ks koji se Kkoristi za
imunofenotipizaciju MPC, a koji proistice iz joS uvek nedovoljno
standardizovanog postupka za prikupljanje celija aspiracionom punkcijom.
Glavni problem takvih uzoraka je hemodilucija, koja nastaje najc¢eS¢e kada se
prikupljaju uzorci ks vece zapremine (>3ml), zbog ¢ega dolazi do promena u
relativnim odnosima populacija €elija, kao i do promena u njihovoj koncentraciji
(Brooimans i sar, 2009). U naSem istraZivanju, pridrzavali smo se svih
preanalitickih preporuka (ELN-WP10, www.leukemia-net.org, 2005a), koje su
nam omogucile da prikupljamo validne uzorke ks bolesnika i kontrolnih
ispitanika. Za imunofenotipsku dijagnostiku AML koristili smo prvenstveno
sveze uzorke ks (95%), ali smo u slucaju izraZene fibroze ks, koristili i uzorke pk
bolesnika (5%). Zapremina uzoraka ks bolesnika sa AML je u proseku iznosila
2,3 ml (0,5 - 3,5 ml), pri ¢emu su uzorci bili znacajno celularni, uz medijanu
koncentracije nukleiranih ¢elija od 85 x 106¢/ml (2 - 750 x 109¢/ml). Potvrdili
smo da bolesnici sa AML imaju znacajno vecu celularnost ks na dg u poredenju
sa ks kontrolnih uzoraka (128 vs. 30x106¢/ml, p=0.002). Jo$ jedan vazan aspekt
koji se odnosi na kvalitet uzoraka obradivanih primenom IMPC, predstavlja
Cinjenica da smo u nasem ispitivanju obradivali pune nativne uzorke ks/pk
bolesnika, Sto je omogucavalo preciznu kvantifikaciju imunofenotipski
definisanih populacija ¢elija u istim (CLSI document H43-A2, 2007; Craig i Foon,
2008).

U ovom ispitivanju, tokom IMPC ks bolesnika sa AML na prezentaciji,
primenili smo novi koncept u analizi uzoraka ks, koji je podrazumevao ne samo
identifikaciju, kvantifikaciju i detaljnu analizu populacije leukemijskih blasta

AML (Orfao i sar., 1999; Ratei i sar., 2007; Béné i sar., 2011), ve¢ i detaljnu

analizu i kvantifikaciju svih prisutnih populacija ¢elija ks. Ovakav analiticki
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koncept, danas se standardno primenjuje prilikom analize ks bolesnika sa dg
MDS (Stachurski i sar., 2008; Van de Loosdrecht i sar., 2009; Alhan i sar., 2014),
kao i prilikom analize kontrolnih uzoraka ks (Van Lochem i sar., 2004;
Brooimans i sar, 2009; Arnoulet i sar., 2010). Identifikacija populacije blasta i
ostalih glavnih populacija ks je vrSena primenom standardnog analitickog
pristupa baziranog na obrascu ekspresije CD45 molekula i stepena celijske
granulacije (CD45/SSC diferencijal ks) (Borowitz i sar., 1993; Lacombe i sar.,,
1997). Leukemijske celije svih bolesnika nasSe grupe AML eksprimiraju CD45
molekul, ali prema razli¢itim obrascima. Najucestaliji obrasci ekspresije CD45
molekula na populaciji leukemijskih celija AML su srednji (38%) ili nizak
(28%), dok su ostala dva obrasca zastupljena sa niZom ucestalo$¢u (<20%
svaki). Ovako visoka uclestalost ekspresije CD45 molekula u AML u naSem
ispitivanju, kao i viSa ucestalost srednjeg i niskog obrasca ekspresije, tipican je
nalaz u AML koji se navodi u literaturi (Lacombe i sar., 1997; Ratei i sar., 2007).
Najzastupljeniji tipovi Celijske granulacije leukemijskih ¢elija su niska ili srednja
(~38% svaki), pri ¢emu je tip heterogene granulacije prisutan kod 1/4

bolesnika sa AML.

U ks nasih bolesnika na prezentaciji AML, najzastupljenija je populacija
leukemijskih blasta definisana na osnovu CD45/SSC obrasca, koja u proseku
satinjava 64% NC. Ova vrednost je u pozitivnoj linearnoj korelaciji sa
prosecnom vrednoscu iste populacije procenjene citomorfoloSkom metodom
(r=0,65, p=0,000), Sto je saglasno sa literaturnim podacima (Lacombe i sar.,,
1997). Identifikacija i kvantifikacija populacije leukemijskih blasta u ks na dg
AML, manje je senzitivna ukoliko se za procenu koriste samo CD34 i/ili CD117
molekul (Craig i Foon, 2008). Molekul CD34 je eksprimiran u nasoj grupi AML sa
ucestalo$éu od 68%, i u proseku ¢ini populaciju od 30% NC ks, dok je molekul
CD117 eksprimiran sa viSom ucestalos¢u od 92%, i u proseku ¢ini populaciju od
42% NC ks bolesnika sa AML. Pozitivna linearna korelacija je utvrdena izmedu
vrednosti CD117+CD45+ow-med /SSClow-med populacije i populacije leukemijskih
¢elija definisane samo prema CD45/SSC obrascu (r=0,355, p=0,000). Prema

preporukama EuroFlow Konzorcijuma, molekuli CD34 i CD117 su uvrs$éeni u
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osmo-kolorni dijagnosti¢ki panel kao “gejting” antigeni, ali uvek u kombinaciji
sa CD45 molekulom (Van Dongen i sar., 2012). S obzirom da su molekuli CD34 i
CD117 eksprimirani pretezno na populaciji najnezrelijih LC (mijelo/monoblasti)
u AML, identifikacija i kvantifikacija populacije zrelijih LC tj. ekvivalenata blasta
kakvi su promonociti, vr$i se na osnovu kombinacije CD64+med-highCD14-
/+low /CD45/SSC (van Lochem i sar., 2004; Matarraz i sar., 2015), Sto smo i mi
primenjivali u naSem ispitivanju. Populacija promijelocita, kao ekvivalenata
blasta, identifikovana je i kvantifikovana u APL primenom dve ¢etvoro-kolorne
kombinacije CD34-HLA-DR-CD117+lowCD45+low-med /SSCmed-high j CD66b-CD16-
CD10-CD45+low-med /SSCmed-high hrema literaturnim preporukama (van Lochem i

sar., 2004; Arnoulet i sar., 2010).

U naSem ispitivanju, jasan kriterijum za AML na osnovu IMPC kroz
procenu populacije LC ks na osnovu CD45/SSC obrasca (220% NC), imalo je
98% (275/280) bolesnika. Kod vecine bolesnika kod kojih metodom IPCM nije
potvrden kvantitativni kriterijum za dg AML, dobijeni su validni hipercelularni
uzorci ks (4/5 bol.). Razlike u proceni LC izmedu IPCM i citomorfologije, mogu
biti objasnjene fokalnom distrubucijom LC u ks bolesnika. Svi bolesnici kod
kojih je dijagnosticki uzorak za IMPC bio pk (14 bol.), ispunjavali su
kvantitativni kriterijum za dg AML.

Primenom CD45/SSC diferencijala u ks bolesnika sa AML na prezentaciji,
analizirane su i kvantifikovane populacije ¢elija ks koje su tipicno prisutne u
fizioloSkim uslovima (Van Lochem i sar., 2004; Arnoulet i sar., 2010). Populacija
B-cCelijskih prekursora - hematogona I/II detektovana je u ks bolesnika sa AML
samo kod trecine bolesnika, pri ¢emu je prosetna vrednost ove populacije

znacajno snizena u odnosu na zdravu kontrolu (0,19% vs. 1,42% NG, p=0,000).

Prosecna vrednost populacije granulocitnih prekursora ks bolesnika sa
AML takode je znacajno sniZena u poredenju sa zdravom kontrolom (31,65% vs.
77,38% NC, p=0,000), Sto je slucaj i sa populacijom eozinofila (1,95% vs. 2,84%
NC, p=0,000). Prose¢na vrednost populacije monocitnih prekursora, vi$estruko
je poviSena u ks bolesnika sa AML u poredenju sa zdravom kontrolom (p>0,05),

mada su varijacije u vrednosti ove populacije u ks bolesnika velike, i povezane
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sa suptipovima AML. Prosec¢na vrednost populacije eritrocitnih prekursora ks
bolesnika sa AML (9% ZNC), ne razlikuje se znac¢ajno u odnosu na zdravu

kontrolu.

Prosecna zastupljenost ukupne populacije limfocita u ks bolesnika sa
AML na dg je znacajno niZa u poredenju sa zdravom kontrolom (11% vs. 14%
NC, p=0,005), pri ¢emu su relativni odnosi populacija T-Li (67,9% Li), B-Li
(16,12% Li), NK-Li (11,49% Li), NKT-Li (6,98% Li) i CD4 T-Li (35% Li) o¢uvani.
Kod bolesnika sa AML, utvrdeno je znacajno relativho povecanje populacije
NKT-limfocita, i na granici znacajnog, povecanje populacije NK-limfocita u

odnosu na zdravu kontrolu.

Prema dostupnim literaturnim podacima, nase ispitivanje predstavlja
prvo ispitivanje CD45/SSC diferencijala ks bolesnika sa AML na dg bolesti. Nasi
rezultati pokazuju da je u ks bolesnika na dg prisutno znacajno relativno
sniZenje populacije granulocitnih prekursora, eozinofila i populacije ukupnih Li,
a medu njima je posebno snizena populacija NKT-Li i NK-Li. Detaljnija
ispitivanja ovoga tipa mogla bi da budu od znacaja za razumevanje
mikrosredine u kojoj borave LMC u ks, kao i za razumevanje mehanizama koji
reguliSu njihove funkcije, od kojih su neke pod direktnim uticajem imunskih

¢elija (Riether i sar., 2015).

Imunofenotipski profil AML i imunofenotipske aberacije u

ekspresiji hLDM na populaciji leukemijskih celija

AML Ispitivanje opSteg ekspresionog profila hLDM na leukemijskim
¢elijama nasSe grupe odraslih bolesnika sa AML, sprovedeno je sa ciljem da se
definiSu opsSte imunobioloske karakteristike leukemijskih ¢elija AML u smislu
linijskog porekla i stepena njihove diferenciranosti (Béné i sar, 2011), kao i da
se ispita ucestalost ekspresije potencijalnih ciljnih molekula za primenu
savremene imunoterapije (Morris, 2009; Doéhner i sar., 2015). Ovo ispitivanje je
sprovedeno primenom visokosenzitivne metodologije Cetvorokolorne direktne
imunofluorescencije i MPC, uz primenu CD45/SSC strategije za selekcionisanje

leukemijske populacije ¢elija (CLSI document H43-A2, 2007; Béné i sar, 2011).
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Ispitana su 44 hLDM, pri ¢emu su ispitivani razli¢iti aspekti njihove
ekspresije, koji su osim ucestalosti ekspresije obuhvatili i prose¢nu ekspresiju
na populaciji leukemijskih blasta, kao i obrasce njihove ekspresije. Mada
ucestalost ekspresije, definisana prema odredenom arbitrarnom Kkriterijumu,
predstavlja tipi¢an nacin prikazivanja rezulata ekspresije hLDM na LC AML,
ispitivanje prose¢ne ekspresije molekula na populaciji LC, govori da li je on
eksprimiran na celoj populaciji ili samo na subpopulaciji LC, dok obrazac
ekspresije govori o broju molekula ekspimiranih na populaciji LC (Wozniak i

Kopec-Szlezak, 2008; Ortolani, 2011).

Kombinovana ekspresija grupe ranih linijski nespecificnih i ranih
mijelomonocitnih molekula na populaciji LC AML, definiSe deo leukemijske
populacije koji po analogiji sa zdravom hematopoezom, predstavlja odeljak
leukemijskih progenitora i mati¢nih ¢elija (Roboz i Guzman, 2009; Eppert i sar.,
2011). Ekspresija panleukocitnog molekula CD45 je utvrdena na leukemijskim
blastima svih nasih bolesnika sa AML, pri ¢emu je ucestalost izoforme CD45RA
(42%) znatno veca u odnosu na izoformu CD45RO (9,8%) Sto predstavlja
tipiCan nalaz u AML (Ortolani, 2011). Molekul CD45RA je eksprimiran na
subpopulaciji LC, najée$ée prema obrascu niske ekspresije. Panleukocitni
adhezioni molekuli CD11a i CD62L su eksprimirani na populaciji LC AML sa
visokom ucestaloS¢u (~80%), i to na subpopulaciji blasta (~50%). Molekul
CD11a najCeSce karakteriSe visok ili nizak obrazac ekspresije, dok su obrasci

ekspresije CD62L molekula veoma varijabilni.

Medu linijski nespecificnim hLDM, koji definiSu veoma rane stupnjeve
diferencijacije LC AML (Roboz i Guzman, 2009; Ortolani, 2011; Eppert i sar.,
2011), visoku ucestalost ekspresije (>80%) na populaciji leukemijskih blasta su
pokazali CD38, CD123, CD135, CD117, HLA-DR i CD71. Molekul CD34 je
eksprimiran sa neSto niZom ucestaloS¢u (68%), dok je ucestalost ekspresije
CD110 veoma niska (16%). Svi navedeni leukocitni molekuli, izuzev CD110,
eksprimirani su na oko 2/3 populacije leukemijskih ¢elija. Visok ili heterogen
obrazac ekspresije najc¢eSce karakteriSe molekule CD34, HLA-DR i CD117, nizak
ili srednji obrazac karakteriSe CD38, CD123 i CD135, pri ¢emu nizak obrazac
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ekspresije karakteriSse CD71 molekul. Prisustvo populacije LC koju karakterise
imunofenotip mijeloidnih progenitora koji su prisutni u zdravoj hematopoezi
(CD34+CD117+*HLA-DR*CD45*ow/SSClow) (van Lochem i sar., 2004), utvrdena je
sa ucestaloS¢u od 62% u naSoj grupi bolesnika sa AML, dok je koekspresija
molekula koji definiSu zreliji stupanj diferencijacije (CD34-CD117+HLA-
DR+*CD45+ow/SSClow) (van Lochem i sar., 2004), utvrdena sa ucestalo$¢u od 13%

bolesnika.

Molekuli koji kao grupa defini$u mijelomonocitno linijsko poreklo LC
AML su rani diferencijacioni mijelomonocitni molekuli, CD13, CD33 i CD114
(Ortolani, 2011; Béné i sar., 2011), koji su eksprimirani sa visokom ucestalos¢u
(>96%) na oko 3/4 populacije LC. Molekul CD33 karakteri$e pretezno visok
obrazac ekspresije, molekul CD13 visok ili heterogen obrazac, dok je CD114
eksprimiran pretezno prema niskom obrascu. Pokazali smo da molekul cCD68,
koji je prema delu literaturnih podataka definisan kao kasniji diferencijacioni
mijelomonocitni molekul (Swerdlow i sar., 2008; Béné i sar., 2011), pokazuje
visoku ucestalost ekspresije u AML (99%), i to na velikoj proporciji LC, uz
veoma heterogene obrasce ekspresije, Sto je u skladu sa delom literaturnih
podataka (Béné i sar, 2011). VaZni molekuli za definisanje mijelomonocitnog
linijskog porekla LC AML, su cMPO i cLizozim (Béné i sar, 2011), koji su
eksprimirani sa ucestalos¢u od 78% odnosno 67% u naSoj grupi AML, na
subpopulaciji leukemijskih blasta AML (<50% LC). Najucestaliji obrasci
ekspresije u slucaju cMPO su nizak ili heterogen, a u slu€aju cLizozima
heterogen ili visok. Na$i rezultati, koji se odnose na ucestalost ekspresije ranih
linijskih mijelomonocitnih molekula, u skladu su sa literaturnim podacima

(Webber i sar., 2008; Béné i sar, 2011; Ortolani, 2011).

Ekspresija grupe kasnijih mijelomonocitnih hLDM na populaciji LC,
definise subpopulaciju LC koja ispoljavaja diferencijacioni potencijal
(Terstappen i sar., 1991; van Lochem i sar., 2004; Matarraz i sar, 2015). Medu
kasnijim diferencijacionim mijelomonocitnim molekulima, najvecu ucestalost
ekspresije ispoljavaju molekuli CD15, CD11b, CD11c, CD4, CD64, CD36, CD35,
CD14 i CD163 (<60% slucajeva), pri ¢emu je ucestalost ekspresije CD24, CD66Db,
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CD16, CD10 i CD41a veoma niska (<10% slucajeva). Osim toga, molekuli CD15,
CD11b, CD4, CD11c i CD64 su eksprimirani na 1/3 populacije leukemijskih
¢elija, dok su molekuli CD14, CD163, CD24, CD16 i CD66b, eksprimirani na jo$
manjoj subpopulaciji LC (<10% LC). Ekspresija cLaktoferina nije utvrdena na
populaciji leukemijskih ¢éelija naSe grupe AML. Nasi rezultati, koji se odnose na
ucestalost ekspresije kasnih linijskih mijelomonocitnih molekula, u skladu su sa

literaturnim podacima (Webber i sar., 2008; Béné i sar, 2011; Ortolani, 2011).

Analiza naSe grupe odraslih AML bolesnika sa aspekta ekspresije ciljnih
molekula za primenu savremene imunoterapije, pokazala je da su svi
potencijalni molekuli ekspimirani sa visokom ucestaloS¢u u naSoj grupi
bolesnika sa AML. Medu ovim molekulima su aCD33 (97%), koji je ve¢ odobren
za klini¢ku upotrebu, aCD45 (100%) cije se klini¢ko ispitivanje nalazi u Fazi I-1],
kao i aCD123 (97%) Cije je ispitivanje u preklinickoj fazi, i koje ima za cilj
eliminaciju populacije ¢elija koja je odgovorna za nastanak i propagaciju AML

(Morris, 2009; Déhner i sar., 2015).

Aberacije u ekspresiji hLDM na leukemijskim c¢elijama AML Osnovne
patofizioloske karakteristike leukemijskih celija AML, poremecaji u rastu i
programu diferencijacije, nastaju kao posledica deregulacije nekoliko klasa gena
u njihovom genomu, i to kroz Siroku skalu genetickih i epigenetickih poremecaja
(Ley i sar., 2013; Déhner i sar., 2015). Kao refleksija ovih poremecaja, u LC
dolazi i do deregulacije gena koji kodiraju hLDM, s$to se ogleda kroz promene u
nivou njihove ekspresije na Celijskim strukturama ili u vremenskoj deregulaciji
njihove ekspresije. Ovakvi poremecaji na nivou celijskog fenotipa, definisani su
kao imunofenotipske aberacije u ekspresiji hLDM odnosno imunofenotipovi
specifi¢ni za leukemiju - IFSL (Terstappen i sar.,, 1991; Voskova i sar., 2004;

Olaru i sar., 2008; Béné i Kaeda, 2009).

NasSe ispitivanje je obuhvatilo analizu razlicitih tipova imunofenotipskih
aberacija u ekspresiji izabrane grupe hLDM na populaciji leukemijskih blasta.
Osnovni cilj ovog dela ispitivanja bio je utvrdivanje ucestalosti razlicitih tipova

imunofenotipskih aberacija u ekspresiji grupe hLDM. Na osnovu ovih rezultata
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kreirane su odgovarajuc¢e kombinacije hLDM koje su koriS¢ene kao IFSL tokom
optimizacije metodologije za pra¢enje MRB primenom imunofenotipizacije i
MPC. U sluc¢aju maturacione asinhronije, koekspresije CD34 i bar jednog od
kasnijih diferencijacionih mijelomonocitnih molekula (CD15, CD11b, CD11c,
CD64, CD14) otkrivena je kod 26% nasSih bolesnika. Najve¢i broj bolesnika je
imao samo jedan (13,6%) ili dva (8,2%) tipa maturacione asinhronije. Atipi¢no
povisen nivo ekspresije bar jednog od pet ispitivanih hLDM (CD34, CD117,
HLA-DR, CD13, CD33), otkriven je sa visokom ucestalos¢u od 90%. Atipi¢no
poviSen nivo ekspresije u slu¢aju molekula CD34, CD117 i CD13 utvrden je kod
~40%, odnosno u slucaju molekula CD33 i HLA-DR kod ~50% bolesnika.
Najveci broj bolesnika ima povecanu ekspresiju samo jednog (23,8%), odnosno
dva (29,3%) ili tri (21,8%) molekula. Atipi¢no sniZen nivo ekspresije bar
jednog od ispitivanih hLDM (CD34, CD117, HLA-DR, CD13, CD33) utvrden je sa
ucestalo$¢u od 76%. SniZen nivo ekspresije CD117 ili CD13 je utvrden kod 1/3,
odnosno CD33 ili CD34 kod 1/4 bolesnika, dok je u slucaju HLA-DR molekula
ucestalost ove aberacije niska (12%). Leukemijske c¢elije najveceg broja
bolesnika sa AML, pokazuju sniZen nivo ekspresije bar jednog (40,5%) ili dva
(20,1%) ispitivana molekula. Atipicno odsustvo ekspresije bar jednog od
ispitivanih hLDM (CD34, CD117, HLA-DR, CD13, CD33), utvrdeno je kod 42%
bolesnika. Najucestalije odsustvo ekspresije na leukemijskim celijama utvrdeno
je u slucaju CD34 (32,3%) i HLA-DR (15,6%), dok je u slu¢aju CD117, CD13 i
CD33 molekula, pojedinacna ucestalost ovog tipa aberacije niska (<10%
slucajeva). Najveci broj bolesnika sa AML na dg pokazuje odsustvo ekspresije
jednog (23,5%) ili dva (15,3%) molekula. Prema dostupnoj literaturi, nase
ispitivanje predstavlja jedno od retkih sistematskih ispitivanja populacije blasta
AML za ucestalost razlic¢itih tipova imunofenotipskih aberacija u ekspresiji ranih
linijski nespecificnih (CD34, CD117, HLA-DR) i ranih diferencijacionih
mijelomonocitnih (CD13, CD33) leukocitnih molekula, odnosno ucestalosti
maturacione asinhronije u ekspresiji CD34 i kasnih diferencijacionih
mijelomonocitnih molekula. Prvo ispitivanje AML u tom smislu, uradeno je

primenom metodologije koja nije uklju¢ivala selekcionisanje populacije
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leukemijskih ¢elija primenom CD45/SSC obrasca (Terstappen i sar., 1991), tako

da direktno poredenje rezultata nase i navedene studije nije relevantno.

Poseban tip imunofenotipskih aberacija predstavlja ektopicna
ekspresija limfoidnih hLDM na leukemijskim celijama AML (Olaru i sar., 2008;
Béné i Kaeda, 2009; Ortolani, 2011), gde je ekspresija bar jednog hLDM u na3oj
grupi bolesnika otkrivena sa ucestaloS¢u od 57%. Najveci broj naSih bolesnika
sa AML eksprimira na dg samo jedan limfoidni molekul (36%), dok je ucestalost
koekspresije dva (16%) ili tri (5%) molekula niZa. Najveca ucestalost
pojedinacne ekspresije utvrdena je u slucaju CD56 (29%), CD7 (20%) i CD22
(14%) molekula., dok je niza ucestalost utvrdena u sluc¢aju molekula CD2 (8%),
CD19 (8%), CD5 (4%) i cCD79a (5%). NaSe ispitivanje ukazuje da su svi
limfoidni molekuli uglavnhom eksprimirani prema niskom obrascu, i to u
proseku na relativno maloj subpopulaciji leukemijskih blasta (<20% pop.), pri
¢emu najveca prosecna ekspresija karakteriSe molekule CD56 (19% pop.) i CD7
(15% pop.). Prema rezultatima razlic¢itih ispitivanja koja su obuhvatila velike
grupe bolesnika sa AML, molekul CD56 je eksprimiran sa varijabilnom
ucestalo$¢u (Ortolani, 2011), koja se krec¢e od 15% (Chang sar., 2004), preko
20% (Webber i sar., 2008; Cruse i sar., 2005), pa sve do 33% (Venditti i sar.,
1998). Nasi preliminarni rezultati u pogledu ucestalosti ekspresije CD56
molekula u AML (22%), dobijeni su ispitivanjem grupe od 181 bolesnika (Djunic
i sar, 2012), i neSto su niZi u odnosu na finalne rezultate koje smo dobili
ispitivanjem cele grupe od 294 bolesnika (29%). Mada je ekspresija CD56
molekula razmatrana kao ektopicna na c¢elijama mijelomonocitne loze,
literaturni podaci ukazuju da je ovaj molekul kod zdravih osoba eksprimiran na
maloj subpopulaciji aktiviranih monocita, kao i na populaciji plazmacitoidnih
dendritskih celija (Ortolani, 2011). Literaturni podaci ukazuju da je ektopi¢na
ekspresija CD7 molekula u AML takode veoma varijabilna, i da se krece u opsegu
od 12-42% slucajeva (Ortolani, 2011), tako da su i nasi rezultati u pogledu
ekspresije CD7 molekula saglasni sa literaturnim podacima. Mada je dugo
vemena CD7 Kklasifikovan u grupu molekula tipi¢nih za T-Li i NK-Li, utvrdena je

njegova tranzitorna ekspresija na subpopulaciji mijeloidnih progenitora, kao i
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na plazmacitoidnim dendritskim celijama (Ortolani, 2011). Aberantna
ekspresija molekula CD2 u AML, krece se u opsegu od 3-34% slucajeva, dok je
ekspresija CD5 veoma niska (<10%) (Ortolani, 2011). NaSi rezultati u slucaju
oba ispitivana molekula pripadaju grupi niZih ucestalosti. Prema dostupnim
podacima, ucestalost ekspresije CD22 molekula krec¢e se u opsegu od 1-10%
slucajeva AML (Webber i sar., 2008; Ortolani, 2011), pri ¢emu su nasi rezultati
nesto viSi u odnosu na literaturne podatke (14%). Ekspresija molekula CD22,
CD13 i CD25 sugerise bazofilnu diferencijaciju leukemijskih blasta (Ortolani,
2011), mada ekspresija CD22 moze da se javi i u AML sa diferencijacijom u

pravcu mastocita i dendritskih ¢elija (Béné i sar, 2011).

Literaturni podaci o ekspresiji CD19 molekula u AML govore o veoma
varijabilnoj ucestalosti (2-22% slucajeva) (Ortolani, 2011), pri ¢emu se naSi
rezultati (8% slucajeva), uklapaju sa delom rezultata koje karakteriSe niZa
ucestalost ovog molekula. U pogledu molekula cCD79a, incidenca ovog molekula
u AML je veoma niska (<10%), sa ¢ime su saglasni i rezultati naseg ispitivanja.
Mi smo pokazali da je cCD79a kod vecine naSih bolesnika sa AML,
koeksprimiran sa molekulom CD19 (38,5%) ili CD22 (54%). Ni u jednom slucaju
nije utvrdena koekspresija sva tri molekula, odnosno CD19 i CD22. Mi smo
pokazali pozitivnu korelaciju u ekspresiji cCD79a i CD19 (r=0,286, p=0,000)
odnosno cCD79ai CD22 (r=0,247, p=0,000), pri ¢emu ni u jednom slucaju nije
registrovana koekspresija CD19 i CD22 molekula u naSoj grupi bolesnika sa
AML. Koekspresija CD19 i cCD79a molekula u AML je vec opisana u literaturi
(Ortolani, 2011). Molekuli CD56 i CD2 nisu pokazali medusobnu povezanost u

ekspresiji.

Nase ispitivanje je pokazalo da leukemijski blasti bolesnika sa AML
pokazuju izrazito visok stepen deregulacije u ekspresiji izabrane grupe ranih
linijski nespecificnih i/ili mijelomonocitnih hLDM. Analiza ulestalosti razlic¢itih
tipova imunofenotipskih aberacija u ekspresiji hLDM na populaciji blasta u celoj
grupi AML, pokazala je prisustvo bar jednog od tipova imunofenotipskih
aberacija kod svakog od ispitivanih bolesnika. Leukemijski blasti 66% bolesnika

sa AML pokazuju istovremeno prisustvo Cetiri, pet ili Sest imunofenotipskih
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aberacija u ekspresiji leukocitnih molekula. Naime, kod svakog od nasih
bolesnika sa AML na dg moguce je definisati bar jednu ili dve kombinacije hLDM
kao IFSL, koji sluzi za kvantifikaciju leukemijske populacije blasta tokom lecenja

i prac¢enja bolesnika (Olaru i sar., 2008; Béné i Kaeda, 2009 ).

U ovom ispitivanju, analiza prisustva imunofenotipskih aberacija u
ekspresiji hLDM je osim na populaciji leukemijskih blasta, vrSena i na
populacijama granulocitnih i monocitnih prekursora ks bolesnika. Prema
dostupnoj literaturi, ovakav analiticki pristup nije tipican na dg AML, ali se za
razliku od AML standardno primenjuje kod bolesnika sa dg MDS (Stachurski i
sar.,, 2008; Van de Loosdrecht i sar., 2009; Alhan i sar., 2014). Populacija
granulocitnih prekursora ks bolesnika sa AML na dg, ispitivana je u cilju
utvrdivanja poremecaja u cCelijskoj granulaciji (obrazac CD45/SSC), celijskom
sastavu (ekspresija molekula CD66b, CD16, CD10), kao i u cilju utvrdivanja
prisustva imunofenotipskih aberacija u ekspresiji osam hLDM (CD34, CD135,
HLA-DR, CD13, CD33, CD15, cMPO, CD45) na ovoj populaciji ¢elija. Prisustvo bar
jednog od navedenih poremecaja u populaciji granulocitnih prekursora ks
pokazano je kod 55% (153/280) naSih bolesnika na dg AML. Ispitivanje
promene u obrascu Celijske granulacije granulocitnih prekursora AML
ispitivano u grupi od 154 bolesnika, pokazalo je prisustvo atipi¢ne granulacije
sa ucestalosc¢u od 67%, dok je atipi¢na hipogranulacija prisutna sa ucestalosc¢u
od 18% u ovoj grupi bolesnika,. U populaciji granulocitnih prekursora ,Sift u
levo" je utvrdeno kod 95%, dok je blok u sazrevanju do stupnja metamijelocit ili
neutrofil utvrden kod 67% bolesnika ove grupe. Bar jedan od tipova
imunofenotipskih aberacija u ekspresiji osam hLDM detektovan je sa
visokom ucestalos¢u od 99% na populaciji granulocitnih prekursora ispitivane
grupe od bolesnika. Prisustvo maturacione asinhronije u ekspresiji ranih
linijski nespecificnih hLDM na populaciji granulocitnih prekursora pokazalo je
najvecu ucestalost u slu¢aju molekula HLA-DR (78%), zatim CD34(45%) i
CD135 (30%). Imunofenotipske aberacije po tipu promene u obrascu ekspresije
CD45 i grupe diferencijacionih mijelomonocitnih molekula, otkrivene su sa

najvec¢om ucestaloscu u slucaju leukocitnih molekula: CD45+high (67%), cMPOP*
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(49%), CD15+hetero (4204) i CD13+high (31%). Ektopicna ekspresija bar jednog od
ispitivana Cetiri molekula limfoidne loze (CD56, CD7, CD2, CD19) na populaciji
granulocitnih prekursora, utvrdena je kod 20% naSih bolesnika. Najveca
ucestalost ektopicne ekspresije je utvrdena u slucaju CD56 (11%) i CD7 (6%)
molekula, pri ¢emu je koekspresija CD56/CD7 odnosno CD56/CD2 veoma retka
(<1,5%). Sa druge strane, ucestalost ektopi¢ne ekspresije CD2 (3%) i CD19 (2%)

molekula je veoma niska.

Populacija monocitnih prekursora ks bolesnika sa AML na dg,
analizirana je u cilju utvrdivanja poremecaja u njenom Ccelijskom sastavu
(ekspresija molekula CD64 i CD14), kao i u cilju utvrdivanja prisustva
imunofenotipskih aberacija u ekspresiji tri hLDM (CD56, CD2, CD24). Prisustvo
bar jednog od navedenih poremecaja pokazano je kod 39% (108/280)
bolesnika. Ispitivanje elijskog sastava populacije monocitnih prekursora,
pokazalo je da u ks bolesnika sa AML dolazi do znacajnog povecanja
subpopulacija mijelo/monoblasta i promonocita, uz znaajno sniZenje
subpopulacije monocita u  poredenju sa zdravim kontrolama (p<0,05).
Ektopicna ekspresija bar jednog od ispitivanih limfoidnih hLDM na populaciji
monocitnih prekursora, otkrivena je sa ucestalos¢u od 19% u celoj grupi AML.
Najveca ucestalost ektopi¢ne ekspresije je utvrdena u slucaju molekula CD56

(12%), dok je bila niza u slu¢aju CD2 (3,8%) i CD24 (2.9%) molekula.

Nase ispitivanje je pokazalo da populacije granulocitnih i monocitnih
prekursora ks bolesnika sa AML pokazuju izrazito visok stepen deregulacije u
ekspresiji izabrane grupe ranih linijski nespecifi¢nih i/ili mijelomonocitnih
hLDM. Prisustvo imunofenotipskih aberacija u ekspresiji hLDM, zajedno sa
pojavom Sifta ka nezrelijim formama i zastoja u diferencijaciji do zrelih formi,
predstavlja znake koji ukazuju da su granulocitni i monocitni prekursori deo
leukemijske populacije, i da su izraz ograniCenog i deregulisanog programa
diferencijacije leukemijskih progenitora (Swerdlow i sar., 2008; Ayar i sar.,,

2014; Matarraz i sar., 2015).

Heterogenost leukemijske populacije AML Vecina studija AML fokusirana

je iskljuivo na definisanje imunofenotipskih Kkarakteristika populacije
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leukemijskih blasta u AML (Béné i sar, 2011). Medutim, veoma su retke studije
koje sistematski analiziraju heterogenost leukemijske populacije celija (Campos
i sar., 1990; de Figueiredo-Pontes i sar., 2008; Vergez i sar., 2011), ali i
imunofenotipske karakteristike leukemijskih subpopulacija koje pokazuju visi
stepen difrencijacije u pravcu mijeloidnih loza (Swerdlow i sar., 2008; Matarraz
i sar.,, 2015). Pretpostavka naSeg ispitivanja bila je da se na osnovu analize
imunofenotipskih karakteristika AML mogu identifikovati subpopulacije LC, na
osnovu kojih bi bilo moguce utvrditi stepen celijske heterogenosti leukemijske
populacije AML i njen diferencijacioni i mauracioni potencijal u pravcu jedne ili

viSe mijeloidnih loza.

Ispitivanjem imunofenotipskih karakteristika populacije LC nase grupe
bolesnika sa AML, otkriven je bar jedan od ispitivanih vidova Ccelijske

heterogenosti kod 83% bolesnika na dg.

Nasi rezultati su potvrdili da su populacije leukemijskih blasta AML,
heterogene po svom cCelijskom sastavu kod >50% bolesnika na dg, odnosno da
se sastoje najcesce iz dve ili tri subpopulacije ¢elija. To smo pokazali na osnovu
ispitivanja koekspresije dve grupe leukocitnih molekula €D34/CD13 i
CD117/CD33. Veoma slicne rezultate dobili smo i putem ispitivanja prisustva
ektopi¢ne ekspresije molekula limfoidne loze na populaciji LC. Naime, pokazali
smo prisustvo bar jedne subpopulacije leukemijskih c¢elija sa parcijalnom
ekspresijom limfoidnih molekula kod 45% bolesnika naSe grupe. Pritom, najveci

broj bolesnika ima jednu ili dve subpopulacije L€ u odnosu na ovo svojstvo.

Jo$ jedan aspekt naseg ispitivanja heterogenosti populacije LC AML na
dg, odnosio se na utvrdivanje imunofenotipskih znakova diferencijacije unutar
leukemijske populacije. Cilj ovog dela ispitivanja se donosio na utvrdivanje
medusobnih razlika u populaciji LC u odnosu na stepen diferenciranosti u
okviru neke od hematopoeznih loza. Prisustvo samo jedne populacije
leukemijskih c¢elija sa homogenim imunofenotipskim karakteristikama
mijeloidnih progenitora, otkriveno je sa niskom ucestalo$¢u od 11%. Prisustvo
populacije LC sa Kkarakteristikama mijeloidnih progenitora i znacima

diferencijacije u toj populaciji utvrdeno je kod 34% bolesnika, pri ¢emu je 55%
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bolesnika pokazalo istovremeno prisustvo populacije koju su sacinjavali
leukemijski blasti i populacije leukemijskih zrelijih granulocitnih i/ili

monocitnih prekursora.

NaSe ispitivanje heterogenosti leukemijske populacije AML i prisustva
diferencijacije unutar iste, potvrdilo je da se kod vecine bolesnika leukemijska
populacija AML istovremeno sastoji iz LC sa karakteristikama mijeloinih
progenitora i zrelijih populacija LC koje ispoljavaju ograni¢en diferencijacioni
potencijal. NaSi rezultati su u skladu sa osnovnim postulatom savremenog
modela leukemogeneze, koji govori u prilog celijske i funkcionalne
heterogenosti leukemijskih populacija AML (de Figueiredo-Pontes i sar., 2008;
Roboz i Guzman, 2009; Vergez i sar., 2011). U prilog tome govore i ispitivanja
sprovedena na molekularnom nivou koja ukazuju na subklonalni sastav AML

(Welch, 2013; Parkin i sar., 2013).

Imunofenotipska dijagnoza AML Na osnovu specificnih
imunofenotipskih karakteristika, svaki bolesnik je klasifikovan u odreden EGIL
imunoloski suptip AML (Béné i sar., 2011). Ispitivanje imunofenotipskih
karakteristika u naSoj grupi bolesnika na dg (n=294), pokazalo je da je
leukemijskim procesom najceS¢e zahvacena samo granulocitna loza (54%),
zatim istovremeno granulocitna i monocitna loza (22%) ili samo monocitna loza
(20%). Istovremena zahvacCenost granulocitne i eritrocitne loze (1,7%),
granulocitne i megakariocitne loze (0,7%), ili bazofilne loze (0,7%) je veoma

retka.

Imunoloska klasifikacija bolesnika sa AML, odnosno jasna identifikacija
loze i stepena diferencijacije populacije LC, bila je moguéa u grupi od 92% nasih
bolesnika. NajucCestaliji imunolo$ki suptip u naSoj grupi bolesnika je AML sa
granulocitnom diferencijacijom (31%), u okviru koga je ucestalija varijanta sa
sazrevanjem (72%) u odnosu na varijantu bez sazrevanja (28%). Sledeéi po
ucestalosti je suptip AML sa granulocitnom i monocitnom diferencijacijom
(22%) i AML sa monocitnom diferencijacijom (19%). U okviru poslednjeg
suptipa, varijanta sa sazrevanjem je ucestalija (58%) u odnosu na varijantu bez

sazrevanja (42%). NiZu ucestalost imaju imunoloski suptipovi APL (13%) i AML

218



DISKUSIJA

sa minimalnom diferencijacijom (4%). Ostali imunoloski suptipovi ispoljili su
izuzetno nisku ucestalost. Kod malog broja nasih bolesnika sa AML (8%) nije
bilo moguce utvrditi precizan imunoloski suptip. Medu ovim bolesnicima, vecina
je ispoljila specificne imunofenotipske aberacije u populaciji granulocitnih
prekursora koji su istovremeno bili i hipogranulirani, Sto predstavlja

karakteristike AML nastale na bazi MDS-a.

Uporedivanjem rezultata imunoloske klasifikacije i citomorfoloSke FAB
klasifikacije u naSoj grupi bolesnika sa AML, pokazana je potpuna saglasnost u
identifikaciji loze zahvacene leukemijskim procesom i potvrde procesa
sazrevanja u leukemijskoj populaciji kod 66% bolesnika. Delimi¢na saglasnost je
utvrdena kod 7% bolesnika, a znacila je da su obe metodologije identifikovale
istu lozu zahvacenu leukemijskim procesom, ali nije postojala saglasnost u
nivou diferenciranosti LC. Sa druge strane, odsustvo saglasnosti u odnosu na
lozu zahvacenu leukemijskim procesom, utvrdeno je kod 27% bolesnika. Razlike
izmedu imunoloske i citomorfoloske klasifikacije AML u naSem ispitivanju,
najceS¢e su posledica razlika u identifikaciji monocitne loze, gde
imunofenotipizacija kao metodologija pokazuje znacCajnu prednost u odnosu na
citomorfologiju u identifikaciji monoblasta, promonocita i monocita (Arber i

sar., 2008c; Béné i sar., 2011; Matarraz i sar., 2015).

U naSoj grupi bolesnika sa AML utvrden je relativno visok stepen
saglasnosti izmedu imunoloSke i finalne dg prema SZO sistemu (68% slucajeva),
pri cemu je stepen saglasnosti u AML-NOS izrazito visok (96%), dok je znatno
niza saglasnost registrovana u slucaju tipova AML-RGP (42%) i AML-MDS
(44%). U grupi bolesnika sa AML-RGP, doprinos imunofenotipske klasifikacije
finalnoj dg najvisi je u slu¢aju APL (100%), AML sa t(8;21) (83%) i AML sa
inv16/t(16;16) (40%) Sto je u saglasnosti sa literaturnim podacima (Paietta,
2010). U slucaju svih ostalih suptipova AML-RGP, imunofenotipska informacija
ne omogucava njihovu preciznu finalnu dg (Arber i sar., 2008a). NaSe ispitivanje
je pokazalo visok doprinos imunofenotipske klasifikacije finalnoj dg bolesnika
sa AML-NOS, uz stepen saglasnosti koji se krece u opsegu od 84% do 100%. Sa

druge strane, niZi stepen saglasnosti je prisutan u AML sa sazrevanjem (84%) i
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akutnoj monoblastnoj lukemiji (87%), pri ¢emu je u svim ostalim suptipovima
AML-NOS stepen saglasnosti u opsegu 90-100%. U SZO sistemu za klasifikaciju
AML, imunofenotipska dg ima najveci doprinos klasifikaciji suptipova AML-NOS,
s obzirom da je njihova klasifikacija zasnovana na tipu hematopoezne loze
zahvacene leukemijskim procesom i na maturacionom potencijalu LC (Arber i

sar., 2008c).

Imunofenotipski profili populacije blasta suptipova AML-RGP. lako
sistem SZO za klasifikaciju AML ukljucuje i opis imunofenotipskih karakteristika
svih glavnih tipova AML, do danas joS uvek nisu opisani detaljni
imunofenotipski profili koji bi osim osnovnih, ukljucivali i ekspresione profile
Sireg spektra hLDM za svaki od SZO tipova i suptipova AML (Swerdlow i sar.,
2008; Hoffman i sar., 2009). U tom smislu, deo naSeg ispitivanja bio je posvecen
utvrdivanju ekspresionih profila 44 hLDM u razli¢itim tipovima i suptipovima

nase grupe bolesnika sa AML (n=281).

Imunofenotipska karakterizacija naSe grupe bolesnika sa AML-RGP
predstavlja prema dostupnoj literaturi (Arber i sar., 2008a; Hoffman i sar,
2009), originalne rezultate u ovoj oblasti. Bolesnici sa tipom AML-RGP cine
37,4% (105/281) naSe grupe bolesnika sa AML. U pogledu imunofenotipskih
karakteristika njihove populacije LC, leukemijskim procesom je najcescée
zahvacena samo granulocitna loza (65%) ili granulocitna i monocitna loza
istovremeno (16% sluCajeva). Sa druge strane, samo monocitna loza u okviru
tipa AML-RGP zahvacena je sa niZom ucestalos¢u (17%), Sto je slucaj i sa
eritrocitnom lozom (2%). U naSoj grupi, u svim tipovima AML-RGP leukemijska
populacija je heterogena po sastavu i najceSce se sastoji iz populacije
leukemijskih blasta i zrelijih leukemijskih prekursora (51%) ili iskljucivo iz
populacije blasta koji ispoljavaju diskretan stepen diferencijacije (40%), dok je
homogena populacija blasta bez znakova diferencijacije prisutna sa niskom

ucestaloSc¢u (9%).
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AML sa t(8;21)(q22;q22); RUNX1-RUNX1T1

U naSoj grupi bolesnika sa de novo AML, entitet AML sa t(8;21) (n=12)
otkriven je sa ucestalo$¢u od 4,3%. Specificna aberacija koja karakteriSe ovaj
entitet, detektovana je kod svih bolesnika na citogenetskom nivou. Ucestalost
ovog entiteta u nasSoj grupi, u saglasnosti je sa literaturnim podacima, gde je

ucestalost procenjena na ~5% svih AML (Arber i sar., 2008a).

U odnosu na demografsko-klinicke karakteristike na prezentaciji bolesti,
bolesnike karakteriSe relativno mlada starosna dob (Me 54 god.), gde je 75%
bolesnika mlade od 60 god., Sto je takode objavljeno u literaturi (Hoffman i sar.,
2009). Od ostalih karakteristika, posebno se izdvajaju predominacija muskog
pola (83%), niska prosecna vrednost Le (8,5x10°/1) i niZza prose¢na vrednost Tr
(<40x109/1). Bolesnici ovog suptipa imaju niZu prosecnu vrednost populacije
blasta u pk (22% Le) i ks (49% NC). Prema navodima iz literature, ovaj entitet
AML karakteriSe niza tumorska masa na prezentaciji bolesti, a u pojedinim

slu¢ajevima u ks se moze videti populacija blasta <20% NC (Arber i sar., 2008a).

Analiza imunofenotipski definisanih populacija ks bolesnika ovog
suptipa AML, pokazala je zna¢ajno manje populacije CD34+ (34% NC) i CD117+
(23% NC) ¢elija ks, kao i znacajno veéu populaciju Li (16% NC) (p<0,05).

Imunofenotipski profil populacije blasta u nasoj grupi bolesnika sa
entitetom AML sa t(8;21) (Tabela 70.), ispoljava glavne imunofenotipske
karakteristike mijeloblasta, i u skladu je sa karakteristikama publikovanim u

literaturi (Arber i sar., 2008a; Hoffman i sar., 2009).

Tabela 70. AML sa t(8;21) - Imunofenotipski profil populacije blasta

CD45+med /SSClow CD45RA+*med HLA-DR*het CD34+high CD117+high CD123+med
CD135+*low CD38*med CD11a*lew CD62L*hetgo,) CD71*low CD33+het CD]13+low
CD114+med cCD68+het cMPO*low CD4+ow(s00) Lizozim*hetaogs) CD15%het (3604
CD11c*ow(279)

CD19+het(750,) CD56%high(s5005) cCD79a*10W(3304)

(CD11b- CD64- CD36- CD163- CD35- CD2- CD7-CD22-)
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Ektopicna izolovana ekspresija CD19 molekula, odnosno koekspresija
molekula CD19/cCD79a na populaciji blasta, ima prediktivni znacaj za prisustvo
t(8;21), a samim tim i postavljanje dg AML sa t(8;21) (HruSak i Porwit-
MacDonald, 2002; Arber i sar., 2008a; Paietta, 2010). To je omogucilo da u nasoj
grupi bolesnika, imunofenotipska dg ima visok doprinos (83% slucajeva) u

predikciji finalne dg.

Populacija granulocitnih prekursora ks u AML sa t(8;21), relativno je
velika (43% NC) i karakteriSe je visoka ulestalost atipi¢ne granulacije (91%),
Sift u levo ka nezrelijim formama (82%) i blok u sazrevanju do neutrofila
(73%). Osim toga, ovu populaciju kod svih bolesnika karakteriSe i prisustvo
maturacione asinhronije u ekspresiji bar jednog od ispitivanih hLDM i/ili
uCestalost aberantne ekspresije molekula: HLA-DR* (100%), CD34* (46%),
CD45+high (64%), cMPOP+ (46%) i CD15+hetero (40%). Ektopicna ekspresija
molekula na populaciji granulocitnih prekursora javlja se sa ucestalo$¢u od
45% u naSoj grupi AML, pri ¢emu su najceS¢e eksprimirani molekuli CD56
(35%) ili CD19 (9%). Svi navedeni poremecaji u populaciji granulocitnih
prekursora impliciraju da je populacija granulocitnih prekursora deo
leukemijske populacije Celija, i da se akumulira u ks kao posledica poremecenog
diferencijacionog kapaciteta leukemijskih blasta (Arber i sar., 2008a; Hoffman i

sar., 2009).

Analiza opStih imunofenotipskih karakteristika AML sa t(8;21), ukazuje
da je leukemijskim procesom najceS¢e zahvacena samo granulocitna loza (92%),
dok se kod malog broja nasih bolesnika, uz granulocitnu lozu javlja i umnoZena
eritrocitna loza (8%). Ovaj entitet karakteriSe izrazita heterogenost u pogledu
Celijskog sastava, ali i ocCuvan diferencijacioni potencijal, gde leukemijsku
populaciju celija sacinjavaju blasti i zreliji leukemijski prekursori kod vecine

(83%) bolesnika.
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AML sa inv(16)(p13.1q22)/ t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYH11

U naSoj grupi bolesnika sa de novo AML, entitet AML sa inv(16)/t(16;16)
otkriven je sa ucestalos¢u od 1,8%, pri cemu je kod tri bolesnika bila prisutna
inv(16)(p13.19q22), a kod dva t(16;16)(p13.1;,q22), detektovane na
citogenetskom nivou. Oba tipa mutacije FLT3 gena detektovane su kod jednog
(33%) bolesnika, dok mutacija NPM1 gena nije detektovana ni u jednom slucaju.
Uclestalost ovog entiteta u nasoj grupi AML je niZa u odnosu na literaturne

podatke, gde je ucestalost procenjena na 5-8% svih AML (Arber i sar., 2008a).

U odnosu na demografsko-klinicke karakteristike na prezentaciji bolesti,
bolesnike karakteriSe relativno mlada starosna dob (Me 56 g.), gde je 60%
bolesnika mlade od 60 god., Sto je takode objavljeno u literaturi (Hoffman i sar.,
2009). Od ostalih karakteristika, posebno se izdvajaju predominacija muskog
pola (80%), visoka prosecna vrednost Le (60,2x10°/1), i viSa ucCestalost
limfadenopatije (50%) i hepato/splenomegalije (25%). NaSi bolesnici ovog
suptipa imaju i viSu prosec¢nu vrednost populacije blasta u pk (44% Le) i ks
(75% NC). Prema navodima iz literature, ovaj entitet AML Kkarakteri$e veca
tumorska masa na prezentaciji bolesti, Cesto i ekstramedularna bolest,
hepatosplenomegalija i neuroleukemija, Sto su odlike i naSe grupe bolesnika

(Arber i sar., 2008a; Hoffman i sar., 2009).

Analiza imunofenotipski definisanih populacija ks bolesnika ovog
suptipa AML, pokazala je zna¢ajno veéu populaciju CD34+ (46% NC) i CD117+
(43% NC) ¢elija (p<0,05), kao i znatno veéu populaciju Eo prekursora (6,6%
NC) (p=0,05).

Imunofenotipski profil populacije blasta AML sa inv(16)/t(16;16)
(Tabela 71.), ispoljava glavne imunofenotipske karakteristike
mijelo/monoblasta, i u skladu je sa karakteristikama publikovanim u literaturi
(Arber i sar., 2008a; Hoffman i sar., 2009). Ektopi¢na izolovana ekspresija CD2
molekula, koja je u naSoj grupi prisutna sa niskom ucestalos¢u (20%), navodi se

u pojedinim publikacijama kao karakteristika ovog entiteta (Arber i sar., 2008a).
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Populacija monocitnih prekursora ks bolesnika ovog entiteta je
umnoZena (28% NC) i karakterise je $ift u levo ka nezrelijim formama, gde
populacija mijelo/monoblasta ¢ini dominantnu populaciju (54%), dok su
populacije promonocita (23% pop.) i monocita (23% pop.) relativno manje

zastupljene.

Tabela 71. AML sa inv(16)/t(16;16) - Imunofenotipski profil populacije
blasta

CD45+hetero /SSChet  CD45RA+med  HLA-DR+het CD34+het CD117+het CD123+low
CD135+*low CD38*het (CD11la*het CD62L+med (CD71+low (CD33+het (CD13+high
CD114+low cCD68+het cMPQ+het CD15+het CD64+high CD4+het CD11c+het

CD11b+het g004) CD36+het (600s)

CD14+het (4996) CD2+1oW(2096) CD56*10W(2006) CD7+10W(2004)
(CD19- CD22- cCD79a-)

Iako populacija granulocitnih prekursora nije umnoZena (20% NC), ona
pokazuje niz aberantnih karakteristika, medu kojima su: visoka ucestalost
atipi¢ne granulacije (67%) ili hipogranulacije (33%), Sift u levo ka nezrelijim
formama (100%) i blok u sazrevanju do neutrofila (100%). Osim toga, ovu
populaciju kod svih bolesnika karakteriSe i prisustvo maturacione asinhronije u
ekspresiji bar jednog od ispitivanih hLDM i/ili ucestalost aberantne ekspresije
molekula: HLA-DR* (67%), CD34* (67%) i CD45+high (67%). Ektopicna
ekspresija limfoidnih molekula na populaciji granulocitnih prekursora nije
detektovana u nasoj grupi AML. Svi navedeni poremecaji u populaciji
granulocitnih prekursora impliciraju da su i monocitni i granulocitni prekursori
deo leukemijske populacije Celija, i da se akumuliraju u ks kao posledica
poremecenog diferencijacionog kapaciteta leukemijskih blasta (Arber i sar,

2008a; Hoffman i sar., 2009; Matarraz I sar., 2015).

Analiza opStih imunofenotipskih karakteristika AML sa inv(16)/t(16;16),
ukazuje da su leukemijskim procesom najces¢e zahvacene i monocitna i

granulocitna loza (80%), dok je kod manjeg broja nasih bolesnika zahvacena
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samo monocitna loza (20%). Ovaj entitet karakteriSe izrazita heterogenost u
pogledu celijskog sastava, ali i ocCuvan diferencijacioni potencijal, gde
leukemijsku populaciju celija sacinjavaju blasti i leukemijski prekursori kod

vecine (80%) bolesnika.

U naSoj grupi bolesnika sa entitetom AML sa inv(16)/t(16;16),
imunofenotipska dg ima delimic¢an prediktivni znacaj za postavljanje finalne dg
prema SZO Klasifikaciji (40% slucajeva). Predikcija prisustva inv(16)/t(16;16)
se zasniva na prisustvu povecane proporcije Eo prekursora u ks, ektopicne
ekspresije CD2 molekula, uz istovremenu zahvacenost monocitne i granulocitne

loze leukemijskim procesom (Arber i sar., 2008a; Hoffman i sar., 2009).

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

Entitet AML sa t(15;17) otkriven je sa ucestalo$¢u od 11,4% , u nasoj
grupi bolesnika sa de novo AML. Specificna aberacija koja karakteriSe ovaj
entitet, detektovana je na citogenetskom nivou kod 81% bolesnika, dok je na
molekularnom nivou detektovana 19% bolesnika koji su imali normalan
kariotip. Ucestalost APL u naSoj grupi de novo AML, uglavnom odgovara
literaturnim podacima, s obzirom da je u pojedinim publikacijama ucestalost
procenjena na 5-8% (Arber i sar., 2008a) odnosno 10-15% svih AML (Hoffman i
sar., 2009). Mutacija FLT3-ITD je detektovana sa ucestalo$¢u od 43% u ovom
enitetu, pri cemu je 24% imalo tipi¢nu APL, a 19% bolesnika mikrogranularnu
varijantu APL. Literaturni podaci govore da je mutacija FLT3-ITD u APL najceSce
udruZena sa leukocitozom, mikrogranularnom varijantom i bcr3 prekidom u

PML genu (Arber i sar., 2008a).

U odnosu na demografsko-klinicke karakteristike na prezentaciji bolesti,
bolesnike karakteriSe mlada starosna dob (Me 44 g.), gde je 75% bolesnika
mlade od 60 god., Sto je saglasno sa literaturnim podacima (Hoffman i sar.,
2009). Od ostalih karakteristika, izdvajaju se niska prose¢na vrednost Le
(11,8x10%/1), pri ¢emu dve tretine bolesnika imaju sniZene ili normalne

vrednosti Le. NaSe bolesnike karakteriSe i niZa prosetna vrednost Tr
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(<45x10%/1), kao i relativno visoke proseéne vrednosti populacije

blasta/promijelocita u pk (40% Le) i ks (80% NC).

Analiza imunofenotipski definisanih populacija ks bolesnika ovog
suptipa AML, pokazala je znatajno manje populacije CD34+ éelija (34% NC) i
granulocitnih prekursora (8% NC), kao i znac¢ajno vec¢u populacija Li (14% NC) u

odnosu na druge entitete AML-RGP (p<0,01).

Imunofenotipski profil populacije blasta AML sa t(15;17) (Tabela 72.),
ispoljava glavne imunofenotipske karakteristike zrelih

mijeloblasta/promijelocita, i u skladu je sa karakteristikama publikovanim u

literaturi (Arber i sar., 2008a; Hoffman i sar., 2009; Paietta, 2010).

Tabela 72. AML sa t(15;17) - Imunofenotipski profil populacije blasta

CD45+het/SSChet  CD45RA*ow(3gy,)  CD34*hetisge,) CD117+ow  CD123+med
CD135%w(g795) CD38*med CD11a*low(2190) CD62LoW(3895) CD71*low (CD33+high
CD13+het CD114+het cCD68+het cMPO*het Lizozim*het CD64+10W(605) CD4A+10W (2604
CD2+1ow(3496) CD56%(19%)

(HLA-DR- CD15- CD11b- CD11c- CD36- CD14- CD163- CD35- CD7- B-Ag-)

Molekul CD34 eksprimiran je sa viSom incidencom (56%) u odnosu na
CD2 (34%) u nasoj grupi APL, pri ¢emu je koekspresija ova dva molekula
utvrdena kod 28% bolesnika. Koekspresija CD34 i CD2Z molekula, prema
literaturnim podacima korelira sa mikrogranularnom varijantom APL, bcr3
prekidom u PML genu i prisustvom FLT3-ITD mutacija (Albano i sar. 2006;
Arber i sar., 2008a; Paietta, 2010). Ispitivanje ekspresije CD2 i CD56 molekula u
APL, ima specificnu klinicku primenu, posto literaturni podaci ukazuju da je
ekspresija CD2 molekula udruZena sa leukocitozom, povezana sa pojavom
leukoaglutinacije i trombotickim dogadajima u ovom entitetu tokom lecenja
(Breccia i sar., 2007). Sa druge strane, ekspresija CD56 molekula nosi losu

prognozu u smislu ishoda bolesti (Arber i sar., 2008a).
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Analiza opStih imunofenotipskih karakteristika AML sa t(15;17), ukazuje
da je leukemijskim procesom zahvacena samo granulocitna loza. Ovaj entitet
karakteriSe heterogenost u pogledu Ccelijskog sastava, gde leukemijsku
populaciju celija sacinjavaju zreliji mijeloblasti i promijelociti kod 78%
bolesnika. Prisustvo homogene populacije promijelocita je registrovano samo
kod 16% bolesnika, dok je maturacija do zrelijih formi utvrdena sa niskom

ucestalo$c¢u (6%).

Savremeno shvatanje klonalne strukure APL ukazuje na prisustvo
¢elijske heterogenosti, koja osim populacije promijelocita ukljucuje i prisustvo
male subpopulacije leukemijskih mijeloidnih progenitora (1-10%) sa
imunofenotipom - CD34*HLA-DR* CD38*/- (Di Noto i sar., 2007). Specifican
imunofenotip APL zajedno sa viSom granulacijom ¢elija, omogucio je da u nasoj
grupi bolesnika imunofenotipska dg ima visok doprinos (100% slucajeva) u

predikciji finalne dg na osnovu SZO Kklasifikacije.

AML sa t(v;11q23)

U naSoj grupi bolesnika sa de novo AML, entitet AML sa t(v;11q23)
otkriven je sa ucestalos¢u od 1,1% (n=3), pri ¢emu je kod sva tri bolesnika na
citogenetskom nivou bila detektovana razli¢ita varijantna translokacija koja
ukljuc¢uje hromozom 11923 - t(9;11), t(1;11) i t(10;11). Incidenca ovog entiteta
u nasoj grupi AML je niska i u skladu sa literaturnim podacima, gde je incidenca

procenjena na 2% odraslih bolesnika sa AML (Arber i sar., 2008a).

U odnosu na demografsko-klinicke karakteristike na prezentaciji bolesti,
nase bolesnike karakteriSe mlada starosna dob (Me 33 g.), Sto je takode
objavljeno u literaturi (Arber i sar., 2008a). Od ostalih karakteristika, izdvajaju
se viSa uclestalost muSkog pola (67%) 1 visoka prosecna vrednost Le
(65,2x107/1). Nasi bolesnici ovog suptipa imaju visoku prosecnu vrednost
populacije blasta u pk (70% Le) i ks (79% NC). Prema navodima iz literature,
ovaj entitet AML karakteriSe velika tumorska masa na prezentaciji bolesti, ¢esto

i ekstramedularna bolest (Arber i sar., 2008a; Hoffman i sar., 2009).
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Analiza imunofenotipski definisanih populacija ks bolesnika ovog
suptipa AML, pokazala je zna¢ajno manju populaciju CD34* ¢elija (21% NC),
CD117+ ¢elija (28% NC) i granulocitnih prekursora (18% NC), kao i znacajno
veéu populaciju monocitnih prekursora (41% NC) u odnosu na veéinu entiteta

AML-RGP (p<0,01).

Imunofenotipski profil populacije blasta AML sa t(v;11q23), (Tabela 73.),
ispoljava glavne imunofenotipske karakteristike mijelo/monoblastia, i u skladu
je sa karakteristikama publikovanim u literaturi (Arber i sar., 2008a; Hoffman i
sar., 2009). Ektopicna ekspresija CD2, CD7 i CD56 molekula je u naSoj grupi
prisutna kod trecine bolesnika, Sto je potvrdeno u literaturi (Arber i sar., 2008a;

Hoffman i sar., 2009).

Sa druge strane, populacija monocitnih prekursora ks bolesnika sa ovim
entitetom je umnoZena (41% NC) i karakteriSe je skretanje u levo ka nezrelijim
formama, gde populacija mijelo/monoblasta ¢ini subpopulaciju (12% pop.), dok

su populacije promonocita (48% pop.) i monocita (41% pop.) predominantne.

Tabela 73. AML sa t(v;11q23) - Imunofenotipski profil populacije blasta

CD45+high/SSCmed  HLA-DR+*high  CD34+het(g705)  CD117+het(g795) CD123+med
CD11a+high CD71+low CD33+high CD13+high cCD68+high cMPQ+het(33045) CD15+high(3394)
CD64+highg794) CD4+het CD11cthet CD11b+hish CD36+het (g704) CD14+het (339
CD2+*low(330) CD56*med(3394) CD7+10W(3394)

( CD19- CD22- cCD79a-)

Nasi rezultati potvrduju da je u ovom entitetu leukemijskim procesom
primarno zahvacena monocitna loza (Arber i sar., 2008a; Hoffman i sar., 2009),
mada je trecina naSih bolesnika imala iskljucivo granulocitnu lozu zahvacenu
leukemijskim procesom. Ovaj entitet karakteriSe izrazita heterogenost u
pogledu celijskog sastava, ali i ocuvan diferencijacioni potencijal, gde
leukemijsku populaciju u svim slucajevima sacinjavaju blasti i zreliji leukemijski

prekursori.
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U nasSoj grupi bolesnika sa AML sa t(v;11q23), imunofenotipska dg nema
prediktivni znacaj za postavljanje finalne dg prema SZO klasifikaciji, s obzirom
da nije definisan imunofenotipski profil specifican za ovaj entitet (Arber i sar,,

2008a; Hoffman i sar., 2009).
AML sa t(6;9)(p23;q24); DEK-NUP214

U nasSoj grupi bolesnika sa de novo AML, entitet AML sa t(6;9) otkriven je
sa ucestaloS¢u od 0,4% (n=1). Incidenca ovog entiteta u nasoj grupi AML je
niska i u skladu sa literaturnim podacima, gde je incidenca procenjena na 0,7-
1,8% adultnih AML (Arber i sar., 2008a). S obzirom da se radilo samo o jednom
bolesniku, nije bilo moguce definisati opSti imunofenotip ovog entiteta. Od
klini¢kih karakteristika izdvaja se hiperleukocitoza (Le 103 x 102/1) i visoka
vrednost populacije blasta u pk (50% Le) i ks (74% NC) bolesnika. Kod naseg
bolesnika, leukemijskim procesom su istovremeno zahvacene i granulocitna i
monocitna loza, uz prisustvo dominantne populacije mijelo/monoblasta i
populacije granulocitnih prekursora sa izraZenim skretanjem ka nezrelijim
formama. Pritom, monocitna komponenta ne ispoljava diferencijacioni
potencijal. Populacija blasta ispoljava glavne imunofenotipske karakteristike
mijeloidnih progenitora (mijelo/monoblasti), uz prisustvo subpopulacija sa
ekspresijom kasnijih mijelomonocitnih leukocitnih molekula, Sto je u skladu sa
karakteristikama publikovanim u literaturi (Arber i sar., 2008a; Hoffman i sar.,

2009).
AML sa genskim mutacijama - AML sa NPM1mut

Entitet AML sa NPM1mut otkriven je sa ucestalos¢u od 15,7% u nasoj
grupi AML, i predstavlja najucestaliji entitet u grupi AML-RGP, $to je u skladu sa
literaturnim podacima (Arber i sar., 2008a). Ve¢inu nasih bolesnika karakteriSe
normalan kariotip (89%) i izrazito visoka incidenca mutacije NPM1 Tip A
(98%). Bar jedan tip mutacija u FLT3 genu detektovan je kod 59% naSih
bolesnika, uz vecu incidencu FLT3-ITD u poredenju sa FLT3-d835 (45% vs.
14%). Incidenca NPM1 i FLT3 mutacija u nasoj grupi AML sa NPMImu, u

saglasnosti je sa literaturnim podacima koji navode predominaciju NPM1 Tip A
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mutacije, kao i FLT3-ITD mutacije u ovom entitetu (Arber i sar., 2008a; Dohner i

sar., 2010; Ferrara i Schiffer, 2013).

U odnosu na demografsko-klinicke karakteristike na prezentaciji bolesti,
nase bolesnike karakteriSe relativno mlada starosna dob (Me 54 g.), kao i viSe
prosecne vrednosti Tr (88,6x107/1), Sto je takode objavljeno u literaturi (Arber i
sar.,, 2008a). Od ostalih karakteristika, posebno se izdvajaju visoke prosecne
vrednost Le (60,6x109/1), blasta u pk (52% Le) i ks (74% NC), kao i prisustvo
hepato/splenomegalija kod trecine bolesnika, Sto je u skladu sa navodima iz
literature (Arber i sar., 2008a). Ovu grupu naSih bolesnika karakteriSe i
posebno visoka prosecna vrednost serumske LDH (1936 U/I) na prezentaciji

bolesti.

Analiza imunofenotipski definisanih populacija ks bolesnika AML sa
NPM1mut pokazala je znacajno nizu prosecnu vrednost populacije CD34+ ¢elija
(8% NC) i granulocitnih prekursora (13% NC), kao i znac¢ajno veéu populaciju

monocitnih prekursora (29%) u odnosu na ve¢inu entiteta AML-RGP (p<0,01).

Imunofenotipski profil populacije blasta AML sa NPM1™u, (Tabela 74.),
ispoljava glavne imunofenotipske karakteristike mijelo/monoblasta, i u skladu
je sa opStim karakteristikama publikovanim u literaturi (Arber i sar., 2008a;
Falini i sar., 2011). Jedna od glavnih imunofenotipskih karakteristika ovog
entiteta je Cesto odsustvo ekspresije CD34, Sto je posledica sniZene ekspresije

gena koji kodira ovaj molekul (Falini i sar., 2011).

Tabela 74. AML sa NPM1™mut - Imunofenotipski profil populacije blasta

CD45+het/SSCmed  CD45RA*ow(3100) HLA-DR+het  CD34+heta795y  CD117+het
CD123+het CD135+het CD38+het CD62L+ow CD11a+het CD71+low CD33+high CD] 3+het
CD114+low cCD68*het cMPO+ow CD15*het(s705) CD64+highgog) CD4*med(gsos)
CD11c*het749)  CD11b*het(s490) CD36%het (4190) CD14+het (2090) CD163+het(go5)
CD35+het(37¢,)

CD56%het(2505) CD7+1oW(209,)

(CD2- CD19-CD22- cCD79a-)
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Molekul CD34 je eksprimiran kod 27% bolesnika u nasoj grupi i to na
relativno maloj subpopulaciji LC (14% pop.), pri ¢emu je on &esto
koeksprimiran sa molekulima CD7 (75% bol.) i HLA-DR (67% bol,). Literaturni
podaci ukazuju da imunofenotipski profil CD34*CD7*HLA-DR* u AML sa
NPM1mut definiSe podgrupu bolesnika sa posebno loSom prognozom u pogledu
kraceg trajanja KR i krateg prezivljavanja bolesnika, i to kao nezavistan

parametar od prisustva FLT3-ITD mutacije (Chen i sar., 2013).

Vec¢ina naSih bolesnika sa AML sa NPMI™ut, pokazuje zahvacenost
monocitne loze leukemijskim procesom, bilo izolovano (32%) bilo istovremeno
sa granulocitnom lozom (27%). Populacija monocitnih prekursora ks bolesnika
sa ovim entitetom je umnoZena (29% NC) i karakterie je $ift u levo ka
nezrelijim formama, gde populacija mijelo/monoblasta u proseku ¢ini treéinu
populacije, dok zreliji prekursori predominiraju - promonociti (50% pop.) i
monociti (20% pop.). Medutim, kod dela nasih bolesnika (39%), leukemijskim
procesom je zahvacena samo granulocitna loza. Ova grupa bolesnika pokazuje
takode heterogenost u pogledu imunofenotipskog profila, gde deo bolesnika
(47%) ispoljava profil veoma slican profilu hipergranularne varijante APL
(CD34'HLA-DR-CD117+*), dok ostali bolesnici ispoljavaju profil koji je registrovan
u monocitnoj varijanti AML sa NPM1mut (Arber i sar., 2008a). Visoka sli¢nost
izmedu imunofenotipskig profila APL i granulocitne podvarijante AML sa
NPM1mut je opisana u literaturi (Ferrari i sar, 2011), gde se kao specifi¢an

navodi profil CD34-HLA-DR-CD15-, Sto je videno i kod dela nasih bolesnika.

Nasi rezultati potvrduju da su u ovom entitetu leukemijskim procesom
primarno zahvacene monocitna odnosno monocitna i granulocitna loza (Arber i
sar., 2008a). Ovaj entitet karakteriSe izrazita heterogenost u pogledu celijskog
sastava, uz ocuvan diferencijacioni potencijal, gde leukemijsku populaciju kod
vecCine bolesnika sacinjavaju blasti i zreliji leukemijski prekursori (67%) ili

populacija blasta sa znacima diferencijacije (26%).

Mada zahvacenost monocitne ili granulocitne loze leukemijskim
procesom, uz prisustvo imunofenotipskog profila CD34-HLA-DR*CD117+
odnosno granulocitne loze uz prisustvo profila CD34-HLA*DR-CD117*, moZe
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predstavljati potencijalni indikator sa postavljanje diferencijalne dg AML sa
NPM1mut, imunofenotipska dg ima ogranicen prediktivni znacaj za postavljanje
finalne dg, s obzirom da navedeni imunofenotipski profili nisu visoko specifi¢ni
za ovaj entitet. U tom smislu, najveéi znacaj ima dokazivanje prisustva
citoplazmatske forme NPM proteina, koji je aberantno eksprimiran u citoplazmi
¢elija umesto u nukleusu kao posledica genske mutacije, a $to se pouzdano
dokazuje primenom imunohistohemijskog metoda na biopsiji ks (Arber i sar.,

2008a).

AML sa genskim mutacijama - AML sa CEBPA™ut

Entitet AML sa CEBPA™ut otkriven je sa ucestalo$¢u od 2,8% u nasoj grupi
AML. Prisustvo mutacije u CEBPA genu detektovano kod 13,3% testiranih
bolesnika nase grupe, Sto je u skladu sa literaturnim podacima koji govore o
incidenci od 6%-15% u de novo AML (Arber i sar., 2008a). Pritom su
homozigotna i heterozigotna mutacija CEBPA gena zastupljene u naSoj grupi sa
podjednakom ucestalo$¢u, a prirodni polimorfizam ovog gena je utvrden kod
10% naSih bolesnika. Ucestalost homozigotne mutacije je neSto ve¢a prema
navodima iz literature (~70% bolesnika sa CEBPA™wt) (Lin i sar., 2005;
Somervaille i Cleary, 2009), u poredenju sa nasim rezultatima, Sto moZe biti
posledica relativno male grupe testiranih bolesnika za prisustvo CEBPA

mutacije u naSem ispitivanju.

Svi nasi bolesnici su imali normalan Kkariotip, i samo jedan (12,5%) je
imao istovremeno i FLT3-ITD mutaciju. Incidenca normalog kariotipa i FLT3-
ITD mutacija u nasoj grupi AML sa CEBPA™, u saglasnosti je sa literaturnim
podacima koji navode ucestalost normalnog kariotipa kod 70% bolesnika i
nesSto viSu incidencu FLT3-ITD mutacije u ovom entitetu (22-33% slucajeva)

(Arber i sar., 2008a).

U odnosu na demografsko-klinicke karakteristike na prezentaciji bolesti,
nase bolesnike karakteriSe relativno mlada starosna dob (Me 58 g.), kao i vise
prosecne vrednosti Hb (107 g/dl), Sto je takode objavljeno u literaturi (Arber i

sar.,, 2008a). Od ostalih karakteristika, posebno se izdvajaju viSe prosecne
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vrednosti Le (49,6x109/1), blasta u pk (59% Le) i ks (66% NC), kao i prisustvo
hepato/splenomegalija kod cetvrtine bolesnika, $to je u skladu sa navodima iz
literature (Arber i sar., 2008a). Ovu grupu naSih bolesnika karakteriSe i niza

prosecna vrednost LDH u serumu (750 1U/1) na prezentaciji bolesti.

Analiza imunofenotipski definisanih populacija ks bolesnika AML sa
CEBPA™ut, pokazala je znacajno viSu prose¢nu vrednost populacije CD34+ ¢elija
(51% NC) i CD117+ ¢elija (60% NC), uz znaajno sniZenu populaciju
granulocitnih prekursora (20% NC) u odnosu na veéinu entiteta AML-RGP

(p<0,01).

Imunofenotipski profil populacije blasta AML sa CEBPA™t (Tabela 75.),
ispoljava glavne imunofenotipske karakteristike mijeloblasta, i u skladu je sa
opStim karakteristikama publikovanim u literaturi (Arber i sar., 2008a; Lin i
sar.,, 2005). Ovaj entitet karakteriSe ekspresija CD34 i HLA-DR molekula na
glavnini populacije blasta uz visoku incidencu ektopi¢ne ekspresije CD7
molekula (50%-73% slucajeva), dok je ekspresija CD56 i drugih limfoidnih
molekula veoma retka prema navodima iz literature (Arber i sar., 2008a; Lin i
sar., 2005). Takode su Cesto prisutni i ekspresija CD15 kao i odsustvo ekspresije

CD14 molekula.

Tabela 75. AML sa CEBPA™ut - Imunofenotipski profil populacije blasta

CD45+ow/SSClow  HLA-DR+high  CD34+high  CD117+high CD135+het (CD38+high
CD71+ow cCD68*het CD1la*het CD33+high CD13+med (CD114+ow cMPQ+high
cLizozim+ CD15*°%(g296) CD64+10W(5005) CD11c*owW(3795) CD35+het(5006)
CD7+low(ggu)

(CD11b- CD4- CD36- CD14- CD2- CD56- B-Ag-)

Populacija granulocitnih prekursora ks bolesnika sa AML sa CEBPA™ut,
relativno je sniZena, ali je karakteriSe visoka ucestalost atipicne granulacije
(67%) ili hipogranulacije (33%), Sift u levo ka nezrelijim formama (100%) i
blok u sazrevanju do neutrofila (100%). Osim toga, ovu populaciju kod svih

bolesnika karakteriSe i prisustvo maturacione asinhronije u ekspresiji bar
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jednog od ispitivanih hLDM i/ili aberantna ekspresija molekula: HLA-DR*
(100%), CD34* (80%), CD45*high (40%), cMPOP* (46%) i CD15*hetero (40%).
Ektopicna ekspresija molekula na populaciji granulocitnih prekursora
registrovana je kod 20% naSih bolesnika, i to samo ekspresija CD7 molekula. Svi
navedeni poremecaji u populaciji granulocitnih prekursora; impliciraju da je
populacija granulocitnih prekursora deo leukemijske populacije ¢elija, i da se
akumulira u ks kao posledica poremecenog diferencijacionog kapaciteta

leukemijskih blasta (Arber i sar., 2008a; Hoffman i sar., 2009).

Vecina naSih bolesnika sa AML sa CEBPA™, ima samo granulocitnu
(87%) ili samo monocitnu (12,5%) lozu zahvaéenu leukemijskim procesom.
Nasi rezultati potvrduju da je u ovom entitetu leukemijskim procesom primarno
zahvacena granulocitna loza, dok je rede i monocitna loza zahvacena (Arber i
sar., 2008a). Ovaj entitet karakteriSe izrazita heterogenost u pogledu celijskog
sastava, uz ocuvan diferencijacioni potencijal, gde leukemijsku populaciju kod
vecCine bolesnika sacinjavaju blasti i zreliji leukemijski prekursori (62%) ili

populacija blasta sa znacina diferencijacije (25%).

Mada zahvacenost granulocitne loze leukemijskim procesom, uz
prisustvo  imunofenotipskog  profila  CD34*HLA-DR*CD15*CD7*, mozZe
predstavljati potencijalni indikator sa diferencijalnu dg AML sa CEBPA™u,
imunofenotipska dg ima ograniCen prediktivni znacaj za postavljanje finalne dg
prema SZO Klasifikaciji, s obzirom da se navedeni imunofenotipski profil

ispoljava i u drugim tipovima AML.

Imunofenotipski profil populacije blasta AML-MDS

Imunofenotipska karakterizacija nase grupe bolesnika sa AML-MDS
predstavlja prema dostupnoj literaturi, originalne i malobrojne rezultate u ovoj
oblasti (Arber i sar., 2008b; Hoffman i sar., 2009). Tip AML-MDS otkriven je sa
ucestalo$¢u od 14,6% (n=41), u nasoj grupi bolesnika sa de novo AML, $to je niza
incidenca u poredenju sa literaturnim podacima (24%-35%) (Arber i sar.,,
2008b; Weinberg i sar., 2009). Citogenetske aberacije tipicne za AML-MDS imalo

je 93% bolesnika, pri ¢emu je kod preostalih bolesnika dg postavljena na osnovu
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prisustva specifi¢nih citomorfoloskih mijelodisplasti¢nih promena u ks (Arber i
sar., 2008b; Dohner i sar., 2010). Visoka ucestalost aberantnog kariotipa (95%),
kao i niska ucestalost mutacija FLT3-ITD gena (8%) u AML-MDS, izdvaja ovaj
tip u odnosu na AML-RGP i AML-NOS (p<0,01). Ucestalost mutacija NPM1 gena
je takode niska (12%) i povezana je sa prisustvom FLT3-ITD mutacija. Prema
literaturnim podacima, oba tipa FLT3 mutacija se mogu javiti u AML-MDS, pri
¢emu njihovo prisustvo nosi bitnu prognosticku informaciju (Arber i sar,

2008b; Weinberg i sar., 2009).

U odnosu na demografsko-klinicke karakteristike na prezentaciji bolesti,
nasi bolesnici su pokazali tipi¢ne karakteristike (Arber i sar., 2008b; Weinberg i
sar., 2009), starija Zivotna dob (Me 64 god.), viSa ucestalost bolesnika starijih od
60 god. (73%), niska medijana vrednosti Le (4,7x109/1), uz viSu ucestalost
bolesnika sa snizenim ili normalnim vrednostima Le (58%). Nase bolesnike
karakteriSe i znacajno niZa prosetna vrednost Hb (88 g/dl), i relativno niZa
prose¢na vrednost populacije blasta u ks (57% NC) u poredenju sa ostalim
glavnim tipovima AML (p<0,01). Osim toga, 37% bolesnika ima

hepato/spelenomegaliju na prezentaciji bolesti.

Analiza imunofenotipski definisanih populacija ks bolesnika ovog tipa
AML, pokazala je prisustvo znatne populacije CD34+/CD117+ éelija (43% NC), uz
relativno sniZzenu populaciju granulocitnih prekursora (24% NC) i blago

umnozenu populaciju monocitnih prekursora (17% NC).

Imunofenotipski profil populacije blasta AML-MDS (Tabela 76.), veoma
je heterogen i moZe varirati u zavisnosti od tipa citogenetskih aberacija (Arber i
sar., 2008b). U naSoj grupi bolesnika sa AML-MDS populacija blasta ispoljava
glavne imunofenotipske karakteristike mijeloblasta, uz visoku ucestalost
ektopiCne ekspresije bar jednog od limfoidnih molekula (68%), posebno CD56,
CD2iCD7, sto korelira sa publikovanim podacima (Arber i sar., 2008b).

Populaciju granulocitnih prekursora ks bolesnika sa AML-MDS
karakteriSe visoka ucestalost atipicne hipogranulacije (50%) ili atipi¢ne
granulacije (40%), Sift u levo ka nezrelijim formama (93%) i blok u sazrevanju

do neutrofila (100%). Osim toga, ovu populaciju kod svih bolesnika karakterise i
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prisustvo maturacione asinhronije u ekspresiji bar jednog od ispitivanih hLDM,
uz najvecu ucestalost aberantne ekspresije molekula: HLA-DR* (93%), CD34+

(86%), CD45+high (79%), cMPOP* (62%) i CD15+hetero (68%).

Tabela 76. AML-MDS - Imunofenotipski profil populacije blasta

CD45+het/SSClow CD45RA*oW(440) HLA-DR+het CD34+high CD117+high CD123+het
CD135+low CD38+het CD11at+het CD62L+het CD71+low CD33+het CD13+high CD114+low
cCD68*het  cMPO+hetg30,)  Lizozim*het7oop)  CD15*het299p)  CD35+het(3394)
CD11b+het(4605) CD4*1oW(5196) CD64+het(2805) CD 11 c*1oW(3904)

CD7+*1ow(3765) CD56%het(4496) CD22+10W(3204

(CD36- CD14- CD163- / CD2- CD19- cCD79a-)

Ektopicna ekspresija molekula na populaciji granulocitnih prekursora
javlja se sa ucestaloS¢u od 24%, pri Cemu je najces¢e eksprimiran molekuli
CD56 (24%). Svi navedeni poremecaji u populaciji granulocitnih prekursora,
impliciraju da je populacija granulocitnih prekursora deo leukemijske
populacije, i da se akumulira u ks kao posledica poremecéenog diferencijacionog
kapaciteta leukemijskih blasta (Arber i sar., 2008b; Ayar i sar., 2014).
Populacija monocitnih prekursora ks ispoljava skretanje ka nezrelijim

formama, ali uz o€uvan maturacioni potencijal.

Analiza opS$tih imunofenotipskih karakteristika AML-MDS, ukazuje da je
leukemijskim procesom najceS¢e zahvacena samo granulocitna loza (58%), a
rede granulocitna i monocitna loza (27%), ili izolovano samo monocitna loza
(15%). Ovaj tip AML ispoljava heterogenost u pogledu Celijskog sastava, uz
ocuvan diferencijacioni potencijal, gde leukemijsku populaciju ¢elija sac¢injavaju
blasti i zreliji leukemijski prekursori kod 56% bolesnika, dok je prisustvo blasta

za znacima diferencijacije prisutno kod 37% bolesnika.

U nasoj grupi bolesnika sa entitetom AML-MDS, imunofenotipska dg ima
delimican prediktivni znacaj za postavljanje finalne dg prema SZO Kklasifikaciji
(44% slucajeva), s obzirom da nije definisan imunofenotipski profil blasta

specifican za ovaj entitet, ali sa druge strane poremecaji u populaciji
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granulocitnih prekursora, posebno prisustvo hipogranulacije, blok u sazrevanju
do neutrofila i munofenotipske aberacije u ekspresiji hLDM, daju znacajan
doprinos diferencijalnoj dg ovog tipa AML (Arber i sar., 2008a; Ayar i sar.,,
2014).

Imunofenotipski profili populacije blasta suptipova AML-NOS.
Imunofenotipska karakterizacija nase grupe bolesnika sa AML-NOS predstavlja
prema dostupnoj literaturi, originalne i malobrojne rezultate u ovoj oblasti
(Arber i sar., 2008c). Bolesnici sa dg AML-NOS cine 48% (135/281) naSe grupe
bolesnika sa AML. Mi smo na osnovu imunofenotipskih karakteristika
populacije LC u tipu AML-NOS pokazali da je leukemijskim procesom najéesce
zahvacena samo granulocitna loza (46%) ili granulocitna i monocitna loza
istovremeno (26%), dok je izolovano monocitna loza zahvac¢ena leukemijskim
procesom kod cetvrtine bolesnika. Osim toga, u svim tipovima AML-NOS
leukemijska populacija je heterogena po sastavu i naj¢eS¢e se sastoji iz
populacije leukemijskih blasta i zrelijih leukemijskih prekursora (59%) ili samo
iz populacije blasta koji ispoljavaju diskretan stepen diferencijacije (27%), dok
je homogena populacija blasta bez znakova diferencijacije prisutna sa niZom

ucestalo$c¢u (14%) u nasoj grupi.

AML sa minimalnom diferencijacijom.U naSoj grupi odraslih bolesnika
sa de novo AML, suptip AML sa minimalnom diferencijacijom otkriven je sa
ucestalos$c¢u od 3,2% (n=9), Sto se uklapa u nisku ucestalost ovog suptipa prema

literaturnim podacima (3-5%) (Arber i sar., 2008c; Hoffman i sar., 2009).

U odnosu na demografsko-klinicke karakteristike na prezentaciji bolesti,
posebno se izdvaja viSa starosna dob (Me 62 god.), gde je viSe od polovine
bolesnika starije od 60 god., Sto je takode objavljeno u literaturi (Arber i sar.,
2008c). Bolesnike karakteriSe i niska prosecna vrednost Le (9x107/1), uz ¢estu
leukopeniju (78%), niZu prosecnu vrednost populacije blasta u pk (25% Le), i

niza prosecna vrednost serumske LDH (607 U/1).
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Normalan Kkariotip je utvrden kod dve tre¢ine nasih bolesnika, uz visu
ucestalost mutacija u FLT3 genu (43%), Sto je viSa ucestalost u odnosu na

literaturne podatke koji navode 16-22% (Arber i sar., 2008c).

Analiza imunofenotipski definisanih populacija ks bolesnika ovog
suptipa AML, pokazala je znacajno vi$e populacije CD34+ (57% NC) i CD117+
(54% NC) ¢elija (p<0,01), kao i znacajno veéu populaciju Li (16% NC) (p<0,05)
u poredenju sa ostalim suptipovima AML-NOS. Populacija granulocitnih
prekursora ks bolesnika ovog suptipa je veoma snizena (10% NC), $to je slucaj i

sa populacijom monocitnih prekursora (3% NC).

Imunofenotipski profil populacije blasta AML sa minimalnom
diferencijacijom (Tabela 77), ispoljava glavne imunofenotipske karakteristike
mijeloblasta, i u skladu je sa karakteristikama publikovanim u literaturi (Arber i
sar., 2008a; Hoffman i sar., 2009). Doprinos imunofenotipske dg finalnoj dg AML
sa minimalnom diferencijacijom je maksimalan, i to zbog pouzdane detekcije
mijeloidnog porekla blasta ovog suptipa, za razliku od citomorfoloske procene
koja nije pouzdana zbog odsustva specificnih citomorfoloSkih karakteristika
mijeloidne loze, kao i negativne POX reakcije (Arber i sar., 2008c; Hoffman i sar.,

2009; Bénéisar., 2011).

Tabela 77. AML sa minimalnom diferencijacijom -

Imunofenotipski profil populacije blasta

CD45+ow/SSClow  HLA-DR+high  CD34+high  CD117+het CD123+het (CD135+low
CD38*low CD11a*het CD62L*low CD71+low CD33*low CD13+het CD114+low cCD68How
cMPO*ow(3305) CD4*1oW(2205) CD56+het(2205) CD22+10W(5006) cCD79a*1oW (3394
(CD45RA- kasni mijelo/monocitni Ag- / CD2- CD7- CD19-)

U nasoj grupi, ektopi¢na ekspresija bar jednog od limfoidnih molekula,
javlja se kod 56% bolesnika, pri cemu su molekuli CD22 i cCD79a najucestaliji,
dok ekspresija CD7 i CD56 molekula nije registrovana. Kod svih bolesnika je
utvrdena koekspresija cCD79a i CD22 molekula. Nasi rezultati se razlikuju u

odnosu na literaturne podatke, u kojima se navodi ucestalija ekspresija CD7
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molekula (40%) i odsustvo ekspresije CD22 i cCD79a molekula (Arber i sar.,
2008c).

Analiza ops$tih imunofenotipskih karakteristika AML sa minimalnom
diferencijacijom, ukazuje da je leukemijskim procesom iskljuivo zahvacena
granulocitna loza. Ovaj suptip karakteriSe niZi stepen heterogenosti u pogledu
Celijskog sastava u odnosu na druge suptipove AML-NOS, poSto je homogena
populacije blasta prisutna kod 56% bolesnika, dok je prisustvo diskretnih

znakova diferencijacije utvrdeno kod 44% bolesnika.
AML bez sazrevanja

U nasoj grupi bolesnika sa de novo AML, suptip AML sa minimalnom
diferencijacijom otkriven je sa ucestalos¢u od 5,3% (n=15), Sto se uklapa u
nisku ucestalost ovog suptipa prema literaturnim podacima (5-10%) (Arber i

sar., 2008c).

U odnosu na demografsko-klinicke karakteristike na prezentaciji bolesti,
posebno se izdvaja mlada starosna dob (Me 56 god.), gde je dve trecine
bolesnika mlade od 60 god., Sto se navodi i u literaturi (Arber i sar., 2008c).
Bolesnike karakteriSe i niZa prosecna vrednost Le (26,6x107/1), visoka prosecna
vrednost populacije blasta u ks (80% NC), kao i visoka prose¢na vrednost

serumske LDH (1985 U/1).

Normalan Kkariotip je utvrden kod 73% naSih bolesnika, uz nisku
ucestalost FLT3-ITD mutacija (10%), Sto se navodi i u literaturi (Hoffman i sar.,

2009).

Analiza imunofenotipski definisanih populacija ks bolesnika ovog
suptipa AML, pokazala je znacajno vece populacije CD34+ (61% NC) i CD117+
(76% NC) ¢elija (p<0,01), uz veoma sniZene populacije granulocitnih (8% NC) i
monocitnih prekursora (3% NC) (p<0,01), u poredenju sa veéinom suptipova

AML-NOS.

Imunofenotipski profil populacije blasta AML bez sazrevanja (Tabela

78.), ispoljava glavne imunofenotipske karakteristike mijeloblasta, i u skladu je
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sa karakteristikama publikovanim u literaturi (Arber i sar., 2008a). Doprinos

imunofenotipske dg finalnoj dg AML bez sazrevanja je maksimalan.

Ektopicna ekspresija bar jednog od limfoidnih molekula javlja se kod
27% bolesnika ovog suptipa, pri cemu su molekuli CD7 i CD56 najucestaliji, dok
ekspresija molekula B-loze nije registrovana. Uclestalost ekspresije CD7
molekula je niZza u poredenju sa literaturnim podacima (~30%), dok se
ekspresija CD56 molekula uklapa u literaturne podatke (10-20%) (Arberi sar.,,
2008c).

Tabela 78. AML bez sazrevanja -

Imunofenotipski profil populacije blasta

CD45+med /SSClow CD45RA+het HLA-DR*hish (CD34+high CD117+high CD123+low
CD135+ow CD38+het CD11a*low CD71+*owW(7395) CD33+low CD13+high CD114+med(5005)
cMPO+*ow cCD68+ow CD4+low (209 CD11c*oW(4305) CD56%het(1305) CD7+10W(1304)
(kasni mijelo/monocitni Ag- CD2- B-Ag-)

Analiza opstih imunofenotipskih karakteristika AML bez sazrevanja,
ukazuje da je leukemijskim procesom isklju¢ivo zahvacena granulocitna loza.
Ovaj suptip karakteriSe visi stepen heterogenosti u pogledu celijskog sastava,
poSto je prisustvo diskretnih znakova diferencijacije utvrdeno kod 53%
bolesnika, dok je prisustvo homogene populacije blasta utvrdeno kod 40%

bolesnika.

AML sa sazrevanjem

U naSoj grupi odraslih bolesnika sa de novo AML, suptip AML sa
sazrevanjem otkriven je sa u€estalos¢u od 13,2% (n=37), Sto predstavlja visoku
ucestalost medu suptipovima AML-NOS, i $to se prema literaturnim podacima,
uklapa u ucestalost ovog suptipa u celoj grupi AML (~10%) (Arber i sar.,
2008c). Hoffman i sar., 2009

U odnosu na demografsko-klinicke karakteristike na prezentaciji bolesti,

bolesnike karakteriSe relativno mlada starosna dob (Me 57 god.), gde je 54%
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bolesnika mlade od 60 god., Sto je u skladu sa literaturnim podacima (Arber i
sar.,, 2008c). Od ostalih karakteristika, posebno se izdvajaju niZa prosecna
vrednost Le (27,3x10°/1, Me 6,2x107/1,) kao i niZa prosec¢na vrednost populacije
blasta u pk (34% Le) i ks (55% NC), u poredenju sa veéinom suptipova AML-
NOS (p<0,05).

Normalan kariotip je utvrden kod 70% naSih bolesnika, Sto se navodi u

literaturi (Hoffman i sar., 2009), uz nisku ucestalost FLT3-ITD mutacija (12%).

Analiza imunofenotipski definisanih populacija ks bolesnika ovog
suptipa AML, pokazala je znacajno veée populacije CD34+ (34% NC) i CD117+
(38% NC) ¢elija, u poredenju sa ve¢inom ostalih suptipova AML-NOS (p<0,01).

Imunofenotipski profil populacije blasta AML sa sazrevanjem (Tabela
79.), ispoljava glavne imunofenotipske karakteristike mijeloblasta, i u skladu je
sa karakteristikama publikovanim u literaturi (Arber i sar., 2008a; Hoffman i
sar., 2009). Ektopic¢na ekspresija bar jednog od limfoidnih leukocitnih molekula
registrovana je sa ucestalo$¢u od 46%, pri Cemu je pojedinacna ekspresija niska.
Prema literaturnim podacima, ekspresija CD7 je najucestalija (~30%) u ovom
suptipu, dok je ekspresija CD19 i CD56 molekula u opsegu 10-20% (Arber i sar.,
2008a).

Tabela 79. AML sa sazrevanjem -

Imunofenotipski profil populacije blasta

CD45+het/SSClow CD45RA*1ow(3g9;) HLA-DR*high CD34+high CD117+high CD123+het
CD135+ow (CD38+ow CD11a*het CD62L+het CD71+low CD33+het CD13+het CD114+low
cCD68*low cMPO*het CD4+low(39094) CD15%het 2205y CD11cHoW(220)

CD19*1owW(1995) CD56%*het(1496) CD7+10W(1904)

(kasni mijelo/monocitni Ag- CD2- CD22- cCD79a-)

Populacija granulocitnih prekursora ks bolesnika suptipa AML sa
sazrevanjem, ¢ini u proseku 34% NC, i karakterise je visoka ucestalost atipi¢ne
granulacije (77%), skretanje u levo ka nezrelijim formama (97%) i blok u

sazrevanju do neutrofila (72%). Osim toga, ovu populaciju kod svih bolesnika
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karakteriSe i prisustvo maturacione asinhronije u ekspresiji bar jednog od
ispitivanih hLDM, uz najvecu ucestalost aberantne ekspresije molekula: HLA-
DR* (65%), CD34+ (48%), CD45+high (59%), cMPOP* (61%) i CD15+hetero (489%).
Ektopicna ekspresija molekula na populaciji granulocitnih prekursora
registrovana je kod petine naSih bolesnika, pri ¢emu su najceS¢e eksprimirani
molekuli CD56 (7%) ili CD7 (7%). Svi navedeni poremecaji u populaciji
granulocitnih prekursora, ukazuju da je populacija granulocitnih prekursora
deo leukemijske populacije celija, i da se akumulira u ks kao posledica
poremecenog diferencijacionog kapaciteta leukemijskih blasta (Arber i sar,

2008a).

Analiza opstih imunofenotipskih karakteristika AML sa sazrevanjem,
ukazuje da je leukemijskim procesom najceS¢e zahvadena samo granulocitna
loza (92%), dok se kod malog broja nasih bolesnika, uz granulocitnu lozu javlja i
umnozena eritrocitna loza (5%). Ovaj entitet karakteriSe izrazita heterogenost u
pogledu celijskog sastava i o¢uvan diferencijacioni potencijal, gde leukemijsku
populaciju ¢elija sacinjavaju blasti i zreliji leukemijski prekursori kod 78%
bolesnika, odnosno blasti sa diskretnim znacima diferencijacije kod 8%

bolesnika.

U naSoj grupi bolesnika sa entitetom AML sa sazrevanjem,
imunofenotipska dg ima relativno visok prediktivni znaaj za postavljanje
finalne dg prema SZO (84% bolesnika). I ako nije definisan visoko specifican
imunofenotipski profil blasta u ovom suptipu, poremecaji u populaciji
granulocitnih prekursora, posebno prisustvo atipi¢ne granulacije, blok u
sazrevanju do neutrofila i imunofenotipske aberacije u ekspresiji hLDM, daju

znacajan doprinos u diferencijalnoj dg ovog suptipa AML (Arber i sar., 2008c).

Akutna mijelomonocitna leukemija

U naSoj grupi odraslih bolesnika sa de novo AML, suptip Akutna
mijelomonocitna leukemija otkriven je sa ucestaloS¢u od 13,5% (n=38).

Incidenca ovog entiteta u nasoj grupi AML, najviSa je u poredenju sa ostalim
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suptipovima AML-NOS, i u skladu sa literaturnim podacima, gde je incidenca u

celoj grupi AML procenjena na 5-10% adultnih AML (Arber i sar., 2008c).

U odnosu na demografsko-klinicke karakteristike na prezentaciji bolesti,
naSe bolesnike karakteriSe veca ucestalost Zena (55%), relativnho mlada
starosna dob (Me 58 g.), kao i visoka prosecna vrednost Le (47,2x10°%/1) i
populacije blasta u ks (64% NC). Kod dela bolesnika su prisutne limfadenopatija
(21%) i/ili hepato/splenomegalija (28%). Prema navodima iz literature, ovaj
suptip AML cesto karakteriSe prisustvo ekstramedularne bolesti (Hoffman i sar.,

2009).

Normalan kariotip je utvrden kod 63% naSih bolesnika, Sto se navodi u

literaturi (Hoffman i sar., 2009), uz niZu ucestalost mutacija u FLT3 genu (24%).

Analiza imunofenotipski definisanih populacija ks bolesnika ovog
suptipa AML, pokazala je zna¢ajno manju populaciju CD34+ ¢elija (25% NC),
CD117+ éelija (29% NC), uz znacajno vecéu populaciju granulocitnih (26% NC) i
monocitnih prekursora (28% NC) u odnosu na veéinu entiteta AML-RGP

(p<0,01).

Imunofenotipski profil populacije blasta Akutne mijelomonocitne
leukemije, (Tabela 80.), ispoljava glavne imunofenotipske karakteristike
mijelo/monoblasta, i u skladu je sa karakteristikama publikovanim u literaturi

(Arber i sar., 2008c; Hoffman i sar., 2009).

Tabela 80. Akutna mijelomonocitna leukemija -

Imunofenotipski profil populacije blasta

CD45+het/SSCmed  HLLA-DR*high CD34+het(719,) CD117+het CD123+het CD135+het
CD38+het CD11a*het CD71*low CD62L*het(7905) CD33+het CD13+het  CD114+low
cCD68+het cMPQ+het CD15+het(g094) cLizozim*het CD64+het(7400) CD4+low CD11chet
CD11b*het(7705) CD36%het(5805) CD14+het(3400) CD163*10W(2796) CD35+het4604)
CD56+het (260 CD7+oW(1696) CD22+0W(1905) ( CD2- CD19- cCD79a-)

243



DISKUSIJA

Ektopicna ekspresija bar jednog od limfoidnih molekula je utvrdena sa
visokom ucestalo$¢u od 63%, pri ¢emu je ekspresija CD56 (26%) ucestalija u
odnosu na CD7 (16%) molekul, iako se u literaturi navodi veca ucestalost CD7

molekula (~30%) (Arber i sar., 2008c).

Populacija granulocitnih prekursora ks bolesnika suptipa Akutna
mijelomonocitna leukemija, ¢ini u proseku ¢etvrtinu NC, i karakterise je visoka
ucestalost atipicne granulacije (79%), skretanje u levo ka nezrelijim formama
(97%) i blok u sazrevanju do neutrofila (59%). Osim toga, ovu populaciju
karakteriSe i prisustvo maturacione asinhronije u ekspresiji bar jednog od
ispitivanih hLDM (97%), uz najvecu ucestalost aberantne ekspresije molekula:
HLA-DR* (76%), CD45+high (67%), cMPOP* (38%) i CD34+ (30%). Ektopicna
ekspresija limfoidnih molekula na populaciji granulocitnih prekursora,
registrovana je sa niskom ucestalo$¢u od 12% u nasoj grupi AML, pri ¢emu je
najcesSce eksprimiran molekul CD56 (6%). Istovremeno, populacija monocitnih
prekursora ks bolesnika ovog suptipa je umnoZena (28% NC) i karakterise je
skretanje u levo ka nezrelijim formama, gde populacija mijelo/monoblasta ¢ini
subpopulaciju (44% pop.), dok su promonociti (32% pop.) i monociti (26%

pop.) zajedno Cine vecu populaciju.

Svi navedeni poremecaji u populaciji granulocitnih i monocitnih
prekursora, ukazuju da su obe populacije prekursora deo leukemijske
populacije celija, i da se akumuliraju u ks kao posledica poremecenog

diferencijacionog kapaciteta leukemijskih blasta (Arber i sar., 2008c).

Nasi rezultati potvrduju da su u ovom entitetu kod vecine bolesnika,
leukemijskim procesom zahvacene granulocitna i monocitna loza (82%) (Arber
i sar., 2008c; Hoffman i sar., 2009). Ovaj suptip karakteriSe izrazita heterogenost
u pogledu celijskog sastava i oCuvan diferencijacioni potencijal, gde leukemijsku
populaciju uglavnom sacinjavaju blasti i zreliji leukemijski prekursori (79%) ili

populacija mijelo/monoblasta sa znacima diferencijacije (18%).

U naSoj grupi bolesnika sa suptipom Akutna mijelomonocitna leukemija,
imunofenotipska dg ima visok prediktivni znacaj za postavljanje finalne dg

prema SZO Klasifikaciji (92%). U tom smislu, prisustvo populacije
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mijelo/monoblasta i istovremena zahvacenost prekursora monocitne i
granulocitne loze leukemijskim procesom ima presudnu ulogu (Arber i sar,

2008a; Hoffman i sar., 2009).

Akutna monoblastna leukemija i Akutna monocitna leukemija

U naSoj grupi odraslih bolesnika sa de novo AML, incidenca suptipova
akutna monoblastna leukemija (5,3%, n=15) i akutna monocitna leukemija
(6,8%, n=19) relativno je niska, Sto je u skladu sa incidencama ovih suptipova

navedenim u literaturi (<5% za svaki suptip) (Arber i sar., 2008c).

U odnosu na demografsko-klinicke karakteristike na prezentaciji bolesti,
akutnu monoblastnu leukemiju karakteriSe viSa starosna dob (Me 58 god.), nizZe
prosecne vednosti Le (37,2x10%/1) i serumske LDH (724 U/l), odsustvo
limfadenopatije i niska ucCestalost hepatosplenomegalije (17%). Sa druge strane,
akutnu monocitnu leukemiju karakteriSe niza starosna dob (Me 51 god.),
izrazito visoka prosecna vednost Le (104,4x10°/1), visa prosetna vrednost
serumske LDH (1499 U/1), prisustvo limfadenopatije (25%) i visoka ucestalost
hepatosplenomegalije (50%), u odnosu na akutnu monoblastnu leukemiju
(p<0,05). Nasi rezultati su pokazali prisustvo znacajnih razlika izmedu ova dva
sutpipa u pogledu klini¢kih karakteristika na prezentaciji, koji govore u prilog

.....

smo potvrdili literaturne podatke (Arber i sar., 2008c; Hoffman i sar., 2009).

Aberantan kariotip je ucestaliji u akutnoj monoblastnoj leukemiji u
odnosu na Akutnu monocitnu leukemiju (47% vs. 32%, p>0,05), Sto se navodi i
u literaturi (Hoffman i sar., 2009). Istovremeno, oba suptipa karakteriSe visoka
ucestalost mutacija FLT3 gena, posebno u slucaju akutne monocitne leukemije
(50%).

Analiza imunofenotipski definisanih populacija ¢elija ks je pokazala da
bolesnici sa Akutnom monoblastnom leukemijom imaju znacajno vecu
populaciju CD34+ ¢elija (58% NC) i CD117+ ¢elija (46% NC), odnosno manju
populaciju monocitnih prekursora (9% NC) u poredenju sa Akutnom

monocitnom leukemijom, koju karakteriSe izrazito niska subpopulacija CD34+
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¢elija (7% NC) i CD117+ ¢elija (14% NC), uz predominantnu populaciju
monocitnih prekursora (70% NC) (p=0,000). Osim toga, populacija
granulocitnih prekursora ks je veoma sniZena u sluCaju oba subtipa AML
(<16% NC). Rezultati naseg ispitivanja su u skladu sa rezultatima rada Matarraz
i sar., 2015, gde je takode pokazano da su populacije CD34+ i CD117+ LC znatno
veCe u ks bolesnika sa akutnom monoblastnom leukemijom u poredenju sa

akutnom monocitnom leukemijom.

Imunofenotipski profil populacije blasta akutne monoblastne
leukemije, (Tabela 79.), ispoljava glavne imunofenotipske karakteristike
monoblasta, i u skladu je sa karakteristikama publikovanim u literaturi (Arber i
sar., 2008c; Hoffman i sar., 2009). Imunofenotipski profil populacije LC akutne
monocitne leukemije, (Tabela 81.), ispoljava glavne imunofenotipske
karakteristike monocitnih prekursora promonocita, i takode je u skladu sa
karakteristikama publikovanim u literaturi (Arber i sar., 2008c; Hoffman i sar.,,

2009).

Ektopicna ekspresija bar jednog od limfoidnih molekula utvrdena je sa
visokom ucestalo$¢u od 73% u akutnoj monoblastnoj leukemiji, gde su osim
CD56 eksprimirani CD7 i CD22 molekuli. Akutnu monocitnu leukemiju posebno
karakteriSe ektopi¢na ekspresija CD56 molekula (74%). Prema literaturnim
podacima, ekspresija CD7 i/ili CD56 molekula se javlja kod 25-40% bolesnika
nezavisno od suptipa (Arber i sar., 2008c). Medutim, u radu Matarraz i sar.,
2015, objavljena je podjednako visoka ucestalost ekspresije CD56 molekula u
akutnoj monocitnoj (70%) i akutnoj monoblastnoj leukemiji (80%), Sto nije u
skladu sa naSim rezultatima koji se odnose na akutnu monoblastnu leukemiju,
posto je u nasoj grupi ucestalost ekspresije CD56 znatno niza (27%). Pomenute
razlike mogu biti posledica relativno malih brupa bolesnika koji su ukljuceni u
ispitivanje, kako u pomenutom radu (<10 bolesnika u svakoj grupi), tako i u

nasSem ispitivanju.

Nasi rezultati potvrduju da je i u akutnoj monoblastnoj (87%) i u Akutnoj
monocitnoj leukemiji (90%) leukemijskim procesom primarno zahvacena

monocitna loza, kao i da se radi o leukemijama sa heterogenim Ccelijskim
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sastavom, $to je u skladu sa literaturnim podacima (Arber i sar., 2008c; Hoffman

isar,, 2009; Matarraz i sar., 2015).

Tabela 81. Imunofenotipski profil populacije blasta

akutne monoblastne/monocitne leukemije

Akutna monoblastna leukemija

CD45+het/SSClow HLA-DR*het CD34+high(7195) CD117+het CD123+het CD135+low
CD38+het  CD11lathet CD71+low CD62L*het CD33+het CD13+het CD114+0w(750)
cCD68+het cMPO*ow(3604) cLizozim*het(g795) CD4+low CD11b*low(795) CD11c*owW(600)
CD64+het(1405) CD36%het(2000) CD35+het(400) CD163+het CD56*het(270) CD7*0W(2704)
CD22+1ow (4004

(CD15-CD14- / CD2-CD19- cCD79a-)

AKkutna monocitna leukemija

CD45+high /SSCmed HLLA-DR+het CD34+het(3105) CD117+het(s305) CD123+het CD135+het
CD38+med CD11athigh CD71+low CD62L+het(3305 CD33+high CD13+het CD114+10wW(4005)
cCD68+high cMPO*het(sgys) cLizozim*high CD15+het CD4+het CD11b+het CD11crhet
CD64+high CD36+het CD35+het CD14+het(sgy,) CD163*0W(2700) CD56*het(7a04)
(CD2- CD7- B-Ag-)

Akutna monoblastna leukemija je manje heterogena u odnosu na celijski
sastav, i pretezno je ¢ini populacija monoblasta sa znacima diferencijacije (73%
pop.). Sa druge strane, akutna monocitna leukemija je veoma heterogena u
odnosu na celijski sastav, i tipi¢no je c¢ini relativno mala subpopulacija
monoblasta (13% pop.), i znatno veée populacije promonocita (56% pop.) i

monocita (31% pop.).

U naSoj grupi bolesnika sa akutnom monoblastnom/monocitnom
leukemijom, imunofenotipska dg ima visok prediktivni znacaj za postavljanje
finalne dg prema SZO klasifikaciji (akutna monocitna leukemija, 95% vs. akutna

monoblastna leukemija, 87%), gde prisustvo populacije monoblasta i zrelijih
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prekursora monocitne loze, identifikovanih i kvantifikovanih na osnovu
specificnih imunofenotipskih profila, ima presudnu ulogu u tom smislu (Arber i

sar., 2008c; Béné i sar., 2011; Matarraz i sar., 2015).

Akutna bazofilna leukemija. U naSoj grupi bolesnika sa de novo AML,
suptip Akutna bazofilna leukemija otkriven je sa ucestalos¢u od 0,4%. Incidenca
ovog entiteta u naSoj grupi AML je niska i u skladu sa literaturnim podacima,
gde je incidenca procenjena na <1% adultnih AML (Arber i sar., 2008c). S
obzirom da se radi samo o dva bolesnika, nije bilo moguce definisati opSti
imunofenotip ovog entiteta. Oba nasa bolesnika sa ovim suptipom AML su stariji
muskarci, sa medijanom starosti od 67 god. Od klinickih karakteristika, izdvaja
se prisustvo pancitopenije (Le 2,4x107/1) i visoka vrednost populacije blasta u
ks (76% NC). Kod oba bolesnika je izrazito sniZena populacija granulocitnih (4%
NC) i monocitnih prekursora (2% NC) ks, uz predominaciju populacije CD34+

¢elija (65% NC).

Populacija blasta kod nasih bolesnika ispoljava glavne imunofenotipske
karakteristike mijeloblasta sa karakteristikama rane bazofilne diferencijacije
(CD123*med CD135+ow CD22+het CD25+ cMPOreg cLizozim"eg), Sto je u skladu sa
karakteristikama publikovanim u literaturi (Lichtman i Segel, 2005; Arber i sar.,
2008a; Hoffman i sar., 2009). Molekul CD22 je kod naSih bolesnika eksprimiran
na veéini éelija leukemijske populacije (59% odnosno 95% LC), $to je specifi¢na
karakteristika akutne bazofilne leukemije, za razliku od drugih
tipova/suptipova nasSe grupe AML, gde je ekspresija CD22 molekula, utvrdena

samo na relativno maloj subpopulaciji éelija, koja u proseku iznosi 10-30% LC.

Imunofenotipska dg ima visok prediktivni znacaj za postavljanje finalne
dg Akutne bazofilne leukemije, s obzirom da omogucava preciznu diferencijalnu
dg u odnosu na AML sa minimalnom diferencijacijom i akutnu monoblastnu

leukemiju (Arber i sar., 2008c).

Ispitivanje MRB u AML primenom imunofenotipizacije i MPC

Kvantifikacija MRB u AML pruza znacajnu prognosticku informaciju o

bolesnicima koji su leceni hemioterapijom, pri cemu se kao metode izbora za
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procenu MRB koriste molekularno-genetske metode, kod bolesnika kod kojih
postoje specificni molekularni markeri za praéenje, odnosno MPC kojom se
prate populacije LC sa kombinacijama IFSL (Vidriales i sar., 2003; Kern i sar.,
2005; Al-Mawali i sar., 2009b; Hokland i sar., 2012; Coustan-Smith i Campana,
2013; Terwijn i sar., 2013).

Jedan od glavnih ciljeva postavljenih u ovoj disertaciji odnosio se na
optimizaciju metodologije ¢etvorokolorne imunofenotipizacije i MPC u pracenju
MRB kod bolesnika sa AML leCenih indukcionom/konsolidacionom
hemioterapijom. Postupak optimizacije ove metodologije sproveli smo na grupi
od 26 bolesnika sa AML u citomorfoloskoj KR. Nase ispitivanje smo bazirali na
konceptu Kkoji je uklju¢ivao definisanja populacija LC sa IFSL na dg za svakog od
ispitivanih bolesnika, i njihovom pracenju i kvantifikaciji posle lecenja
hemioterapijom, Sto predstavlja standardni pristup prema literaturnim
podacima (Béné MC i Kaeda, 2009; Al-Mawali i sar., 2009a,b; Hokland i sar.,
2012; Coustan-Smith i Campana, 2013). U tom smislu primarni cilj optimizacije
metodologije bio je da definiSemo kombinacije IFSL u nasoj grupi AML bolesnika
na dg, i da selekcioniSemo najsenzitivnije medu njima za predikciju relapsa

bolesti.

U naSem ispitivanju, ukupno je formulisana 41 Cetvorokolorna
kombinacija IFSL, pri ¢emu su po dve kombinacije IFSL definisane kod 58%
bolesnika, dok je po jedna kombinacija IFSL bila definisana kod 42% bolesnika.
Najveci broj IFSL kombinacija u nasoj grupi bolesnika je sadrzavao CD34 i/ili
CD117 molekule, koji predstavljaju osnovne molekule u detekciji MRB u AML
(Olaru i sar., 2008; Al-Mawali i sar, 2009b; Buccisano i sar., , 2012). Najcesce
kombinacije IFSL (46%) sastojale su se od molekula CD34 i/ili CD117 i
ektopicno eksprimiranih molekula limfoidne loze (CD7, CD56, CD19, CD22),
odnosno molekula CD34 i/ili CD117 i asinhrono eksprimiranih kasnijih
diferencijacionih molekula mijeloidne loze CD64 i/ili CD15 (27%). Kod manjeg
broja bolesnika (17%), kombinacije IFSL bile su bazirane na aberantnim
obrascima ekspresije molekula CD34/CD117/HLA-DR.. Mogu¢nost definisanja

bar jedne kombinacije IFSL kod svakog naSeg bolesnika sa AML, kao i ucestalost
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razlic¢itih tipova kombinacija IFSL u naSoj grupi AML odgovara, ucestalosti
slicnih kombinacija koje se navode u literaturi (Vidriales i sar., 2003; Olaru i sar.,

2008; Al-Mawali i sar., 2009a,b; Béné MC i Kaeda, 2009).

[spitivanje povezanosti prisustva MRB u ks i/ili pk bolesnika i razvoja
relapsa bolesti, pokazalo je da je medu 11 bolesnika koji su razvili relaps bolesti,
kod njih 9 (82%) bio potvrden MRBPoz status metodologijom MPC, dok su dva
(18%) bolesnika bila MRBreg posle indukcione i konsolidacione terapije. Pri
tome su kod jednog od ovih bolesnika za procenu MRB primenjivane
kombinacije CD34*CD19+CD64+*ew/ CD117+CD19+*CD64+°w, dok je kod drugog
primenjivana kombinacija CD117+*CD34-HLA-DR-. Nesenzitivnhost pojedinih
kombinacija IFSL za procenu MRB i predikciju relapsa bolesti objasnjava se
njihovom nestabilno$¢u tj. eliminacijom subpopulacija LC koje eksprimiraju
IFSL pod dejstvom hemioterapije, ili pojavom novih subpopulacija LC koje
eksprimiraju drugacije IFSL u odnosu na dg (Vidriales i sar, 2003; Parkin i sar,
2013; Zeijlemaker i sar, 2014). U literaturi se navodi da 76% kombinacija IFSL
definisanih na dg ostaje stabilno tokom trajanja i lecenja bolesti, dok 24% gubi
senzitivnost u pra¢enju MRB (Voskova i sar., 2004), $to je sli¢cno i u slu¢aju nase

grupe bolesnika sa AML.

Na senzitivnost detekcije MRB primenom metodologije IMPC, osim broja
definisanih IFSL na dg bolesti i njihove specifi¢nosti kao kombinacije, u velikoj
meri utiCe i broj analiziranih ¢elija uzoraka od interesa za prisustvo MRB
(Hokland i sar., 2012; Coustan-Smith i Campana, 2013). Naime, analizom veceg
broja cCelija po svakom uzorku za prisustvo ispitivane kombinacije IFSL,
znacajno se povecava mogucénost za detekciju retkih leukemijskih celija. U
nasem ispitivanju, mi smo raspolagali kvalitetnim i celularnim uzorcima, pri
¢emu smo u pk u proseku analizirali 229707 ¢elija po alikvotu uzorka, a u ks u
proseku 251005 celija po alikvotu uzorka. Prilikom analize populacija ¢elija koje
eksprimiraju kombinacije IFSL, u pk bolesnika u proseku je prikupljano 257
Celija sa specificnim karakteristikama, dok je u ks bolesnika u proseku
prikupljano 1045 Ccelija sa specificnim karakteristikama. NaSa metodologija

Cetvorokolorne imunofenotipizacije primenom MPC, omogucila nam je detekciju
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rezidualne populacije L na nivou senzitivnosti od 0,01% NC uzorka, odnosno 1
leukemijske celije na 10000 analiziranih ¢elija uzorka (10-4). Po svakoj
testiranoj kombinaciji IFSL, prikupljali smo bar 50 Ccelija sa specificnom
kombinacijom molekula. Dovoljna celularnost uzoraka bolesnika koje smo
ispitivali omogucila nam je da analiziramo dovoljno velike populacije celija za
prisustvo rezidualnih leukemijskih celija, i da time zadovoljimo kriterijume
senzitivnosti naSe metodologije prema literaturnim preporukama (Craig i sar.,

2008; Béné i Kaeda, 2009; Hokland i sar., 2012; Paietta, 2012; Jaso i sar., 2014).

Kod svih bolesnika kod kojih smo ispitivali prisustvo MRB, istovremeno
sa pracenjem kombinacija IFSL, pratili smo i kvantifikovali populaciju ¢elija sa
imunofenotipskim karakteristikama mijeloidnih progenitora u ks/pk
(CD34+CD117+*HLA-DR*CD45"v/SSCl*¥), u Kkojoj se mnalazi i populacija
leukemijskih mijeloidnih progenitora (Roboz, 2009; Rosen, 2009; Buccisano i
sar, , 2012). Ve¢i deo naSih bolesnika (58%) je na dg imao
populaciju/subpopulaciju LC sa karakteristikama mijeloidnih progenitora. Cilj
pracenja ove populacije je bio da procenimo da li se deSavaju promene u velicini
populacije mijeloidnih progenitora ks/pk, posle primene indukcione i
konsolidacione terapije, i da li se takve promene mogu upotrebiti za predikciju
relapsa bolesti, posebno kod onih bolesnika koji su imali kombinacije IFSL,
bazirane na promenama u ekspresiji molekula koji definiSu imunofenotip

mijeloidnih progenitora.

Posle leCenja indukcionom hemioterapijom, poveéan pul mijeloidnih
progenitora u ks (21,11% NC), utvrden je kod 27% bolesnika, dok je
istovremena analiza pk pokazala povecanje iste populacije (20,06% Le), kod
35% naSih bolesnika. Medutim, prosetne vrednosti populacija mijeloidnih
progenitora u ks i pk u grupi MRBreg¢ i MRBroz bolesnika nisu se medusobno

znacajno razlikovale.

Posle lecenja konsolidacionom hemioterapijom, povecan pul mijeloidnih
progenitora u ks (21,11% NC), utvrden je kod 17%, a u pk (20,06% Le) kod
11% bolesnika. Prosec¢ne vrednosti populacija mijeloidnih progenitora u pk

MRBPoz bolesnika bile su znacajno vece u odnosu na iste vrednosti u grupi
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MRBreg bolesnika (0,12% vs. 0,01%, p=0,029), dok u ks postojece razlike nisu

potvrdene kao znacajne.

Nasi rezultati ispitivanja promena u pulu mijeloidnih progenitora ks/pk
bolesnika posle le¢enja hemioterapoijom, pokazali su da povecanje ukupnog
pula mijeloidnih progenitora nije uvek specifi¢an indikator prisustva LC, ve¢ da
to povecanje moZe biti posledica regenerativnog procesa u odeljku zdrave
hematopoeze ks posle citoreduktivnog efekta hemioterapije. Mi smo pokazali da
viSestruko povecanje cirkuliSu¢eg pula mijeloidnih progenitora u pk bolesnika
sa AML posle primene konsolidacione terapije, moZe predstavljati specifican

indikator prisustva MRB kod bolesnika.

Prisustvo MRB u ks posle lecenja indukcionom hemioterapijom (praceno
je 26 bol.), utvrdeno je kod 69% nasih bolesnika, dok je paralelna analiza pk
pokazala prisustvo MRB kod 19% bolesnika. Posle lecenja konsolidacionom
hemioterapijom (praceno je 18 bol.), prisustvo MRB u ks, je utvrdeno kod 50%
bolesnika, dok je istovremena analiza pk pokazala prisustvo MRB kod 6%
bolesnika.. Posle primene konsolidacine hemioterapije, 50% bolesnika je ostalo
MRBPrz, dok je relativno manji broj bolesnika (11%) promenio status iz MRBPoz u
MRBre8. Pri tome je 39% bolesnika ocuvalo status MRBre8. Ni jedan bolesnik
posle konsolidacione terapije nije presao iz MRBre8 u MRBPoz status. Nase
ispitivanje je pokazalo da je kod 78% bolesnika koji su tokom pracenja razvili
relaps bolesti, nivo rezidualnih LC u ks srzi bio >0,1% NC, $to je u korelaciji sa
rezultatima Vidriales i sar, 2013, koji su pokazali da se AML MRBP°z bolesnici u
KR posle indukcione terapije, mogu svrstati u tri grupe rizika na osnovu nivoa
rezidualne leukemijske populacije u ks (nizak rizik <0,01% NC; srednji rizik

0,01-0,1% NC; visok rizik 20,1% NC).

Mi smo pokazali da je ispitivanje prisustva MRB u ks AML bolesnika
posle indukcione terapije primarno znacajno za selekcionisanje visokorizi¢nih
bolesnika za razvoj relapsa bolesti, s obzirom da je vecina bolesnika koji su
tokom pracenja razvili relaps bolesti, imala MRBPez status ve¢ posle indukcione
terapije (82%). Osim toga, ve¢ina MRBP°z bolesnika posle indukcione terapije

ostaje u istom statusu i posle konsolidacione terapije, Sto ukazuje da MRBpoz
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bolesnici ispoljavaju primarnu rezistenciju na standardnu hemioterapiju vec
posle indukcione terapije, te ih treba leciti intenzivnijim terapeutskim
protokolima. NaSi rezultati su u skladu sa literaturnim podacima koji isticu
znacaj kvantifikacije MRB primenom MPC za stratifikaciju bolesnika sa AML
posle indukcionog leCenja hemioterapijom (Vidrales i sar., 2003; Kern i sar.,,

2005; Al-Mawali i sar., 2009a; Buccisano i sar.,, 2012; Terwijn i sar., 2013).

U grupi bolesnika koja nije tokom pracenja razvila relaps bolesti (n=15),
MRB je utvrdena posle indukcione ili konsolidacione hemioterapije kod 53%

bolesnika, Sto ih je selekcionisalo za dalje pra¢enje MRB.

U nasSem ispitivanju, istovremeno smo testirali uzorke pk i ks bolesnika
za prisustvo MRB u AML, i pokazali da su uzorci ks senzitivniji u detekciji MRB u
poredenju sa uzorcima pk, kako posle indukcione tako i posle konsolidacione
terapije, te da predstavljaju primarne uzorke za analizu MRB. Osim toga, svi nasi
bolesnici koji su imali MRBproz status u pk, imali su MRBPoz status i u Kks.
Literaturni podaci ukazuju da je u AML, leukemijska populacija u pk obi¢no za 1-
log manja u poredenju sa populacijom u ks bolesnika, Sto objasnjava niZu
senzitivnost pk za detekciju MRB u odnosu na ks bolesnika (Béné i Kaeda,
2009). Pracenje MRB u pk bolesnika posle primene hemioterapije se
preporuCuje kao metoda izbora za ucestalo pracenje MRB, zbog lake
dostupnosti uzorka pk (Béné i Kaeda, 2009). Osim toga pojedini radovi su
pokazali da brzina kojom se redukuje leukemijska masa u pk bolesnika tokom
primene indukcione terapije, odnosno njen nivo posle primene indukcione
terapije u fazi aplazije ks (d14), ima prediktivnu vrednost za posizanje i trajanje
KR bolesti, Sto takode potvrduje znacaj ispitivanja uzoraka pk bolesnika tokom

le¢enja (Lacombe i sar., 2009).

Mada je naSa grupa AML bolesnika ispitivanih za prisustvo MRB mala, a
pracenje bolesnika relativno kratko, ispitivanje ukupnog preZivljavanja
bolesnika posle indukcione terapije je pokazalo da grupa MRBPr°z bolesnika ima
kra¢u medijanu preZivljavanja (12 mes.), dok u grupi MRBre8 bolesnika

medijana jos nije dosegnuta (p>0,05).
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Znacaj ispitivanja statusa MRB posle indukcione terapije u AML,
analiziran je u viSe studija, gde je pokazano da MRBP°z status posle indukcije ima
veCi prediktivni znacaj za ishod bolesti u odnosu na ispitivanje posle
konsolidacione terapije (Vidrales i sar., 2003; Al-Mawali i sar., 2009a,b; Vidrales
isar., 2015).

Sekundarni cilj naSeg ispitivanja odnosio se na analizu kvantitativnih
promena koje se deSavaju u populacijama/subpopulacijama celija ks i pk
bolesnika tokom perioda regeneracije, posle primene indukcione i
konsolidacione hemioterapije. Veoma mali broj publikovanih radova odnosi se
na ovaj specifican aspekt leCenja bolesnika sa AML, a koji se odnosi na
regeneraciju hematopoeznih c¢elija (Chu i sar., 2014), koje predstavljaju glavne

¢inioce imunskog sistema bolesnika (Abbas i sar., 2015).

Populacija granulocitnih prekursora ks bolesnika sa AML posle
indukcione i konsolidacione terapije potpuno se oporavlja kako u odnosu na
relativnu zastupljenost u ks, tako i u odnosu na celijski sastav. U nasoj grupi
bolesnika sa AML, skretanje u levo ka nezrelijim formama bilo je prisutno kod
87% bolesnika na dg, pri ¢emu je do normalizacije strukture granulocitnih
prekursora ks doSlo kod svih bolesnika posle primene indukcione terapije,
odnosno kod 89% bolesnika posle primene konsolidacije. Oporavak u ks je
pra¢en i normalizacijom prosetne vrednosti neutrofila u pk bolesnika posle
indukcione terapije, dok je posle konsolidacione terapije utvrdena znacajno
sniZena prosecna vrednost neutrofila pk (49% Le) u odnosu na indukciju
(63% Le) i zdravu kontrolnu pk (64% Le) (p<0,05). Analiza strukture populacije
neutrofila pk, pokazala je odsustvo cirkuliSu¢ih neutrofilnih prekursora kod
veCine bolesnika posle primene indukcione (88%) i konsolidacione (75%)

terapije.

Vrednost populacije monocitnih prekursora ks bolesnika posle
indukcione terapije nalazi se na fizioloSkom nivou, dok je posle konsolidacione
terapije ova populacija blago povecana u odnosu na zdravu kontrolnu ks.
Analiza Ccelijske strukture populacije monocitnih prekursora na dg bolesti,

pokazala je prisustvo skretanja u levo ka nezrelijim formama kod 82%
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bolesnika, pri ¢emu je posle primene indukcione terapije doslo do normalizacije
strukture monocitnih prekursora kod 96% bolesnika, odnosno kod svih
bolesnika posle primene konsolidacije. U slucaju populacije monocita pk,
utvrdeno je znacajno relativno povecanje prosecne vrednosti ove populacije
posle indukcione (8,5% Le) i konsolidacione (11,8%) terapije, u poredenju sa
vrednos¢u populacije monocita u zdravoj kontrolnoj grupi (5,6% Le) (p<0,05).
Takode je utvrdeno da je prosecna vrednost monocita pk znacajno visa posle
konsolidacione terapije u odnosu na vrednost posle indukcije (p=0,01). Analiza
¢elijske strukture populacije monocita posle primene hemioterapije, pokazala je
odsustvo skretanja ka nezrelijim formama posle indukcione terapije kod 92%

bolesnika, odnosno posle konsolidacione terapije kod 75% bolesnika.

Analiza ukupne populacije Li ks bolesnika posle leCenja hemioterapijom
je pokazala da je prosetna vrednost ove populacije u ks bolesnika znacajno
sniZzena posle indukcione terapije u poredenju sa vredno$éu u zdravoj
kontrolnoj ks (10,8% vs. 14,1% Li, p=0,012), pri ¢emu je vrednost iste o¢uvana
u fizioloSkim granicama posle primene konsolidacije. Analiza populacije B-
prekursora ks pokazala je znacajno prosecno sniZenje posle indukcione
hemioterapije u poredenju sa vrednoS¢u posle konsolidacije i u odnosu na
zdravu kontrolnu ks (p<0,05), pri ¢emu je ista populacija oCuvana u fizioloskim
granicama posle primene konsolidacije. U skladu sa tim je i nalaz da je vrednost
populacije B-Li u ks znacajno sniZena posle indukcione (2,04% Li), ali i posle
konsolidacione (4,6% Li) terapije, u poredenju sa vrednoscu iste populacije u ks
zdravih kontrola (15,8% Li) (p<0,01). Mi smo pokazali da ovakvo sniZenje
vrednosti u ks, ima reperkusiju na nivou pula cirkuliSuc¢ih B-Li pk bolesnika, gde
je utvrdeno viSestruko sniZenje prosetne vrednosti ove populacije posle
indukcione, ali i posle konsolidacione terapije u poredenju sa vrednostima u pk
zdravih kontrola (p<0,01). U radu Chu i sar.,, 2014, pokazano je da brzina
oporavka populacije B-prekursora ks, odnosno veca zastupljenost ove
populacije u ks posle primene indukcione terapije (>5% NC), moZe imati
povoljan prognosticki znacaj za trajanje KR i preZivljavanje bolesnika sa AML, te

bi dalja ispitivanja u ovom pravcu mogla imati vazan klinicki znacaj.
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U pogledu vrednosi ukupne populacije T-Li ks bolesnika, znacajno
relativno povecanje ove populacije otkriveno je samo posle indukcione terapije
(83,9% Li) u poredenju sa zdravom kontrolnom ks (72,4% Li) (p=0,018).
Medutim, Prosec¢na vrednost populacije T-Li pk bolesnika je sniZena posle

indukcione (p>0,05) i konsolidacione terapije (p<0,05).

Prosec¢na vrednost populacije NKT-Li ks znacajno je povecana posle
indukcione (14,2% Li), ali i konsolidacione (14,6% Li) terapije u poredenju sa
vrednoSc¢u ove populacije u ks zdravih kontrola (4,6% Li) (p<0,01). Medutim, u
pk bolesnika prosetne vrednosti populacije NKT-Li su na nivou vrednosti

zdrave kontrole, posle primene oba hemoterapeutska protokola.

U slucaju populacije NK-Li ks, nisu utvrdene znacajne razlike u vrednosti
ove populacije izmedu bolesnika i zdravih kontrolnih uzoraka. Medutim,
vrednost populacije NK-Li pk bolesnika, je znacajno sniZena posle indukcione i
konsolidacione terapije u poredenju sa vrednostima u pk zdravih kontrola

(p<0,01).

Nase ispitivanje je pokazalo da u ks bolesnika sa AML posle primene
indukcione i konsolidacione terapije, dolazi do znacajnih promena u relativnoj
zastupljenosti populacije B-Li i NKT-Li u ukupnoj populaciji Li ks, pri ¢emu je
populacije B-Li znacajno sniZena a populacija NKT-Li znacajno poviSena. Sa
druge strane, ispitivanje populacija Li pk bolesnika posle primene indukcione i
konsolidacione terapije, pokazalo je znacajno sniZenje populacija B-Li i NK-Li,
pri Cemu je znacajno sniZenje populacije T-Li utvrdeno samo posle
konsolidacione terapije. Nasi rezultati ukazuju da se oporavak populacije B-Li i
NK-Li posle primene hemoterapeutsih protokola odvija mnogo sporije u
poredenju sa granulocitnom i monocitnom lozom, i da bolesnici sa AML u
periodu regeneracije ks imaju sniZenu imunokompetentnost u pogledu
humoralne i urodene NK imunosti, te da zahtevaju pratenje i primenu

profilakse.
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Imunofenotipski prognosticki markeri u de novo AML

Prognosticki znacaj imunofenotipskih karakteristika u AML jo$ uvek nije
jasno ustanovljen. U poslednje dve decenije pojavio se veliki broj radova, Cesto
sa kontroverznim rezultatima o prognostickoj ulozi pojedinac¢nih i/ili grupa
hLDM, sto je posledica razlika u veli€ini i heterogenosti grupa analiziranih
bolesnika, broju i vrsti ispitivanih hLDM, razlika u primenjenim tehnikama za
obeleZzavanje i analizu ekspresije hLDM, kao i Kriterijuma za procenu
znacajnosti nivoa njihove ekspresije na populaciji leukemijskih ¢elija (Schabath i

sar, 2003; Casasnovas i sar., 2003; Mason i sar., 2006).

Nase ispitivanje potencijalnih prognostickih imunofenotipskih i klinicko-
bioloSkih karakteristika za pojavu rane smrti, odgovor na indukcionu
hemioterapiju, pojavu relapsa bolesti i ukupno preZivljavanje bolesnika,
sprovedeno je na osnovnoj grupi od 250 odraslih bolesnika sa de novo AML koji
su Kklasifikovani prema SZO Klasifikaciji kao non-APL, lecenih istim tipom
hemioterapeutskog protokola ("3+7"), Sto predstavlja standardan pristup u

AML (Hoffman i sar., 2009; Déhner i sar, 2010).

U ovom radu mi smo pokazali relativno visoku ucestalost rane smrti u
celoj grupi nasih bolesnika sa AML (31%), pri ¢emu je najve¢i broj bolesnika
egzitirao tokom rane faze leCenja (83%), a manji broj pre pocetka lecenja
(17%). Mi nismo potvrdili znacajne razlike u ucestalosti rane smrti izmedu
AML-RGP (29%), AML-NOS (30%) i AML-MDS (38%) (p>0,05), kao ni izmedu
suptipova AML-NOS, gde je najveca ucestalost registrovana u AML bez
sazrevanja (40%) i Akutnoj monoblastnoj/monocitnoj leukemiji (38%)
(p>0.05). Sa druge strane, pokazali smo da je rana smrt znacajno ucestalija u
akutnoj monocitnoj leukemiji (53%) u poredenju sa akutnom monoblastnom
leukemijom (15,4%) (p=0,033). U slu¢aju AML-RGP, pokazali smo prisustvo
znacajnih razlika u ucestalosti rane smrti izmedu razliitih entiteta, uz najvecu
ucestalost u AML sa inv16/t(16;16) (60%), AML sa t(v;11q23) (66,7%) i AML sa
NPM1mut (43,2%), i potpuno odsustvo rane smrti u AML sa t(8;21) i AML sa
CEBPAmut (p=0,006).
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[spitivanje potencijalnih prognosti¢kih faktora za pojavu rane smrti u
nasoj grupi non-APL bolesnika sa AML (n=235), pokazalo je da je rana smrt
ucestalija u grupi bolesnika sa vrednoS¢u Le=30x10°/1 (p=0,003), poviSenom
prosecnom vredno$séu LDH u serumu (>2000 U/l) (p=0,020), povecanom
prosecnom vrednoséu blasta u pk (>55% Le) (p=0,000) i ks (>70%
NC)(p=0,031). Rana smrt je ucestalija i u grupi bolesnika sa genskom mutacijom

FLT3-d835 (p=0,023) i mutacijom NPM1 (p=0,039) gena.

Literaturni podaci ukazuju da je pojava rane smrti u znacajnoj vezi sa
hiperleukocitozom, visokim vrednostima serumske LDH i kreatinina, kao i sa
pojavom pulmonalne leukostaze (Bug i sar., 2007). Bolesnike svih nasih
subtipova AML sa visokom incidencom rane smrti, takode karakteriSu visoke
vrednosti Le (>60x10°/L), prisustvo ekstramedularne bolesti i viSe vrednosti

serumske LDH, $to je u skladu sa literaturnim podacima.

Analiza povezanosti imunofenotipskih karakteristika leukemijskih
blasta i pojave rane smrti u nasoj grupi u grupi non-APL bolesnika sa AML,
pokazala je vecu ucestalost rane smrti kod bolesnika sa AML koji na prezentaciji
bolesti imaju ekspresiju CD11b, CD11a, CD36 i CD22 molekula na populaciji
blasta, kao i manju subpopulaciju CD117* i cMPO* blasta (p<0,05). Ekspresija
navedenih leukocitnih molekula KkarakteriSe imunofenotip populacije
monoblasta i samim tim prisutna je kod ve¢ine AML kod kojih je leukemijskim
procesom zahvacena monocitna loza (Arber i sar., 2008c; Béné i sar., 2011). U
literaturi se takode navodi veca incidenca rane smrti kod bolesnika sa M4 /M5
FAB tipovima, kao i povezanost sa ekspresijom CD11lc molekula na
leukemijskim blastima (Bug i sar., 2007). Osim toga, pokazano je da ekspresija
integrina (CD11a, CD11b, CD11¢c/CD18) i CD62L na leukemijskim blastima AML,
omogucava u pk njihovu interakciju sa TNFa aktiviranim ¢elijama endotela, Sto
dovodi do leukostaze i hominga blasta u razli¢ita tkiva i organe (Stucki i sar.,,
2001). Mi smo u naSem ispitivanju pokazali da je i ekspresija adhezivnih
molekula CD36 i CD22 na leukemijskim blastima (Ortolani, 2011), povezana sa
vecom incidencom rane smrti kod naSih bolesnika sa AML, Sto do sada nije

publikovano u dostupnoj literaturi.
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U celoj grupi naSih lecenih bolesnika sa AML, KR bolesti posle
indukcione terapije postiglo je 79% (123/156) bolesnika, pri ¢emu smo
pokazali da bolesnici AML-MDS imaju najniZu ucestalost KR (44%) u poredenju
sa tipovima AML-RGP (88%) (p=0,000) i AML-NOS (78%) (p=0,006), Sto je u
skladu sa podacima iz literature (Hoffman i sar, 2009; D6hner i sar., 2010;
Liersch i sar., 2014). Analiza suptipova AML-NOS je takode pokazala prisustvo
znacajnih razlika u pogledu ucestalosti KR, uz najviSu ucestalost u AML sa
minimalnom diferencijacijom (100%) i AML sa sazrevanjem (92%), dok je kod
svih ostalih suptipova oko dve trecine bolesnika postizalo KR bolesti (p=0,030).
Analiza suptipova AML-RGP pokazala je da u sluc¢aju APL, AML sa t(8;21), AML
sa inv16/t(16;16) i AML sa CEBPA™t svi bolesnici postizu KR, dok je ucestalost
KR niza u AML sa NPM1mut (71,4%) odnosno odsutna u AML sa t(v;11q23)
(p=0,000), sto odgovara literaturnim podacima (Hoffman i sar, 2009; Déhner i

sar., 2010; Liersch i sar.,, 2014).

NaSe ispitivanje potencijalnih prognosti¢kih faktora za odgovor na
indukcionu terapiju u grupi non-APL bolesnika sa AML (n=131), pokazalo je da
je deo klini¢ko-bioloskih karakteristika na prezentaciji AML znacajno povezan
sa vecom incidencom KR, medu kojima su vrednost Le<30x10?/1 (p=0,030), visa
prosecna vrednost Hb (>95 g/dl) (p=0,030), niZa prosecna vrednost blasta u pk
(<34% Le) (p=0,045), normalan kariotip (p=0,027), odsustvo mutacija FLT3-
ITD (p=0,007), kao i ELN povoljna i srednje povoljna grupa rizika (p=0,002). U
radovima se izmedu ostalih parametara navodi i starost bolesnika, (260 god.),
kao negativan prediktor odgovora na indukcionu terapiju, pri ¢emu nasi
rezultati nisu potvrdili ovaj nalaz. Sa druge strane, mi smo potvrdili navode iz
literature u pogledu prediktivne vrednosti za odgovor na terapiju u pogledu
nivoa Le, nivoa blasta u pk, kariotipa i molekularno-genetskih karakteristika
blasta na prezentaciji AML (Hoffman i sar, 2009; Doéhner i sar., 2010; Liersch i
sar., 2014).

Analiza imunofenotipskih karakteristika populacije leukemijskih blasta
naSih bolesnika sa AML, pokazala je znacajno vecu ucestalost KR u grupi

bolesnika sa relativno ve¢om subpopulacijom CD38+* i cMPO* blasta, odnosno
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manjom subpopulacijom CD123*, CD11b*, CD4*, CD22* blasta (p<0,05).
Ekspresija navedenih leukocitnih molekula ukazuje da bolesnici sa AML Cciji
blasti imaju karakteristike zrelijih mijeloblasta pokazuju bolji odgovor na
indukcionu terapiju u odnosu na bolesnike ¢iji blasti imaju karakteristike
monoblasta/CD22*. U odnosu na literaturne podatke, u kojima se kao lo$
prediktor za postizanje KR navodi ekspresija CD34, CD56 ili CD7 molekula na
blastima AML, mi u naSem ispitivanju nismo potvrdili njihov znacaj u tom
smislu (Mason i sar., 2006; Hoffman i sar, 2009). Sa druge strane, nasi rezulati
su saglasni sa navodim iz literature koji ukazuju da je ekspresija
“panmijeloidnog fenotipa“ (CD13*CD33*CD117+*CD65*MPO*) na blastima AML
znaCajno povezana sa vecom incidencom KR u grupi non-APL AML, dok je
ekspresija CD11b molekula povezana sa niZom incidencom KR u istoj grupi

bolesnika (Mason i sar., 2006).

Literaturni podaci ukazuju da 60% do 70% mladih bolesnika (<60 god.)
posle primene intenzivne postindukcione terapije postiZe KR bolesti, ali da 40%
do 70% bolesnika relapsira unutar prvih 18 do 24 meseci (Hoffman i sar,,
2009). Incidenca relapsa bolesti u nasoj grupi bolesnika sa AML iznosi 45%
(54/120), i znatno je niZa u tipu AML-RGP (36%) u poredenju sa AML-NOS
(54%) i AML-MDS (57%) (p>0,05). U AML-RGP pojedini entiteti ispoljavaju
znacCajno niZu ucestalost relapsa bolesti - AML sa inv16/t(16;16) (0%), APL
(12%), AML sa CEBPA™ut (25%), u poredenju sa entitetima AML sa t(8;21) i AML
sa NPMImut (67% svaki) (p=0,007). U AML-NOS pojedini entiteti su takode
ispoljavaju znacajno niZu ucestalost relapsa bolesti, medu kojima AML bez
sazrevanja (20%) i Akutna monoblastna/monocitna leukemija (25%) u
poredenju sa suptipovima AML sa sazrevanjem (57%), AML sa minimalnom

diferencijacijom (75%) i Akutna mijelomonocitna leukemija (83%) (p=0,045).

Faktori koji odreduju trajanje KR i pojavu relapsa bolesti u AML, joS uvek
su kontroverzni i zavise delom i od postindukcione hemioterapije koja je
primenjivana u lec¢enju bolesnika (Hoffman i sar., 2009). NaSe ispitivanje
potencijalnih prognostickih faktora za pojavu relapsa u grupi non-APL bolesnika

(n=95), pokazalo je da vec¢ina ispitivanih klinicko-bioloSkih i imunoloskih
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karakteristika nema znacajan uticaj na pojavu relapsa bolesti, izuzev veliCine
CD117+ populacije LC u ks na dg, koja je u proseku veéa u grupi bolesnika sa
niZzom incidencom relapsa bolesti (p=0,044), i mutacije CEBPA gena (p=0,037),
Cije je prisustvo povezano sa nizom incidencom relapsa bolesti kod naSih
bolesnika. Do danas je objavljeno vrlo malo radova u kojima je ispitivan
prognosticki znacaj imunofenotipskih karakteristika AML za pojavu relapsa
bolesti. U radu Webber i sar, 2008, pokazana je znacajna veza izmedu izolovane
ekspresije CD34 ili HLA-DR molekula, kao i njihove koekspresije na blastima
AML na dg, sa veCom incidencom relapsa. U slu€aju mutacija CEBPA gena kod
bolesnika sa AML-NK, pokazano je da prisustvo bialelskih mutacija nosi

posebno povoljnu prognozu (Déhner i sar., 2010; Liersch i sar., 2014).

DuZina KR bolesti kod bolesnika sa AML predstavlja jedan od glavnih
pokazatelja senzitivnosti leukemijskih celija AML na primenjenu standardnu
indukcionu terapiju (Hoffman i sar., 2009). U celoj grupi naSih bolesnika sa de
novo AML (n=120), medijana trajanja KR je iznosila 12 meseci, pri ¢emu je
prosecno vreme trajanja KR znacajno duze u tipu AML-RGP (Me 26 mes.) u
poredenju sa AML-NOS (Me 11 mes.) (Log rank, p=0,016), dok razlike u pogledu
trajanja KR nisu potvrdene izmedu grupa AML-NOS i AML-MDS (Log rank,
p=0,658).

U nasoj grupi bolesnika sa AML-RGP, pokazali smo postojanje znacajnih
razlika u vremenu trajanja KR, pri ¢emu je KR trajala znacajno duZe u APL u
poredenju sa AML sa t(8;21) (Log rank, p=0,000) i AML sa NPM1™mut (Log rank,
p=0,000), pri ¢emu nije potvrdena znacajnost razlike u poredenju sa AML sa
CEBPAmMut (Log rank, p=0,215). Procena petogodiSnjeg prezivljavanja je pokazala
najvecu ucestalost Zivih bolesnika u APL i AML sa CEBPA™ut (65,6%), odnosno
nizu ucestalost u suptipovima AML sa t(8;21) (33,3%) i AML sa NPM1mut
(9,6%). U grupi bolesnika sa AML-NOS, najkrace prose¢no vreme trajanja KR je
pokazano u akutnoj mijelomonocitnoj leukemiji u poredenju sa akutnom
monoblastnom/monocitnom leukemijom (Log rank, p=0,000) odnosno AML sa

sazrevanjem (Log rank, p=0,000), dok razlike u pogledu trajanja KR nisu
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potvrdene kao znacajne izmedu akutne monoblastne/monocitne leukemije i

AML sa sazrevanjem (Log rank, p=0,470).

NaSe ispitivanje potencijalnih prognostickih faktora za trajanje KR
bolesti, obuhvatilo je grupu od 95 non-APL bolesnika sa AML. Univarijantna
analiza uticaja klinicko-hematoloskih i bioloSkih karakteristika na trajanje KR
bolesti, nije potvrdila prognosti¢ki znacaj ni jedne od ispitivanih klini¢ko-
hematoloskih i genetskih karakteristika. Sa druge strane, univarijantna analiza
uticaja imunofenotipskih karakteristika leukemijskih ¢elija AML na trajanje KR
bolesti, potvrdila je prognosticki znacaj nekoliko karakteristika. Naime, mi smo
pokazali da je duZina trajanja KR bolesti, znacajno veca u grupi bolesnika sa
niskim ili srednjim nivoom ekspresije CD45 molekula (p=0,007), srednjim ili
visokim nivoom ekspresije CD13 molekula (p=0,030), odnosno niskim nivoom
ekspresije CD64 molekula (p=0,009) na populaciji blasta na dg. Molekul CD13 je
po svojoj funkciji N-aminopeptidaza, ektoenzim uklju¢en u obradu Ag za
prezentaciju, Ciji intenzitet ekspresije znacajno varira tokom diferencijacije
¢elija mijelomonocitne loze, a posebno je poveéan na zrelim neutrofilima koji su
usli u proces apoptoze (Ortolani, 2011). Molekul CD64 je visokoafinitetni Fcy
tipl receptor (FcyRI) eksprimiran na prekursorima granulocitne i monocitne
loze, kao i na zrelim neutrofilima i monocitima, na kojima tokom aktivacije
dolazi do njegove izrazito povecane ekspresije Sto omogucava efikasniju
fagocitozu (Ortolani, 2011; Abbas i sar., 2015). Prema literaturnim podacima, ni
u jednom radu do sada nisu prikazani rezultati koji se odnose na ispitivanje

prognostickog znacaja obrazaca ekspresije molekula CD45, CD13 i CD64 u AML.

U naSem radu, univarijantna analiza je pokazala da je duzina KR bolesti
znaCajno kra¢a u grupi AML bolesnika koji eksprimiraju CD56* (p=0,011),
CD36* (p=0,025), CD11b* (p=0,026) i cLizozim+ (p=0,035) na populaciji blasta
na dg. Ekspresija CD36, CD11b i cLizozima definiSe monocitnu diferencijaciju
leukemijskih blasta (Arber i sar., 2008c; Béné i sar., 2011), koju prema
rezultatima naSeg ispitivanja, istovremeno karakteriSe i visok ili heterogen
obrazac ekspresije CD45 molekula. Molekuli CD56, CD36 i CD11b imaju ulogu

adhezivnih molekula, koji su uklju¢eni u meducelijsku adheziju i/ili u adheziju
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Celija sa ekstrecelularnim matriksom (Ortolani, 2011). Prema literaturnim
podacima, ekspresija CD11b na blastima, navodi se kao negativan prognosticki
parametar trajanja KR u AML (Mason i sar., 2006). Sa druge strane, literaturni
podaci uglavnom ne potvrduju negativan prognosticki znacaj ekspresije CD56
molekula na blastima AML (Mason i sar., 2006), pri ¢emu smo mi u ovom
ispitivanju, kao i u radu Djuni¢ i sar, 2012, u kome smo izneli preliminarne

podatke naSeg ispitivanja, potvrdili njegov znacaj za krace trajanje KR u AML.

Primena multivarijantne analize u naSem istraZivanju, izdvojila je
molekul CD45 kao jedini prognosticki nezavistan imunofenotipski marker, i to
obrazac njegove ekspresije na populaciji blasta. Mi smo pokazali da je ekspresija
molekula CD45 prema niskom ili srednjem obrascu na populaciji blasta
povezana sa duZim trajanjem KR u poredenju sa visokim ili heterogenim
obrascem ekspresije CD45 molekula (p=0,002). Prema dostupnim literaturnim
podacima, nasi rezulati predstavljaju nov nalaz u AML, pri ¢emu je prognosticki
znacaj obrasca ekspresije CD45 molekula ve¢ ispitivan i potvrden u B-ALL kod
dece, gde je pokazano da obrazac ekspresije CD45!°wna limfoblastima utice na

duZe trajanje KR u poredenju sa obrascem CD45high (Nakamura i sar., 2001).

Molekul CD45 je marker celija hematopoezne loze (LCA, engl. leukocyte
common antigen), integralni plazmamembranski glikoprotein sa enzimskom
funkcijom protein tirozin fosfataze, ¢iji je intenzitet ekspresije visoko regulisana
tokom diferencijacije ¢elija hematopoeznog sistema (Ortolani, 2011). CD45 je
eksprimiran kroz osam razlic¢itih izoformi koje nastaju alternativnim
splajsovanjem, i tokom normalne hematopoeze, intenzitet ekspresije CD45
molekula varira zavisno od Ccelijske loze i stepena cCelijske zrelosti. Intenzitet
ekspresije CD45 molekula se posebno povecava na neutrofilima nakon G-CSF
stimulacije, tokom aktivacije monocita i bazofila (Ortolani, 2011). Na ¢elijama
mijeloidne loze, molekul CD45 je ukljucen u supresiju JAK kinaza (engl. Janus
activated kinases), i posledi¢no u negativnu regulaciju signala koji poticu sa IL3 i
drugih citokina i integrina koji povecavaju celijsku proliferaciju i aktivaciju
(Irie-Sasaki i sar., 2001;Hermiston i sar., 2002). Na taj naCin CD45 molekul

odreduje prag senzitivnosti Celija na ekstracelularne stimuluse (Hermiston i
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sar., 2002). Mi pretpostavljamo da leukemijski blasti AML sa visokom ili
heterogenom ekspresijom CD45 molekula imaju adaptivnhu prednost bilo u
smislu veceg proliferativnog potencijala i/ili rezistencije na indukcionu terapiju,

Sto dovodi do kraceg trajanja kompletne remisije bolesti.

NaSe ispitivanje prognostickih parametara u AML, ukljucilo je i
ispitivanje ukupnog preZivljavanja bolesnika sa AML koji su leceni
standardnim indukcionim i postindukcionim protokolima. Medijana
petogodisSnjeg preZivljavanje cele grupe nasih lecenih bolesnika sa AML, iznosila
je Sest meseci, uz petogodisnje preZivljavanje od 20% bolesnika. U skladu sa
literaturnim podacima, mi smo potvrdili znacajno duZe petogodiSnje
prezivljavanje bolesnika sa AML-RGP u poredenju sa AML-NOS (p=0,018) i
AML-MDS (p=0,029), kao i bolesnika AML-NOS u odnosu na AML-MDS
(p=0,001) (Hoffman i sar., 2009; Dohner i sar., 2010). U okviru tipa AML-RGP,
znacajno duze petogodiSnje preZivljavanje imaju bolesnici entiteta APL, AML sa
t(8;21) i AML sa CEBPA™ut (Me > 20 mes.) u poredenju sa ostalim entitetima (Me
< 4 mes.) (p<0,05). U okviru tipa AML-NOS, znacajno duZe petogodiSnje
prezivljavanje su ispoljili bolesnici subtipova AML sa sazrevanjem i AML sa
minimalnom diferencijacijom (Me > 16 mes.), u poredenju sa Akutnom
mijelomonocitnom i Akutnom monoblastnom/monocitnom leukemijom (Me < 5

mes.) (p<0,05).

Ispitivanje potencijalnih prognostickih faktora za ukupno preZivljavanje
bolesnika sa AML (n=191), obuhvatilo je osnovne klinicko-hematoloske,
bioloSke i imunofenotipske karakteristike bolesnika. Univarijantna analiza
klini¢ko-bioloskih karakteristika pokazala je da je medijana ukupnog
preZivljavanja znacajno duZa u grupi bolesnika mladih od 60 god. (p=0,001), sa
prose¢nom vredno$¢u Le<30x10°/1 (p=0,000), posebno u slucaju prosecnih
vrednosti Le<4x10%/1 (p=0,008). Od bioloSkih parametara, znacajno duZe
ukupno preZzivljavanje imaju bolesnici sa wt tipom FLT3 (p=0,014) i NPM1
(p=0,001) gena. NaSi rezultati su u korelaciji sa literaturnim podacima koji
potvrduju visoku znacajnost navedenih karakteristika za preZivljavanje odraslih

bolesnika sa de novo AML (Hoffman i sar., 2009; Déhner i sar., 2010).
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Univarijantna  analiza uticaja  imunofenotipskih  karakteristika
leukemijskih Celija AML na duZinu ukupnog preZivljavanja bolesnika, potvrdila
je prognosticki znacaj nekoliko karakteristika. U grupu povoljnih prognostic¢kih
molekula svrstani su CD19* (p=0,000) i cCD79a* (p=0,031), kao i nekoliko
molekula sa specificnim obrascima ekspresije na populaciji blasta - CD45+*low/med
(p=0,024), CD13*med (p=0,013), cMPO*med (p=0,027) i CD64+ow (p=0,039). Sa
druge strane, u grupu nepovoljnih proznostickih molekula svrstani su CD11b*
(p=0,000), CD36* (p=0,001), CD14* (p=0,035), CD7* (p=0,045) i CD22+
(p=0,028). Mada je naSe preliminarno ispitivanje prognostickog znacaja
molekula CD56 u AML (Djunic i sar., 2012), pokazalo znacajan nazavistan uticaj
na ukupno prezivljavanje bolesnika, mi u finalnom ispitivanju nismo potvrdili
znacCajnost postojeCih razlika izmedu grupe CD56* i CD56- bolesnika u

univarijantnoj analizi (p=0,080).

Slede¢a multivarijantna analiza prognostickog znacaja grupe parametara
selekcionisanih putem univarijantne analize, izdvojila je nekoliko prognostickih
parametara sa nepovoljnim uticajem na duZinu ukupnog prezivljavanja odraslih
bolesnika sa AML: starost bolesnika 260 godina (p=0,000), broj Le=30x10°/1
(p=0,033), i ekspresija molekula CD7 (p=0,002), CD22 (p=0,006) i CD34
(p=0,023) na leukemijskim blastima.

Negativan prognosti¢ki znacaj molekula CD7 i CD34 za ukupno
preZivljavanje bolesnika sa AML, koji smo pokazali u ovom radu, u korelaciji je
sa do sada publikovanim radovima (Schabath i sar, 2003; Repp i sar, 2003;
Mason i sar., 2006; Derolf i sar., 2008). Mada potencijalna uloga molekula CD7 u
patogenezi AML jo$ uvek nije razjasnjena, poznato je da ovaj molekul na
Celijama T-loze i NK-loze ima ulogu u aktivaciji i regulaciji produkcije citokina,
kao i u vezivanju galektina, koji je neophodan za galektin-indukovanu apoptozu
(Ortolani, 2011). Sa druge strane molekul CD34 je eksprimiran na MCH i
progenitorima mijeloidne loze, i njegova se ekspresija povezuje sa aktiviranim
statusom ovih ¢elija, kao i sa ulogom u procesima adhezije ovih ¢elija sa drugim

¢elijama koje se nalaze u njihovoj mikrosredini (Ortolani, 2011).
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Prema dostupnim literaturnim podacima, prognosticki znacaj ekspresije
molekula CD22 u AML do sada nije ispitivan, tako da nasi rezultati predstavljaju
originalne i nove podatke o njegovoj ulozi u prognozi kod odraslih bolesnika sa
AML. Ekspresija CD22 molekula na ¢elijama mijeloidne loze se povezuje sa
bazofilima, mijeloidnim dendritskim celijama i plazmacitoidnim dendritskim
¢elijama (Ortolani, 2011). Uloga CD22 molekula na ¢elijama mijeloidne loze nije
joS uvek razjasnjena, ali je poznato da na Celijama B-loze ucestvuje u prenosu
signala koji sprecavaju aktivaciju B-Celija, vezujuci se za ostatke sijalilne kiselina

na razli¢itim glikoproteinima (Ortolani, 2011).
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VI ZAKLjUCCI

1. IMPC omogucava postavljanje dg AML analizom ks kod 98% bolesnika, i to
kao nezavisna dijagnosticka metoda. Kvantifikacija populacije leukemijskih
blasta posredstvom CD45/SSC diferencijala, pokazala je visoku prose¢nu
vrednost populacije blasta ks na dg AML (64%), koja je u pozitivnoj linearnoj
korelaciji sa vrednoS¢u populacije blasta ks procenjene citomorfoloSkom

metodom (68%) (r=0,65, p=0,000).

2. Kvantifikacija populacije leukemijskih blasta ks primenom IMPC, manje je
precizna ukoliko se za procenu koriste samo CD34 i/ili CD117 molekul, posto je
ucestalost njihove ekspresije u nasoj grupi AML niZa (68% vs. 92%). Pozitivna
linearna korelacija u kvantitativnoj proceni je utvrdena samo izmedu vrednosti
CD117*populacije ks i populacije leukemijskih blasta ks procenjene na osnovu

CD45/SSC diferencijala (r=0,355, p=0,000).

3. Molekul CD45 je eksprimiran na populaciji leukemijskih blasta svih nasSih
bolesnika sa AML, pri ¢emu su najucestaliji obrasci ekspresije CD45medium (3804)
ili CD45"w (28%). Najzastupljeniji tipovi ¢elijske granulacije leukemijskih celija
su SSClow jlj SSCmedium (~3804 svaki), dok je tip heterogene granulacije prisutan

kod ¢etvrtine nasih bolesnika sa AML.

4. Identifikacija i kvantifikacija populacija celija ks primenom CD45/SSC
diferencijala na dg AML, pokazala je znacajno sniZenje populacije granulocitnih
prekursora (33% vs. 77% NC, p=0,000), populacije eozinofila (1,95% vs. 2,84%
NC, p=0,000), i populacije Li (11% vs. 14% NC, p=0,005) u poredenju sa
vrednostima u zdravoj kontrolnoj ks. Populacija B-¢elijskih prekursora ks je
detektovana kod treéine bolesnika sa AML na dg i njena vrednost je znacajno

niZza u odnosu na zdravu kontrolnu ks (0,19% vs. 1,42% NG, p=0,000).

5. Na dg AML, u populaciji Li ks o¢uvani su relativni odnosi ve¢ine subpopulacija

Li u poredenju sa zdravom kontrolnom ks. Znacajno relativho povecanje
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utvrdeno je u sluc¢aju NKT-Li (6,98% vs. 4,55%, p=0,047) i NK-Li (11,49% vs.
8,73%, p=0,051).

6. Imunofenotipski profil populacije blasta AML na dg karakteriSe visoka
ucestalost ekspresije grupe linijski nespecificnih hLDM - HLA-DR* CD11a*
CD62L* CD38+ CD123+ CD135* CD117+ CD71* (280%) i grupe ranih
mijelomonocitnih diferencijacionih molekula - CD13+CD33+*CD114+*cCD68* (2
93%). Molekuli CD34, cMPO i cLizozim eksprimirani su sa nizom ucestaloS¢u
(~70%). Kasni mijelomonocitni hLDM, CD15, CD11b, CD11c, CD4, CD64, CD36,
CD35, eksprimirani su na populaciji leukemijskih blasta AML sa niZom
ucestaloscu, (<60%), dok je ucestalost ekspresije CD14, CD163, CD24, CD66D,
CD16,CD10i CD41a veoma niska (<15%).

8. Ekspresija hLDM na populaciji leukemijskih blasta AML na dg je deregulisana,
na Sta ukazuje prisustvo bar jednog od razli¢itih vidova imunofenotipskih
aberacija kod svakog bolesnika. Leukemijski blasti kod 66% bolesnika sa AML
pokazuju istovremeno prisustvo Cetiri, pet ili Sest razli¢itih imunofenotipskih

aberacija u ekspresiji hLDM.

a) Ispitivanjem ekspresije pet hLDM (CD34, CD117, HLA-DR, CD13, CD33),
utvrdeno je da su najucestaliji tipovi imunofenotipskih aberacija atipi¢no
poviSen (90%) ili atipi¢no sniZen (76%) nivo ekspresije bar jednog Ag, dok je
ucestalost atipicnog odsustva ekspresije (42%) i maturacione asinhronije u

ekspresiji Ag (26%) niza.

b) Ektopi¢na ekspresija bar jednog od limfoidnih hLDM na populaciji blasta,
prisutna je kod 57% bolesnika sa AML. Utvrdena je viSa ucestalost ekspresije
molekula CD56 (29%), CD7 (20%) i CD22 (14%), u odnosu na molekule CD2,
CD19, CD5, i cCD79a (<10%). Pokazana je pozitivna korelacija u ekspresiji
molekula cCD79a i CD19 (r=0,286, p=0,000) i cCD79a i CD22 (r=0,247,
p=0,000). Koekspresija CD19 i CD22 molekula nije registrovana u nasoj grupi
AML.

9. Populacija granulocitnih pekursora ks kod 55% bolesnika sa AML na dg,

pokazuje prisustvo bar jednog od razlicitih poremecaja, medu kojima su
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imunofenotipske aberacije u ekspresiji hLDM (CD34+ CD135*, HLA-DRY,
CD13+high, CD33-, CD15*hetero, cMPQOP+, CD45+high), ektopicna ekspresija molekula
limfoidne loze (CD56, CD7, CD2, CD19), izmenjena Celijska granulacija i/ili
promene u Celijskom sastavu (akumulacija nezrelijih formi). Prisustvo
navedenih poremecaja upucuje da granulocitni prekursori kod ovih bolesnika

predstavljaju deo leukemijske populacije ¢elija AML.

10. Populacija monocitnih prekursora ks kod 39% bolesnika sa AML na dg,
pokazuje prisustvo bar jednog od razli¢itih poremecaja, medu kojima su,
promene u Celijskom sastavu (akumulacija nezrelijih formi) i/ili aberantna
ekspresija limfoidnih molekula (CD56, CD2, CD24). Prisustvo navedenih
poremecaja upucuje da monocitni prekursori kod ovih bolesnika predstavljaju

deo leukemijske populacije ¢elija AML.

11. Na osnovu imunofenotipskih karakteristika utvrden je visok stepen
heterogenosti populacije LC bolesnika na dg AML. Kod 55% bolesnika utvrdeno
je istovremeno prisustvo populacije leukemijskih blasta i zrelijih leukemijskih
granulocitnih i/ili monocitnih prekursora, kod 34% bolesnika je prisutna
populacija leukemijskih blasta sa znacima diferencijacije u pravcu granulocitne
i/ili monocitne loze, dok 11% bolesnika ima samo populaciju blasta bez znakova

diferencijacije.

12. Uporedivanjem rezultata imunoloske i citomorfoloSke FAB Kklasifikacije u
nasoj grupi bolesnika sa AML, kod 66% bolesnika pokazana je potpuna
saglasnost u pogledu loze zahvacene leukemijskim procesom i nivoa
diferenciranosti leukemijske populacije, dok je delimi¢na saglasnost utvrdena
kod 7% bolesnika. Odsustvo saglasnosti u odnosu na lozu zahvacenu
leukemijskim procesom, utvrdeno je kod 27% bolesnika, pri ¢emu su prisutne
razlike najceS¢e posledica manje senzitivnosti citomorfoloSkog metoda u

identifikaciji LC monocitnog porekla. u poredenju sa IMPC.

13. Potpuna saglasnost izmedu imunoloske klasifikacije i finalne dg prema SZ0

klasifikaciji u nasoj grupi bolesnika sa AML, utvrdena je kod 68% bolesnika, pri
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¢emu je najvisi stepen saglasnosti u AML-NOS (96%). Znatno niZa saglasnost je
utvrdena u slucaju AML-MDS (44%) i AML-RGP (42%), zbog nepostojanja
specificnog imunofenotipskog profila leukemijskih celija koji bi ukazao na
prisustvo specificnih citogenetskih i/ili molekularno-genetskih aberacija u

njihovom genomu.

14. Tip AML-RGP otkriven je sa ucestaloS¢u od 37,4% u nasSoj grupi bolesnika sa
AML. Doprinos imunofenotipske klasifikacije finalnoj dg bolesnika sa AML-RGP
najvisi je u slucaju APL (100%), AML sa t(8;21) (83%) i AML sa inv16/t(16;16)
(40%).

a) Hipergranularnu varijantu APL karakteriSe prisustvo populacije zrelih
mijeloblasta/promijelocita uz visu celijsku granulaciju, dok je hipogranularna

varijanta udruzena sa koekspresijom CD34 i CD2 molekula.

b) U AML sa t(8;21), populaciju mijeloblasta karakteriSe izrazito visoka
uCestalost ekspresije CD19 molekula, odnosno koekspresija CD19 i cCD79a

molekula kod dela bolesnika.

c) U AML sa invl16/t(16;16) populaciju mijelo/monoblasta karakterisSe
ekspresija CD2 molekula kod dela bolesnika kao i umnoZena populacija Eo

prekursora u ks.

d) U AML sa NPM1mut glavna imunofenotipska karakteristika mijelo/monoblasta
je profil - CD34-HLA-DR*CD117+*. Kod bolesnika sa AML sa NPMImut j
zahva¢enom granulocitnom lozom, populacija mijeloblasta ispoljava profil -

CD34-HLA-DR-CD117+*, koji karakteriSe i hipergranularnu varijantu APL.

e) U AML sa CEBPA™t populaciju mijeloblasta karakteriSe izrazito visoka

ucestalost ekspresije CD7 molekula.

15. Tip AML-MDS otkriven je sa ucestaloS¢u od 14,6% u naSoj grupi bolesnika sa
AML. U AML-MDS populaciju mijeloblasta karakteriSe visoka ucestalost
ektopicne ekspresije limfoidnih molekula (68%), posebno CD56, CD7 i CD22.
Imunofenotipska dg ima delimic¢an prediktivni znacaj za postavljanje finalne dg

AML-MDS (44% slucajeva), s obzirom da nije definisan imunofenotipski profil
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blasta specifiCan za ovaj entitet. Sa druge strane, visoka ucestalost poremecaja u
populaciji granulocitnih prekursora (prisustvo hipogranulacije, blok u
sazrevanju do neutrofila i imunofenotipske aberacije u ekspresiji hLDM), daju

znacajan doprinos diferencijalnoj dg ovog tipa AML.

16. Tip AML-NOS je najucestaliji u naSoj grupi bolesnika sa AML (48%).
Doprinos imunofenotipske Kklasifikacije finalnoj dg bolesnika sa AML-NOS je

visok (84%-100%, zavisno od suptipa).

a) U AML sa minimalnom diferencijacijom leukemijsku populaciju cCine
mijeloblasti/cMPO-/+ sa aberantnom ekspresijom CD22 molekula kod dela

bolesnika, koji je ¢esto koeksprimiran sa molekulom cCD79a.

b) Akutnu bazofilnu leukemiju KkarakteriSe populacija mijeloblasta sa
specificnim imunofenotipom (CD123+med CD135+ow (CD22+het CD25+ cMPQneg

cLizozimpres),

c) AML bez sazrevanja i AML sa sazrevanjem karakteriSe populacija mijeloblasta
sa niskom ucestalos¢u ektopicne ekspresije molekula limfoidne loze, s tim Sto je
u AML sa sazrevanjem i populacija granulocitnih prekursora deo leukemijske

populacije.

d) Akutnu mijelomonocitnu leukemiju karakterise populacija

mijelo/monoblasta sa ekspresijom molekula CD56 kod dela bolesnika.

e) U Akutnoj monoblastnoj leukemiji populaciju monoblasta karakteriSe
aberantna ekspresija bar jednog molekula limfoidne loze (CD22, CD57. CD7),
dok u Akutnoj monocitnoj leukemiji glavninu leukemijskih c¢elija Cine

promonociti.

17. Ispitivanje MRB primenom IMPC kod bolesnika sa AML, sprovedeno je
primenom jedne (42%) ili dve (58%) kombinacije IFSL po bolesniku.
Najucestalije kombinacije IFSL su zasnovane na aberantnoj ekspresiji molekula
limfoidne loze (CD7, CD56, CD19, CD22) (46%), na maturacionoj asinhroniji u
ekspresiji molekula (CD64, CD15) (27%), ili na aberacijama u obrascima

ekspresije leukocinih molekula ( CD34/CD117/HLA-DR) (17%).
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18. Uzorci ks su senzitivniji u detekciji MRB u poredenju sa uzorcima pk, i posle
indukcione i posle konsolidacione terapije, te predstavljaju primarne uzorke za

analizu MRB metodologijom IPCM.

19. Primenom metodologije IMPC, pokazana je visoka ucestalost MRB kod naSih
bolesnika sa AML u KR posle lecenja indukcionom (69%) odnosno
konsolidacionom terapijom (50%). Ispitivanje prisustva MRB u ks AML
bolesnika posle indukcione terapije od primarnog je znacaja za selekcionisanje
visokorizicnih bolesnika za razvoj relapsa bolesti, s obzirom da je vecina
bolesnika koji su tokom pracenja razvili relaps bolesti, imala MRBPoz status ve¢
posle indukcione terapije (82%). Osim toga, prisustvo MRB u ks na nivou 20,1%
NG, posle indukcione terapije, svrstava ove bolesnike u grupu visokog rizika za

razvoj relapsa bolesti.

20. Samo povecanje pula mijeloidnih progenitora ks/pk bolesnika posle lecenja
hemioterapoijom, nije pouzdan indikator prisustva LC, ve¢ moze biti posledica

regenerativnog procesa u odeljku zdrave hematopoeze.

21. Kod vecine bolesnika sa AML posle primene hemioterapije, dolazi do
oporavka populacija granulocitnih i monocitnih prekursora kako u odnosu na
¢elijski sastav, tako i u odnosu na zastupljenost ovih populacija u ks i pk.
Populacija B-prekursora ks je znacajno sniZena posle indukcione terapije, Sto
ima za posledicu znacajno viSestruko sniZenje populacije B-Li u ks i pk bolesnika
i posle indukcione i posle konsolidacione terapije (p<0,01). Spor oporavak posle
hemioterapije karakteriSe i populaciju NK-Li pk bolesnika sa AML, cija je
vrednost znacajno sniZena posle indukcione i konsolidacione terapije (p<0,01).
Ovo ukazuje da bolesnici sa AML u periodu regeneracije ks imaju sniZenu
imunokompetentnost u pogledu humoralne i urodene NK imunosti, te da

zahtevaju pracenje i primenu profilakse.

22. Pojava rane smrti u naSoj grupi bolesnika sa AML je visoka (31%), i
povezana je sa prisustvom specificnih klinicko-bioloskih karakteristika

(Le=30x109/1, LDH >2000 U/], blasti pk >55% Le, blasti ks >70% NC, FLT3-
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d835mut, NPM1mut) (p<0,05), kao i sa prisustvom specificnih imunofenotipskih
karakteristika populacije blasta - rana monocitna diferencijacija i ekspresija

CD22 molekula (CD11b*/CD11a*/CD36+/CD117p+/cMPOP+/CD22+) (p<0,05).

23. Veca incidenca KR povezana je sa prisustvom specifi¢nih klini¢cko-bioloskih
karakteristika (Le<30x10°/1, Hb >95 g/d], blasti pk <34% Le, normalan kariotip,
odsustvo mutacija FLT3-ITD, ELN povoljna i srednje povoljna grupa rizika)
(p<0,05), kao i sa odsustvom imunofenotipskih Kkarakteristika monocitne
diferencijacije i niskom ekspresijom CD22 molekula na populaciji blasta

(CD38+/cMPO*/CD123p+/CD11bp+/CD4p+/CD22p+)(p<0,05).

24. Incidenca relapsa bolesti u nasoj grupi bolesnika sa AML iznosi 45%, i ne
razlikuje se znacajno izmedu razlicith tipova AML. NiZa ucestalost relapsa
bolesti znac¢ajno je povezana sa prisustvom veée populacije CD117+ LC u ks na

dg (p=0,044) i prisustvom mutacija u CEBPA genu (p=0,037).

25. Univarijantna analiza je kao prognosticke parametre koji uticu na duZe
trajanje KR, izdvojila ekspresiju grupe leukocitnih molekula prema specificnim
obrascima na leukemijskim blastima (CD45*ow/med (CD13+med/high j CD64+low)
(p<0,05). Pritom su izdvojeni i parametri koji uticu na krace trajanje KR, medu
kojima su ekspresija grupe monocitnih diferencijacionih molekula
(CD36*/CD11b*/cLizozim*) (p<0,05) i ekspresija CD56 molekula (p<0,05) na
populaciji blasta. Multivarijantna analize je izdvojila obrazac ekspresije
molekula CD45*ow/med kao jedini prognosti¢ki nezavistan imunofenotipski

marker povezan sa duZim trajanjem KR kod bolesnika sa AML (p=0,002).

26. Multivarijantna analiza je izdvojila nekoliko nezavisnih prognostickih
parametara koji uticu na krace ukupno prezivljavanja bolesnika sa AML: starost
bolesnika 260 god. (p=0,000), broj Le=30x10°/1 (p=0,033), ekspresija molekula
CD7 (p=0,002), CD22 (p=0,006) i/ili CD34 (p=0,023) na leukemijskim blastima.
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Tabela 35. Demografske i klinicko-hematoloske karakteristike suptipova AML-RGP

AML sa inv(16)/

Karakteristika AML sa t(15;17) AML sa t(8;21) +(16;16) AML sa t(v;11q23) AML sa NPM1mut AML sa CEBPAMut P
n=32 n=12 h=5 n=3 n=44 n=8
Pol f(%) (n=32) (n=12) (n=5) (n=3) (n=44) (n=8)
muki 53,1(17/32) 83,3 (10/12) 80 (4/5) 66,7 (2/3) 50 (22/44) 62,5 (5/8) 0,330
Fenski 46,9 (15/32) 16,7 (2/12) 20 (1/5) 33,3 (1/3) 50 (22/44) 37,5 (3/8)
Starost (n=32) (n=12) (n=5) (n=3) (n=44) (n=8)
x = SD (godine) 45,56 + 15,44 53,42 +12,64 55,20+ 11,90 41,00+ 17,44 53,66 £ 12,49 55,38+ 7,15 0,071
Me (opseg) 44 (20-73) 54 (35-77) 56 (38 - 70) 33(29-61) 54 (23 -78) 58,5 (41 - 64)
> 65 god. f(%) 25 (8/32) 25 (3/12) 40 (2/5) 33,3 (1/3) 34,1 (15/44) 12,5 (1/8) 0.809
Leukociti (n=32) (n=12) (n=5) (n=3) (n=44) (n=8)
x = SD (x10%/1) 11,79 + 19,86 8,45+ 7,98 60,22 £ 61,06 65,23 £ 75,12 60,58 £ 52,88 49,62 £ 57,23 0,000
Me (opseg) 2,1(0,6 -87,7) 5,05(1,3-27,4) 57,4 (5,7 - 160) 43,6 (3,3 -148,8) 50,3 (0,8 - 195) 19,75 (5,2 - 160)
Leukociti nivo f(%) (n=32) (n=12) (n=5) (n=3) (n=44) (n=8)
snizeni 62,5 (20/32) 33,3 (4/12) 0(0/5) 33,3 (1/3) 6,8 (3/44) 0(0/8) 0,000
normalani 9,4 (3/32) 33,3 (4/12) 20 (1/5) 0(0/3) 18,2 (8/44) 25 (2/8)
povigeni 28,1(9/32) 33,3 (4/12) 80 (4/5) 66,7 (2/3) 75 (33/44) 75 (6/8)
Trombociti (n=32) (n=12) (n=5) (n=3) (n=44) (n=8)
x * SD (x10%/1) 43,44 + 44,95 38,42 £32,48 60,60 £ 57,62 44,00 £ 50,47 88,70 £ 81,32 43,25 + 30,47 0,011
Me (opseg) 26,5 (4 - 203) 29,5 (7 - 105) 38 (13 - 155) 26 (5 - 101) 60 (3 - 420) 32,5(9 - 84)
Trombociti nivo f(%) (n=32) (n=12) (n=5) (n=3) (n=44) (n=8)
snizeni 93,8 (30/32) 100 (12/12) 80 (4/5) 100 (3/3) 88,6 (39/44) 100 (8/8) 0,562
Hemoglobin (n=32) (n=12) (n=5) (n=3) (n=44) (n=8)
x £ SD (g/l) 102,19 +17,97 92,83 +14,78 88,40 £ 10,46 95,33 £39,50 97,95 £ 15,14 106,75 + 15,77 0,247
Me (opseg) 104,5 (67 - 135) 92,5 (71 - 119) 83 (78 - 102) 81 (65 - 140) 96 (70 - 131) 107 (86 - 129)
Hemoglobin nivo f(%) (n=32) (n=12) (n=5) (n=3) (n=44) (n=8)
snizen 87,5 (28/32) 100 (12/12) 100 (5/5) 66,7 (2/3) 88,6 (39/44) 75 (6/8) 0,408
Blasti pk (n=32) (n=12) (n=5) (n=3) (n=44) (n=7)
x £ SD (% Le) 40,06 * 35,47 21,58 +21,19 44,20 + 30,67 69,67 + 11,85 51,45 + 32,68 59,00 + 21,71 0,062
Me (opseg) 35,5 (0 - 95) 15 (0 - 60) 59 (0-73) 76 (56 - 77) 59,5 (0 - 98) 61 (25 - 86)
Blasti ks (n=32) (n=12) (n=5) (n=3) (n=44) (n=8)
x = SD (% Le) 80,22 £ 19,45 48,67 + 23,64 74,80 £ 16,30 79,33 £9,82 73,82 +17,71 66,25 + 15,37 0,000
Me (opseg) 85,5 (19 - 100) 53(3-76) 81 (58 - 95) 85 (68 - 85) 78,5 (30 - 96) 71 (42 - 84)
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LDH (n=4) (n=6) (n=4) (n=1) (n=35) (n=8)
x = SD (U/l) 973,00 £ 831,94 1233,50 £ 774,26 1212,00 £ 226,70 samo 1 bol. 1936,26+ 1579,95 749,50 £ 480,77 0,066
Me (opseg) 632 (417 - 2211) 1116 (189 - 2118) 1148 (1026-1526) 1387 (531 - 7180) 606,5 (315 - 1759)
LDH nivo f(%) (n=18) (n=7) (n=4) (n=1) (n=39) (n=8)
povigen 38,9 (7/18) 71,4 (5/7) 100 (4/4) 100 (1/1) 89,7 (35/39) 62,5 (5/8) 0,002
Limfadenopatija f(%) (n=11) (n=10) (n=4) (n=1) (n=44) (n=8)
prisutna 0(0/11) 10 (1/10) 50 (2/4) 0(0/1) 15,9 (7/44) 12,5 (1/8) 0,261
Hepato/splenomeg. f(%) (n=11) (n=10) (n=4) (n=1) (n=44) (n=8)
prisutna 0(0/11) 10 (1/10) 25 (1/4) 0(0/1) 29,5 (13/44) 25 (2/8) 0,328
Skracenice: ks, kostna srz; LDH, laktat dehidrogenaza; Me, medijana; pk, periferna krv; SD, standardna devijacija; x, prose¢na vrednost.
Tabela 36. Zastupljenost imunoloski definisnih populacija ¢elija u ks bolesnika sa AML-RGP
. AML sa t(15;17) AML sa t(8;21) AML sa inv(16)/ AMLsat(v;11g23) | AMLsaNPM1™t | AML sa CEBPA™
Karakteristika t(16;16) P
n=32 n=12 =5 n=3 n=44 n=8
A€ ks CD45/SSC (n=30) (n=12) (n=4) (n=3) (n=42) (n=7)
x +SD (% NC) 75,57 £20,80 38,25 +19,44 67,25 + 8,69 73,67 £20,11 76,93 £ 20,59 66,71 £ 18,99
Me (opseg) 85,5 (17 - 96) 41,5 (9 - 64) 66 (58 - 79) 68 (57 - 96) 83,5 (8-97) 72 (44 - 93) 0,000
AC SSC f(%) (n=32) (n=12) (n=5) (n=3) (n=44) (n=8)
niska 0(0/32) 58,3 (7/12) 40 (2/5) 0(0/3) 9,1 (4/44) 100 (8/8) 0,000
srednja 37,5 (12/32) 25 (3/12) 20 (1/5) 100 (3/3) 68,2 (30/44) 0(0/8)
heterogena 62,5 (20/32) 16,7 (2/12) 40 (2/5) 0(0/3) 22,7 (10/44) 0(0/8)
AC CD45 obr (%) (n=32) (n=12) (n=5) (n=3) (n=44) (n=8)
nizak 50 (16/32) 25 (3/12) 20 (1/5) 0(0/3) 18,2 (8/44) 87,5 (7/8)
srednji 50 (16/32) 66,7 (8/12) 0(0/5) 33,3 (1/3) 31,8 (14/44) 12,5 (1/8) 0,000
visok 0(0/32) 8,3 (1/12) 20 (1/5) 66,7 (2/3) 25 (11/44) 0(0/8)
heterogen 0(0/32) 0(0/12) 60 (3/5) 0(0/3) 25 (11/44) 0(0/8)
CD34* pop. ks (n=30) (n=12) (n=4) (n=3) (n=42) (n=7)
x+SD (% NC) 16,35 + 20,65 33,75+ 20,21 45,50 + 31,67 21,07 £ 25,86 7,92 £ 14,95 50,71+ 28,11 0,000
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Me (opseg) 6(0,14 - 78) 34,5 (4-63) 54 (1-73) 13 (0,2 - 50) 0,6 (0-70) 43 (0- 84)
CD117* pop. ks (n=30) (n=12) (n=4) (n=3) (n=42) (n=7)
X % SD (% NC) 59,83 £ 25,04 23,00 £ 16,25 43,25+ 23,01 27,47 £ 25,48 42,66 30,73 60,29 £ 15,86 0,003
Me (opseg) 65,5 (0,34 - 91) 20,5 (3 - 53) 50 (10 - 63) 31(0,4 - 51) 38 (0,62 - 89) 56 (42 - 84)
X B-prekursora ks (n=30) (n=12) (n=4) (n=3) (n=42) (n=7)
X £ SD (% NC) 0,14 £ 0,55 0,15+0,37 0,03 £ 0,06 0,00 £ 0,00 0,09 £0,39 0,00 £ 0,00 0,566
Me (opseg) 0(0-3) 0(0-1,28) 0(0-0,11) 0(0-2,53)
Li ks (n=30) (n=12) (n=4) (n=3) (n=42) (n=7)
X % SD (% NC) 13,97 +12,97 15,92 + 13,28 575%4,11 6,33+7,51 6,71+ 7,46 7,29 £ 3,35 0,007
Me (opseg) 7,5 (3 - 49) 12 (4 - 43) 5(2-11) 2(2-15) 4(1-34) 8(3-12)
Gr prek. ks (n=26) (n=12) (n=4) (n=3) (n=41) (n=7)
% % SD (% NC) 8,02 11,99 42,83 24,16 20,00 t 8,76 17,67 + 19,14 13,37 + 14,15 20,43 + 16,40 0,000
Me (opseg) 5(0,4 - 61) 44 (6 - 82) 23,5(7 - 26) 12 (2 -39) 9(1-61) 21 (2 -48)
Eo prek. ks (n=9) (n=7) (n=3) (n=2) (n=17) (n=6)
x +SD (% NC) 0,77 £0,91 2,24 +2,30 6,6315,12 0,94 + 0,09 0,79 +£0,63 1,62+1,53 0,050
Me (opseg) 0,35(0,16 - 2,8) 1(0,6-7) 7,9 (1-11) 0,9 (0,87 -1) 0,7(0,2-2,7) 1,2(0,3-4)
Mono prek. ks (n=28) (n=12) (n=4) (n=3) (n=42) (n=7)
X % SD (% NC) 2,38+1,98 2,70+ 1,69 28,00+ 12,78 40,67 £ 35,70 28,72 +£30,91 10,76 £ 10,33 0,000
Me (opseg) 1,8 (0,16 - 7) 2,45(0,9-7) 22,5 (20 - 47) 45 (3 -74) 13 (0,17 - 95) 8,3 (4-33)
Eritro prek. ks (n=18) (n=7) (n=2) (n=1) (n=24) (n=7)
X £ SD (% NC) 7,39+ 8,45 12,93 + 20,73 8,50+9,19 2,00 £ 0,00 5,06 + 10,33 9,71+14,91 0,446
Me (opseg) 4(1-32) 2(1-57) 8,5(2-15) 2(1-52) 5(1-43)

Skracéenice: AC, atipi¢ne celije; Gr, granulocitni; Eritro, eritrocitni; Mono, monocitni; ks, kostna srz; Li, limfociti; Me, medijana; pk, periferna krv; pop.,
populacija; SD, standardna devijacija; SSC, ¢elijska granulacija; x, prosecna vrednost.

Tabela 37. Razliciti aspekti ekspresije ranih linijski nespecifi¢nih i ranih mijelomonocitnih hLDM na populaciji blasta AML-RGP

hLDM AML sa t(15;17) AML sa t(8;21) AMI;(S:‘GI-T(I;()W/ AML sa t(v;11g23) AML sa NPM1mut AML sa CEBPAMUt b1/p2
n=32 n=12 n-’5 n=3 n=44 n=8

CD11a (% LC) (n=28) (n=6) (n=2) (n=2) (n=19) (n=2) 0,000

£ (%) 21,4 (6/28) 100 (6/6) 100 (2/2) 100 (2/2) 84,2 (16/19) 100 (2/2) 0,000

294




X + SD (% LC) 12,89 + 14,86 56,33 £ 26,17 88,50+ 2,12 98,50+ 0,71 60,84 £ 33,34 87,50+ 10,61
Me (opseg) 7,5 (1 - 65) 46,5 (34 - 96) 88,5 (87 - 90) 98,5 (98 - 99) 69 (5 - 100) 87,5 (80 - 95)
CD11a obr f (%) (n=6) (n=6) (n=2) (n=2) (n=16) (n=2)
nizak 100 (6/6) 50 (3/6) 0(0/2) 0(0/2) 37,5 (6/16) 50 (1/2)
srednji 0(0/6) 16,7 (1/6) 0(0/2) 0(0/2) 6,2 (1/16) 0(0/2) 0,155
visok 0(0/6) 0(0/6) 50 (1/2) 100 (2/2) 37,5 (6/16) 0(0/2)
heterogen 0(0/6) 33,3 (2/6) 50 (1/2) 0(0/2) 18,8 (3/16) 50 (1/2)
cD38 (% LC) (n=24) (n=8) (n=2) (n=1) (n=25) (n=3)
£ (%) 87,5 (21/24) 100 (8/8) 100 (2/2) 100 (1/1) 100 (25/25) 100 (3/3) 0,402
X £SD (% LC) 55,00 + 27,21 95,88 +2,48 97,00 + 2,83 98,00 + 0,00 91,08 + 16,66 97,67 £1,53 0,000
Me (opseg) 59 (8 - 96) 96,5 (91 - 98) 97 (95 - 99) 97 (21 - 100) 98 (96 - 99)
CD38 obr f (%) (n=21) (n=8) (n=2) (n=1) (n=25) (n=3)
nizak 81(17/21) 0(0/8) 0(0/2) 0(0/1) 16 (4/25) 0(0/3)
srednji 19 (4/21) 62,5 (5/8) 50 (1/2) 0(0/1) 40 (10/25) 33,3 (1/3) 0,001
visok 0(0/21) 37,5 (3/8) 50 (1/2) 100 (1/1) 40 (10/25) 66,7 (2/3)
heterogen 0(0/21) 0(0/8) 0(0/2) 0(0/1) 4 (1/25) 0(0/3)
cD123 (% LE) (n=17) (n=6) (n=2) (n=2) (n=20)
£ (%) 100 (17/17) 100 (6/6) 100 (2/2) 100 (2/2) 90 (18/20) 0,588
X % SD (% LC) 63,76 + 25,37 47,00 £ 25,74 75,50 £ 21,92 87,00 £ 4,24 72,60 £ 25,89 / 0,228
Me (opseg) 66 (31 - 98) 40,5 (23 -92) 75,5 (60 - 91) 87 (84 - 90) 82 (8-98)
CD123 obr f (%) (n=17) (n=6) (n=2) (n=2) (n=18)
nizak 58,8 (10/17) 83,3 (5/6) 50 (1/2) 0(0/2) 22,2 (4/18)
srednji 17,6 (3/17) 16,7 (1/6) 0(0/2) 100 (2/2) 50 (9/18) / 0,109
visok 23,5 (4/17) 0(0/6) 50 (1/2) 0(0/2) 16,7 (3/18)
heterogen 0(0/17) 0(0/6) 0(0/2) 0(0/2) 11,1(2/18)
CD135 (% LC) (n=18) (n=7) (n=1) (n=1) (n=24) (n=2)
£ (%) 66,7 (12/18) 100 (7/7) 100 (1/1) 100 (1/1) 100 (24/24) 100 (2/2) 0,022
X = SD (% LC) 46,94 + 34,16 68,00 £ 22,72 32,00+ 0,00 87,00 £ 0,00 86,42 + 13,09 74,00 £ 33,94 0,001
Me (opseg) 55 (2-98) 77 (36-91) 90,5 (49 - 99) 74 (50 - 98)
CD135 obr f (%) (n=12) (n=7) (n=1) (n=1) (n=24) (n=2)
nizak 66,7 (8/12) 71,4 (5/7) 100 (1/1) 0(0/1) 33,3 (8/24) 50 (1/2)
srednji 33,3 (4/12) 28,6 (2/7) 0(0/1) 100 (1/1) 29,2 (7/24) 50 (1/2) 0,495
visok 0(0/5) 0(0/7) 0(0/1) 0(0/1) 16,7 (4/24) 0(0/2)
heterogen 0(0/5) 0(0/7) 0(0/1) 0(0/1) 20,8 (5/24) 0(0/2)
cD71 (% LC) (n=13) (n=2) (n=2) (n=3) (n=22) (n=5)
f(%) 92,3 (12/13) 100 (2/2) 100 (2/2) 100 (3/3) 95,5 (21/22) 100 (5/5) 0,969
X % SD (% LC) 49,85 + 23,42 67,50+ 2,12 32,50+9,19 85,00+ 12,12 69,36 + 24,23 83,40 £ 16,01 0,001
Me (opseg) 48 (8 - 82) 67,5 (66 - 69) 32,5 (26 - 39) 83 (74 - 98) 77,5 (7 - 96) 92 (61-97)
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CD71 obr f (%) (n=12) (n=2) (n=2) (n=3) (n=21) (n=5)
nizak 91,7 (11/12) 100 (2/2) 100 (2/2) 100 (3/3) 90,5 (19/21) 80 (4/5)
srednji 8,3 (1/12) 0(0/2) 0(0/2) 0(0/3) 9,5 (2/21) 20 (1/5) 0,918
visok 0(0/12) 0(0/2) 0(0/2) 0(0/3) 0(0/21) 0(0/5)
heterogen 0(0/12) 0(0/2) 0(0/2) 0(0/3) 0(0/21) 0(0/5)
HLA-DR (% LC) (n=32) (n=12) (n=5) (n=3) (n=44) (n=8)
£ (%) 9,4 (3/32) 100 (12/12) 100 (5/5) 100 (3/3) 79,5 (35/44) 100 (8/8) 0,000
X = SD (% LC) 7,41+£11,42 84,42 £ 19,90 93,40 £ 3,13 90,33 +£12,50 69,14 £+ 35,55 88,50 £ 15,18 0,000
Me (opseg) 2,5(0-57) 88,5 (26 - 100) 94 (88 - 96) 96 (76 - 99) 86 (1 - 100) 93 (52 - 100)
HLA-DR obr f (%) (n=3) (n=12) (n=5) (n=3) (n=35) (n=8)
nizak 0(0/3) 0(0/12) 0(0/5) 0(0/3) 2,9 (1/35) 0(0/8) 0,544
srednji 0(0/3) 0(0/12) 20 (1/5) 0(0/3) 8,6 (3/35) 12,5 (1/8)
visok 0(0/3) 50 (6/12) 60 (3/5) 100 (3/3) 51,4 (18/35) 75 (6/8)
heterogen 100 (3/3) 50 (6/12) 20 (1/5) 0(0/3) 37,1 (13/35) 12,5(1/8)
CcD34 (% LC) (n=32) (n=12) (n=5) (n=3) (n=44) (n=8)
(%) 56,3 (18/32) 100 (12/12) 80 (4/5) 66,7 (2/3) 27,3 (12/44) 87,5 (7/8) 0,000
X % SD (% LC) 24,34 + 26,25 80,83 £ 21,48 74,60 £ 39,40 33,33+37,87 12,02 £ 19,59 80,63 £ 33,94 0,000
Me (opseg) 11,5 (1 - 86) 89,5 (35 - 97) 93 (5 - 99) 24 (1-75) 4(1-89) 95 (1-99)
CD34 obr f (%) (n=18) (n=12) (n=4) (n=2) (n=12) (n=7)
nizak 0(0/18) 0(0/12) 0(0/4) 0(0/2) 8,3 (1/12) 0(0/7)
srednji 0(0/18) 0(0/12) 0(0/4) 50 (1/2) 8,3 (1/12) 0(0/7) 0,000
visok 5,6 (1/18) 66,7 (8/12) 50 (2/4) 0(0/2) 16,7 (2/12) 85,7 (6/7)
heterogen 94,4 (17/18) 33,3 (4/12) 50 (2/4) 50 (1/2) 66,7 (8/12) 14,3 (1/7)
CD117 (% LC) (n=32) (n=12) (n=5) (n=3) (n=44) (n=8)
f(%) 96,9 (31/32) 100 (12/12) 100 (5/5) 66,7 (2/3) 81,8 (36/44) 100 (8/8) 0,079
X £SD (% LC) 62,84 + 23,39 70,08 + 18,71 68,80 + 30,48 43,67 + 44,38 58,66 + 34,80 90,88 + 12,11 0,022
Me (opseg) 70 (1-90) 73 (29 - 93) 75 (17 - 98) 37(3-91) 71(2-97) 95 (63 - 100)
CD117 obr f (%) (n=31) (n=12) (n=5) (n=2) (n=36) (n=8)
nizak 51,6 (16/31) 8,3 (1/12) 0(0/5) 0(0/2) 19,4 (7/36) 0(0/8)
srednji 19,4 (6/31) 0(0/12) 20 (1/5) 0(0/2) 27,8 (10/36) 25 (2/8) 0,002
visok 19,4 (6/31) 25 (3/12) 40 (2/5) 50 (1/2) 22,2 (8/36) 62,5 (5/8)
heterogen 9,7% (3/31) 66,7% (8/12) 40% (2/5) 50% (1/2) 30,6% (11/36) 12,5% (1/8)
cD13 (% LC) (n=32) (n=12) (n=5) (n=3) (n=44) (n=8)
f (%) 100 (32/32) 100 (12/12) 100 (5/5) 100 (3/3) 95,5 (42/44) 100 (8/8) 0,734
X £SD (% LC) 79,28 £ 17,46 63,58 + 20,50 88,80 + 14,69 71,67 +41,31 69,43 + 27,52 84,25 + 11,62 0,115
Me (opseg) 82 (24 - 100) 67 (36 - 92) 96 (64 - 100) 94 (24 - 97) 80,5 (3 - 99) 88 (60 - 97)
CD13 obr f (%) (n=32) (n=12) (n=5) (n=3) (n=42) (n=8)
nizak 15,6 (5/32) 58,3 (7/12) 0(0/5) 0(0/3) 14,3 (6/42) 25 (2/8)
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srednji 28,1(9/32) 16,7 (2/12) 20 (1/5) 0(0/3) 11,9 (5/42) 62,5 (5/8) 0,005
visok 28,1(9/32) 0(0/12) 60 (3/5) 66,7 (2/3) 38,1 (16/42) 12,5 (1/8)
heterogen 28,1(9/32) 25 (3/12) 20 (1/5) 33,3(1/3) 35,7 (15/42) 0(0/8)
cD33 (% LC) (n=31) (n=12) (n=5) (n=3) (n=43) (n=8)
£ (%) 100 (31/31) 100 (12/12) 100 (5/5) 100 (3/3) 100 (43/43) 100 (8/8) /
X + SD (% LC) 93,03 £ 13,67 68,58 £ 20,61 84,20 £ 23,76 98,33 £ 0,58 93,30+ 15,51 89,38 £ 16,54 0,000
Me (opseg) 97 (28 - 100) 73,5(30-92) 93 (42 - 98) 98 (98 - 99) 98 (25 - 100) 95 (49 - 99)
CD33 obr f (%) (n=31) (n=12) (n=5) (n=3) (n=43) (n=8)
nizak 6,5 (2/31) 41,7 (5/12) 20 (1/5) 0(0/3) 9,3 (4/43) 12,5 (1/8)
srednji 16,1 (5/31) 41,7 (5/12) 20 (1/5) 0(0/3) 7 (3/43) 50 (4/8) 0,000
visok 77,4 (24/31) 0(0/12) 40 (2/5) 100 (3/3) 81,4 (35/43) 37,5 (3/8)
heterogen 0(0/31) 16,7 (2/12) 20 (1/5) 0(0/3) 2,3 (1/43) 0(0/8)
cMPO (% LC) (n=31) (n=12) (n=5) (n=3) (n=43) (n=8)
£ (%) 100 (31/31) 100 (12/12) 100 (5/5) 33,3 (1/3) 86 (37/43) 87,5 (7/8) 0,002
% % SD (% LC) 89,77 + 12,02 66,50 + 29,15 65,00 + 32,73 10,67 + 14,22 40,98 + 29,74 81,25 + 33,97 0,000
Me (opseg) 97 (56 - 100) 70,5 (13 - 98) 78 (27 - 97) 4(1-27) 42 (1-98) 97 (1-98)
c¢MPO obr f (%) (n=31) (n=12) (n=5) (n=1) (n=37) (n=7)
nizak 22,6 (7/31) 58,3 (7/12) 0(0/5) 0(0/1) 54,1 (20/37) 0(0/7)
srednji 22,6 (7/31) 25 (3/12) 40 (2/5) 0(0/1) 8,1 (3/37) 14,3 (1/7) 0,000
visok 48,4 (15/31) 8,3 (1/12) 0(0/5) 0(0/1) 5,4 (2/37) 71,4 (5/7) ’
heterogen 6,5 (2/31) 8,3 (1/12) 60 (3/5) 100 (1/1) 32,4 (12/37) 14,3 (1/7)
cLizozim (% LC) (n=15) (n=5) (n=1) (n=16)
£ (%) 80 (12/15) 40 (2/5) / 100 (1/1) 81,2 (13/16) / 0,241
X £SD (% LC) 22,33 +15,55 11,40+ 6,02 97,00 £ 0,00 56,31+ 37,09 0,013
Me (opseg) 18 (1-54) 9 (5-20) 60,5 (3 -99)
cLizozim obr f (%) (n=12) (n=2) (n=1) (n=13)
nizak 0(0/12) 0(0/2) 0(0/1) 15,4 (2/13)
srednji 0(0/12) 0(0/2) / 0(0/1) 23,1(3/13) / 0,015
visok 0(0/12) 0(0/2) 100 (1/1) 38,5 (5/13)
heterogen 100 (12/12) 100 (2/2) 0(0/1) 23,1(3/13)

Skracenice: f, ucestalost ekspresije molekula; LC, leukemijske celije; Me, medijana; obr, obrazac; SD, standardna devijacija; X, prose¢na vrednost; p1
vrednost, odnosi se na ucestalost karakteristike; p2 vrednost, osnosi se na prosecnu vrednost karakteristike.
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Tabela 38. Razliciti aspekti ekspresije kasnih mijelomonocitnih hLDM na populaciji blasta suptipova AML-RGP

AML sa t(15;17)

AML sa t(8;21)

AML sa inv(16)/

AML sa (v;11q23)

AML sa NPM1mut

AML sa CEBPAMut

hLDM n=32 n=12 t(lnﬁ=,;6) n=3 n=44 n=8 P1/P2
999¢CD68 (% LC) (n=12) (n=5) (n=2) (n=2) (n=18) (n=2)
(%) 100 (12/12) 100 (5/5) 100 (2/2) 100 (2/2) 100 (18/18) 100 (2/2) /
X % SD (% LC) 94,00 £ 5,66 80,00+ 17,71 97,00+ 1,41 98,50+0,71 89,50 + 14,18 97,50+0,71 0,133
Me (opseg) 97 (82 - 99) 88 (49 - 92) 97 (96 - 98) 98,5 (98 - 99) 96 (53 - 100) 97,5 (97 - 98)
cCD68 obrazac (n=12) (n=5) (n=2) (n=2) (n=18) (n=2)
nizak 0(0/12) 40 (2/5) 0(0/2) 0(0/2) 22,2 (4/18) 0(0/2)
srednji 25 (3/12) 40 (2/5) 0(0/2) 0(0/2) 5,6 (1/18) 50 (1/2) 0,287
visok 33,3 (4/12) 0(0/5) 50 (1/2) 100 (2/2) 38,9 (7/18) 0(0/2)
heterogen 41,7 (5/12) 20 (1/5) 50 (1/2) 0(0/2) 33,3 (6/18) 50 (1/2)
CD15 (% LC) (n=32) (n=11) (n=5) (n=3) (n=44) (n=8)
f(%) 18,8 (6/32) 36,4 (4/11) 100 (5/5) 33,3 (1/3) 56,8 (25/44) 62,5 (5/8) 0,002
X £SD (% LC) 10,06 + 11,89 26,00 + 20,47 45,00 £ 17,36 33,33+38,21 36,80 + 33,64 29,25 + 25,60 0,001
Me (opseg) 5(1-45) 18 (5 - 55) 45 (21 - 70) 17 (6 - 77) 23,5 (1-97) 25,5 (1 - 66)
CD15 obrazac (n=6) (n=4) (n=5) (n=1) (n=25) (n=5)
nizak 66,7 (4/6) 25 (1/4) 20 (1/5) 0(0/1) 12 (3/25) 60 (3/5)
srednji 0 (0/6) 0(0/4) 20 (1/5) 0(0/1) 32 (8/25) 0 (0/5) 0,052
visok 0(0/6) 0(0/4) 0(0/5) 100 (1/1) 20 (5/25) 0(0/5)
heterogen 33,3 (2/6) 75 (3/4) 60 (3/5) 0(0/1) 36 (9/25) 40 (2/5)
CD11b (% LC) (n=32) (n=11) (n=5) (n=3) (n=44) (n=8)
f(%) 9,4 (3/32) 0(0/11) 60 (3/5) 100 (3/3) 54,5 (24/44) 12,5 (1/8) 0,000
x +SD (% LC) 9,88 £16,17 7,45+ 4,89 29,40 £30,11 60,00 £+ 34,77 40,45 35,44 9,25+12,28 0,000
Me (opseg) 5,5 (1 - 90) 6(2-16) 24 (6 - 81) 55 (28 - 97) 27 (1-97) 6(2-39)
CD11b obrazac (n=3) (n=3) (n=3) (n=24) (n=1)
nizak 100 (3/3) 0(0/3) 33,3 (1/3) 16,7 (4/24) 0(0/1)
srednji 0(0/3) / 0(0/3) 0(0/3) 4,2 (1/24) 0(0/1) 0,178
visok 0(0/3) 33,3 (1/3) 66,7 (2/3) 25 (6/24) 0(0/1)
heterogen 0(0/3) 66,7 (2/3) 0(0/3) 54,2 (13/24) 100 (1/1)
CD11c (% LC) (n=31) (n=11) (n=5) (n=3) (n=43) (n=8)
FO8) 3,2 (1/31) 27,3 (3/11) 80 (4/5) 100 (3/3) 74,4 (32/43) 37,5 (3/8) 0,000
x +SD (% LC) 297 +4,44 13,00+ 12,39 38,20 + 35,08 65,67 + 38,89 51,05 + 35,56 15,25 + 13,38 0’000
Me (opseg) 2 (1-25) 6(2-34) 25 (2-93) 84 (21-92) 45 (1-99) 10 (2 - 34) !
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CD11c obrazac (n=1) (n=3) (n=5) (n=3) (n=32) (n=3)
nizak 100 (1/1) 100 (3/3) 25(1/5) 33,3 (1/3) 34,4 (11/32) 100 (3/3)
srednji 0(0/1) 0(0/3) 0(0/5) 33,3 (1/3) 15,6 (5/32) 0(0/3) 0,498
visok 0(0/1) 0(0/3) 25(1/5) 33,3 (1/3) 25 (8/32) 0(0/3)
heterogen 0(0/1) 0(0/3) 50 (2/5) 0(0/3) 25 (8/32) 0(0/3)
cD4 (% LC) (n=27) (n=8) (n=5) (n=3) (n=43) (n=8)
(%) 25,9 (7/27) 50 (4/8) 80 (4/5) 100 (3/3) 65,1 (28/43) 12,5 (1/8) 0,002
X = SD (% LC) 13,96 + 10,70 26,75 £ 26,45 50,60 £ 32,42 67,67 £32,75 46,72 £ 34,70 7,25+14,13 0,000
Me (opseg) 11 (1-38) 19,5 (1 - 82) 45 (10 - 92) 78 (31-94) 46 (2 - 96) 2(0-42)
CD4 obrazac (n=7) (n=4) (n=4) (n=3) (n=28) (n=1)
nizak 100 (7/7) 75 (3/4) 50 (2/4) 33,3 (1/3) 42,9 (12/28) 100 (1/1)
sredniji 0(0/7) 25 (1/4) 50 (2/4) 33,3 (1/3) 50 (14/28) 0(0/1) 0,382
visok 0(0/7) 0 (0/4) 0 (0/4) 33,3 (1/3) 3,6 (1/28) 0(0/1)
heterogen 0(0/7) 0(0/4) 0(0/4) 0(0/3) 3,6 (1/28) 0(0/1)
CD64 (% LC) (n=29) (n=7) (n=5) (n=3) (n=43) (n=8)
f(%) 65,5 (19/29) 0(0/7) 80 (4/5) 66,7 (2/3) 60,5 (26/43) 50 (4/8) 0,039
X % SD (% LC) 27,93 +19,33 7,71 £ 4,07 39,60 + 24,24 61,33 £47,50 39,42 + 36,08 18,88 + 11,76 0,087
Me (opseg) 27 (1-72) 8(2-14) 34 (17 - 81) 82 (7 - 95) 25 (1-99) 20 (1 - 40)
CD64 obrazac (n=19) (n=4) (n=2) (n=26) (n=4)
nizak 100 (19/19) 25 (1/4) 0(0/2) 34,6 (9/26) 75 (3/4)
srednji 0(0/19) / 0 (0/4) 0(0/2) 3,8 (1/26) 25 (1/4) 0,000
visok 0(0/19) 75 (3/4) 100 (2/2) 46,2 (12/26) 0 (0/4)
heterogen 0(0/19) 0 (0/4) 0(0/2) 15,4 (4/26) 0 (0/4)
CcD36 (% LC) (n=31) (n=10) (n=5) (n=3) (n=44) (n=8)
f(%) 0(0/31) 10 (1/10) 60 (3/5) 66,7 (2/3) 40,9 (18/44) 0(0/8) 0,000
X £SD (% LC) 2,77 £2,97 6,20 £ 7,30 28,80 + 25,38 48,33 + 39,27 29,80 +31,76 8,38+ 5,07 0,000
Me (opseg) 2(1-12) 3,5(1-25) 20 (5 - 69) 43 (12 - 90) 13,5 (1 - 93) 8,5(2-17)
CD36 obrazac (n=1) (n=3) (n=2) (n=18)
nizak 100 (1/1) 33,3 (1/3) 0(0/2) 5,6 (1/18)
srednji / 0(0/1) 0(0/3) 0(0/2) 5,6 (1/18) / 0,203
visok 0(0/1) 0(0/3) 50 (1/2) 11,1 (2/18)
heterogen 0(0/1) 66,7 (2/3) 50 (1/2) 77,8 (14/18)
CD14 (% LC) (n=32) (n=12) (n=5) (n=3) (n=44) (n=8)
f(%) 0(0/32) 0(0/12) 40 (2/5) 33,3 (1/3) 20,5 (9/44) 0(0/8) 0,008
X £SD (% LC) 1,41+1,34 2,42 +£1,08 18,80 + 18,35 28,00 + 45,90 9,68 + 14,33 2,75+ 4,56 0,000
Me (opseg) 1(0-8) 2(1-4) 12 (2 - 49) 2(1-81) 2(1-55) 1(1-14)
CD14 obrazac (n=2) (n=1) (n=9)
nizak / / 0(0/2) 0(0/1) 0(0/9) / 0,065
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srednji 0(0/2) 0(0/1) 0(0/9)
visok 50 (1/2) 0(0/1) 0(0/9)
heterogen 50 (1/2) 100 (1/1) 100 (9/9)
CcD163 (% LC) (n=14) (n=1) / (n=1) (n=16) (n=1)
£ (%) 0(0/14) 0(0/1) 100 (1/1) 25 (4/16) 0(0/1) 0,046
X + SD (% LC) 1,00+ 0,39 1,00 £ 0,00 76,00 £ 0,00 12,38 +17,12 1,00 £ 0,00 0,012
Me (opseg) 1(0-2) 3,5(0-57)
CD163 obrazac (n=1) (n=4)
nizak 0(0/1) 50 (2/4)
srednji / / / 100 (1/1) 25 (1/4) / 0,392
visok 0(0/1) 0(0/4)
heterogen 0(0/1) 25 (1/4)

Skracenice: f, ucestalost ekspresije molekula; LC, leukemijske ¢elije; Me, medijana; obr, obrazac; SD, standardna devijacija; x, prose¢na vrednost; p1
vrednost, odnosi se na ucestalost karakteristike; p2 vrednost, osnosi se na prose¢nu vrednost karakteristike.

Tabela 39. Razliciti aspekti ektopi¢ne ekspresije limfoidnih hLDM na populaciji blasta suptipova AML-RGP

AML sa t(15;17)

AML sa t(8;21)

AML sa inv(16)/

AML sa (v;11q23)

AML sa NPM1mut

AML sa CEBPA™Mut

; P1/P2
hLDM n=32 n=12 t(1ns_,;6) n=3 n=44 n=8 /
cD2 (% LC) (n=32) (n=12) (n=5) (n=3) (n=44) (n=8)
(%) 34,4 (11/32) 8,3 (1/12) 20 (1/5) 33,3 (1/3) 0 (0/44) 0(0/8) 0,001
X + SD (% LC) 19,47 + 26,42 10,33 + 26,10 12,00 + 8,00 9,33+13,58 2,73+2,48 2,00+1,69 0,017
Me (opseg) 4(0-82) 2,5(1-93) 14 (2-22) 2(1-25) 1,5(1-10) 1,5(1-6)
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CD2 obrazac (n=11) (n=1) (n=1) (n=1)
nizak 90,9 (10/11) 100 (1/1) 100 (1/1) 100 (1/1)
srednji 9,1(1/11) 0(0/1) 0(0/1) 0(0/1) / / 0,961
visok 0(0/11) 0(0/1) 0(0/1) 0(0/1)
heterogen 0(0/11) 0(0/1) 0(0/1) 0(0/1)
CcD7 (% LC) (n=32) (n=12) (n=5) (n=3) (n=44) (n=8)
£(%) 0(0/32) 8,3 (1/12) 20 (1/5) 33,3(1/3) 20,5 (9/44) 87,5 (7/8) 0,000
X = SD (% LC) 1,72+1,67 6,251+9,12 11,60 + 19,84 33,33+£44,43 15,45 + 23,17 64,88 £ 30,16 0,000
Me (opseg) 1(0-7) 3(1-33) 3(1-47) 15 (1 - 84) 5(1-92) 77,5 (3 —89)
CD7 obrazac (n=1) (n=1) (n=1) (n=9) (n=7)
nizak 100 (1/1) 100 (1/1) 100 (1/1) 88,9 (8/9) 71,4 (5/7)
srednji / 0(0/1) 0(0/1) 0(0/1) 11,1 (1/9) 28,6 (2/7) 0,814
visok 0(0/1) 0(0/1) 0(0/1) 0(0/9) 0(0/7)
heterogen 0(0/1) 0(0/1) 0(0/1) 0(0/9) 0(0/7)
CD56 (% LC) (n=32) (n=12) (n=5) (n=3) (n=44) (n=8)
f(%) 18,8 (6/32) 50 (6/12) 20 (1/5) 33,3(1/3) 25 (11/44) 0(0/8) 0,176
X = SD (% LC) 14,44 + 26,42 38,75 +41,68 6,80 £ 10,26 32,67 £ 45,65 19,66 + 29,34 4,13 +5,59 0,108
Me (opseg) 2(0-92) 17,5 (1 - 99) 3(1-25) 12 (1 - 85) 6,5 (0 - 98) 1,5(1-17)
CD56 obrazac (n=6) (n=6) (n=1) (n=1) (n=11)
nizak 83,3 (5/6) 0(0/6) 100 (1/1) 0(0/1) 36,4 (4/11)
srednji 0(0/6) 0(0/6) 0(0/1) 100 (1/1) 9,1 (1/11) / 0,020
visok 16,7 (1/6) 66,7 (4/6) 0(0/1) 0(0/1) 27,3 (3/11)
heterogen 0(0/6) 33,3 (2/6) 0(0/1) 0(0/1) 27,3 (3/11)
CcD19 (% LC) (n=32) (n=12) (n=5) (n=3) (n=44) (n=8)
f (%) 0(0/32) 75 (9/12) 0 (0/5) 0(0/3) 6,8 (3/44) 0(0/8) 0,000
x = SD (% LC) 3,81 +4,60 41,83 +24,44 1,20+ 0,45 1,33+£0,58 5,14 £ 12,66 0,88 +£0,35 0,000
Me (opseg) 1,5(0- 18) 49,5 (1-75) 1(1-2) 1(1-2) 1(0-73) 1(0-1)
CD19 obrazac (n=9) (n=3)
nizak 44,4 (4/9) 100 (3/3)
srednji / 44,4 (4/9) / / 0(0/3) / 0,240
visok 0(0/9) 0(0/3)
heterogen 11,1 (1/9) 0(0/3)
CD22 (% LC) (n=32) (n=11) (n=5) (n=3) (n=42) (n=8)
f(%) 0(0/32) 9,1(1/11) 0(0/5) 0(0/3) 4,8 (2/42) 0(0/8) 0,644
x = SD (% LC) 1,41+1,19 6,55+ 7,05 2,60+1,52 6,00 £ 3,61 5,21+6,14 2,13+2,10 0,000
Me (opseg) 1(0-5) 4(1-25) 2(1-5) 5(3-10) 3(1-29) 1(1-7)
CD22 obrazac (n=1) (n=2)
nizak / 100 (1/1) / / 100 (2/2) / /
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srednji 0(0/1) 0(0/2)
visok 0(0/1) 0(0/2)
heterogen 0(0/1) 0(0/2)
cCD79a (% LC) (n=27) (n=12) (n=4) (n=3) (n=38) (n=7)
fle) 0(0/27) 33,3 (4/12) 0 (0/4) 0(0/3) 0(0/38) 0(0/7) 0.000
x = SD (% LC) 1,22+1,01 8,08 £ 8,30 1,00 £ 0,00 1,00 £ 0,00 1,29+1,52 2,14+ 3,18 O’OOO
Me (opseg) 1(0-4) 6 (1-30) 1(0-8) 1(0-9) !
cCD79a obrazac (n=4)
nizak 100 (4/4)
srednji / 0(0/4) / / / / /
visok 0(0/4)
heterogen 0(0/4)

Skracenice: f, ucestalost ekspresije molekula; LC, leukemijske ¢elije; Me, medijana; obr, obrazac; SD, standardna devijacija; x, prose¢na vrednost; p1
vrednost, odnosi se na ucestalost karakteristike; p2 vrednost, osnosi se na prose¢nu vrednost karakteristike.

Tabela 44. Demografske i klinicko-hematoloske karakteristike suptipova AML-NOS

Karakteristika AML sa AML AML AML AML AML AML
minimalnom dif. bez sazrevanja sa sazrevanjem Monoblastna Monocitna Mijelomonocitna Bazofilna P
n=9 n=15 n=37 n=15 n=19 n=38 n=2
Pol f (%) (n=9) (n=15) (n=37) (n=15) (n=19) (n=38) (n=2)
muski 66,7 (6/9) 66,7 (10/15) 64,9 (24/37) 66,7 (10/15) 52,6 (10/19) 44,7 (17/38) 100 (2/2) 0,386
enski 33,3 (3/9) 33,3 (5/15) 35,1 (13/37) 33,3 (5/15) 47,4 (9/19) 55,3 (21/38) 0(0/2)
Starost (n=9) (n=15) (n=37) (n=15) (n=19) (n=38) (n=2)
x + SD (god) 62,11+ 8,31 57,27 £ 14,26 53,57 £ 14,88 57,87 £12,56 51,37 +12,69 54,47 + 13,16 67,00 £ 7,07 0,317
Me (opseg) 62 (49 - 76) 56 (24 - 84) 57 (19 - 74) 60 (36 - 76) 54 (19 - 67) 58,5 (22 - 78) 67 (62 -72)
> 60 god. f(%) 55,6 (5/9) 33,3 (5/15) 45,9 (17/37) 53,3 (8/15) 31,6 (6/19) 39,5 (15/38) 100 (2/2) 0.447
Le (n=9) (n=15) (n=37) (n=15) (n=19) (n=38) (n=2)
x * SD (x10%/1) 8,99 + 14,75 26,56 £ 36,77 27,30 £ 48,15 37,25 £ 56,60 104,38 +72,43 47,42 + 88,08 2,45+1,20 0,000
Me (opseg) 2(0,8-41,0) 4,1(0,7-122,9) 6,2 (0,7 - 215,0) 8,4 (1,3-202,3) 104 (1,9 - 206,4) 15,9 (1,1 -375,2) 2,45 (1,6 - 3,3)
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Le nivo f (%) (n=9) (n=15) (n=37) (n=15) (n=19) (n=38) (n=2)
snizen 77,8 (7/9) 46,7 (7/15) 45,9 (17/37) 26,7 (4/15) 5,3 (1/19) 13,2 (5/38) 100 (2/2) 0,000
povien 22,2 (2/9) 46,7 (7/15) 45,9 (17/37) 46,7 (7/15) 89,5 (17/19) 60,5 (23/38) 0(0/2)
Tr (n=9) (n=15) (n=37) (n=15) (n=19) (n=38) (n=2)
x + SD (x10%/1) 53,00 £ 60,05 58,60 + 54,65 71,57 £ 57,85 73,40 £ 51,72 69,63 £ 44,03 81,00 £ 74,63 41,00 £ 15,56 0,596
Me (opseg) 23(9-183) 40 (1 - 157) 53 (5-211) 72 (4 - 162) 57 (16 - 190) 59,5 (4 - 402) 41 (30-52)
Tr nivo (n=9) (n=15) (n=37) (n=15) (n=19) (n=38) (n=2)
snizen f(%) 88,9 (8/9) 86,7 (13/15) 86,5 (32/37) 93,3 (14/15) 89,5 (17/19) 86,8 (33/38) 100 (2/2) 0,990
Hb (n=9) (n=15) (n=37) (n=15) (n=19) (n=38) (n=2)
x £ SD (g/l) 96,00 + 10,74 90,20 + 19,76 93,32 +17,20 94,93 + 22,99 99,84 + 19,14 90,79 + 15,65 99,00 + 4,24 0,634
Me (opseg) 97 (78 - 108) 95 (57 - 127) 92 (65 - 138) 88 (52 - 138) 94 (71 - 137) 89,5 (46 - 122) 99 (96 - 102)
Hb nivo (n=9) (n=15) (n=37) (n=15) (n=19) (n=38) (n=2)
snizen f (%) 100 (9/9) 93,3 (14/15) 89,2 (33/37) 86,7 (13/15) 89,5 (17/19) 97,4 (37/38) 100 (2/2) 0,701
Blasti pk (n=8) (n=14) (n=37) (n=15) (n=19) (n=38) (n=2)
x +SD (% Le) 24,88 + 36,09 46,79 + 40,54 34,32 +28,81 40,80 + 29,52 67,79 £ 33,64 32,53+ 26,90 27,50 + 3,54 0,004
Me (opseg) 4,5(0-92) 40,5 (0-98) 37 (0 - 85) 30(0-92) 88 (11 - 96) 28,5 (0 - 96) 27,5 (25 - 30)
Blasti ks (n=9) (n=15) (n=37) (n=15) (n=19) (n=38) (n=2)
X + SD (% NC) 76,00 £ 19,33 80,00 + 16,92 54,76 + 24,05 65,33 £ 21,50 78,95+ 12,34 63,76 £ 18,21 76,00 £ 2,83 0,000
Me (opseg) 80 (44 - 96) 86 (43 - 97) 58 (19 - 94) 62 (32 - 96) 79 (48 - 95) 68,5 (20 - 90) 76 (74 - 78)
LDH (n=5) (n=11) (n=27) (n=9) (n=6) (n=25)
x £ SD (U/1) 606,7 £343,4 1984,6 + 1708,9 1345,6 + 1419,3 724,4 £ 475,6 1499,0 + 596,4 1231,6 + 1808,8 / 0,148
Me (opseg) 588 (273 - 959) 1718 (234 - 4950) 829 (315 - 5523) 679 (231 -1678) 1423 (767- 2378) 904 (150 - 9144)
LDH nivo f(%) (n=5) (n=11) (n=27) (n=9) (n=6) (n=25) (n=1)
povien 40 (2/5) 54,5 (6/11) 66,7 (18/27) 55,6 (5/9) 83,3 (5/6) 68 (17/25) 0(0/1) 0,559
Limfadenopatija (n=7) (n=11) (n=29) (n=12) (n=8) (n=29) (n=2)
Prisutna (%) 0(0/7) 0(0/11) 6,9 (2/29) 0(0/12) 25 (2/8) 20,7 (6/29) 0(0/2) 0,154
Hepatosplenome. (n=7) (n=11) (n=29) (n=12) (n=8) (n=29) (n=2)
Prisutna f(%) 0(0/7) 27,3 (3/11) 10,3 (3/29) 16,7 (2/12) 50 (4/8) 27,6 (8/29) 50 (1/2) 0,128

Skracenice: Hb, hemoglobin; ks, kostna

trombociti; x, prosetna vrednost.

srz; LDH, laktat dehidrogenaza; Le, leukociti; Me, medijana; pk, periferna krv; SD, standardna devijacija; Tr,
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Tabela 45. Zastupljenost imunoloski definisanih populacija celija u ks bolesnika sa AML-NOS

Karakteristika ' .AML sa ' AML ' AML ) AML AM% ) AML . AM.L
minimalnom dif. bez sazrevanja sa sazrevanjem Monoblastna Monocitna Mijelomonocitna Bazofilna P
n=9 n=15 n=37 n=15 n=19 n=38 n=2
AC CD45/ssC (n=9) (n=15) (n=37) (n=15) (n=19) (n=38) (n=2)
X + SD (%NC) 62,56 + 26,13 79,14 £ 12,42 46,36 + 23,58 62,75+ 21,51 85,78 £ 10,11 60,03 £ 21,42 70,50 £ 4,95 0,000
Me (opseg) 55 (28 - 93) 80 (51 - 97) 43 (17 - 93) 59,5 (26 - 93) 88 (55 - 97) 61 (20 - 96) 70,5 (67 - 74)
AC CD45 obr (%) (n=9) (n=15) (n=37) (n=15) (n=19) (n=38) (n=2)
nizak 66,7 (6/9) 40 (6/15) 48,6 (18/37) 13,3 (2/15) 0(0/19) 2,6 (1/38) 0(0/2)
srednji 22,2 (2/9) 53,3 (8/15) 40,5 (15/37) 46,7 (7/15) 15,8 (3/19) 34,2 (13/38) 0(0/2) 0,000
visok 0(0/9) 6,7 (1/15) 8,1(3/37) 20 (3/15) 68,4 (13/19) 23,7 (9/38) 50(1/2)
heterogen 11,1 (1/9) 0(0/15) 2,7 (1/37) 20 (3/15) 15,8 (3/19) 39,5 (15/38) 50 (1/2)
AC SSC f(%) (n=9) (n=15) (n=37) (n=15) (n=19) (n=38) (n=2)
niska 77,8 (7/9) 66,7 (10/15) 56,8 (21/37) 86,7 (13/15) 5,3 (1/19) 21,1 (8/38) 100 (2/2)
srednja 22,2 (2/9) 20 (3/15) 29,7 (11/37) 0(0/15) 73,7 (14/19) 47,4 (18/38) 0(0/2) 0,000
heterogena 0(0/9) 13,3 (2/15) 13,5 (5/37) 13,3 (2/15) 21,1 (4/19) 31,6 (12/38) 0(0/2)
CD34* pop. (n=9) (n=15) (n=37) (n=15) (n=19) (n=38) (n=2)
X % SD (% NC) 56,89 £ 31,36 61,10+ 30,48 34,20+ 24,41 57,67 £ 18,65 7,24 +12,43 25,11+ 20,01 65,50+ 12,02 0,000
Me (opseg) 54 (1-93) 70 (0 - 96) 27,5(0-91) 54,5 (23 - 88) 1,05 (0 - 42) 23 (0 - 60) 65,5 (57 - 74)
CD117* pop. (n=9) (n=15) (n=37) (n=15) (n=19) (n=38) (n=2)
x = SD (% NC) 53,67 £ 24,58 76,14 £ 11,44 38,33+£19,48 45,69 + 19,59 13,78 + 14,02 29,28 +£18,03 46,50 + 6,36 0,000
Me (opseg) 53 (17 - 85) 76,5 (50 - 96) 35,5 (15-91) 49 (9-77) 5,3 (0-38) 28 (0-75) 46,5 (42 - 51)
2 B prekursori (n=9) (n=14) (n=36) (n=12) (n=18) (n=37)
X + SD (% NC) 0,08 +0,11 0,11+0,20 0,17 +£0,32 0,26 £ 0,53 0,10+ 0,28 0,34+1,44 / 0,656
Me (opseg) 0(0-0,32) 0(0-0,72) 0(0-1,33) 0(0-1,52) 0(0-1,16) 0(0-8,82)
Limfociti (n=9) (n=14) (n=36) (n=12) (n=18) (n=37) (n=2)
X + SD (% NC) 23,33+19,31 7,79 £5,28 14,53 + 15,83 16,08 +17,61 6,22 +5,99 9,11 +£9,64 20,5+2,12 0,043
Ne (opseg) 15 (4 - 55) 6,5 (1-19) 7(1-60) 8(3-59) 3,5(2-25) 5(1-41) 20,5 (19 - 22)
Gr prekursori (n=9) (n=14) (n=35) (n=12) (n=18) (n=37) (n=2)
X £ SD (% NC) 10,11+ 10,12 8,36+ 7,20 34,29 + 20,88 15,50 + 13,36 6,39 £ 5,02 25,78 + 16,23 4,50 + 3,54 0,000
Me (opseg) 5(2-32) 7,5 (1-25) 27 (4-72) 10 (1 - 38) 5(1-15) 21 (1-59) 4,50 (2-7)
Eozinofili (n=6) (n=8) (n=29) (n=8) (n=8) (n=16)
X + SD (% NC) 1,15+0,76 0,96 £ 0,74 1,50+1,28 1,33+0,83 0,70+ 0,28 4,56 + 4,82 / 0,006
Me (opseg) 1,2 (0,12 - 2,4) 0,8 (0,17 - 2,4) 1,2 (0,2 - 5,5) 1,4 (0,2 -2,8) 0,64 (0,4-1,1) 3,2 (0,24 - 19)
Mono prekursori (n=9) (n=14) (n=35) (n=12) (n=18) (n=36) (n=2)
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X + SD (% NC) 2,54 +4,70 3,11+ 3,46 5,20+5,16 9,25+7,77 69,78 £ 19,02 27,94 £+ 21,31 1,50+0,71 0,000
Me (opseg) 1(0,2 - 15) 1(0,3-11) 3(0,2-22) 6,5 (1 - 26) 69 (28 - 96) 20,5 (0,39 - 78) 1,50 (1-2)
Eritro prekursori (n=9) (n=10) (n=29) (n=8) (n=7) (n=31)
X = SD (% NC) 9,00 £11,54 8,35+ 6,88 13,26 £ 13,90 5,12+4,11 1,80+ 1,64 8,44 +7,87 / 0,016
Me (opseg) 5(1-31) 6 (0,5 - 20) 9(1-63) 5,5 (0,5 - 10) 1(0,5-5) 7(1-30)

Skracenice: AC, atipi¢ne celije; Gr, granulocitni; Eritro, eritrocitni; Mono, monocitni; ks, kostna srz; Li, limfociti; Me, medijana; pk, periferna krv; pop., populacija;
SD, standardna devijacija; SSC, éelijska granulacija; X, prosecna vrednost.
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Tabela 46. Razliciti aspekti ekspresije ranih linijski nespecificnih i ranih mijelomonocitnih hLDM na populaciji blasta AML-NOS

AML sa AML AML AML AML AML AML
hLDM minimal. dif. bez sazrevanja sa sazrevanjem monoblastna monocitna mijelomonocitna bazofilna pl/p2
n=9 n=15 n=37 n=15 n=19 n=38 n=2
CD11a (n=3) (n=5) (n=9) (n=6) (n=7) (n=19) (n=19)
(%) 100 (3/3) 100 (5/5) 88,9 (8/9) 100 (6/6) 100 (7/7) 89,5 (17/19) 100 (1/1) 0,867
X £ SD (% LC) 79,33 +19,76 66,60 * 26,35 64,22 + 24,26 88,17 +12,91 90,57 + 10,77 73,98 + 30,45 / 0,078
Me (opseg) 83 (58 - 97) 76 (21 - 85) 67 (18 - 96) 89,5 (66 - 100) 99 (77 - 99) 91 (4 - 98)
CD11a obr f (%) (n=3) (n=5) (n=8) (n=6) (n=7) (n=17) (n=1)
nizak 33,3 (1/3) 60 (3/5) 50 (4/8) 0(0/6) 0(0/7) 17,6 (3/17) 0(0/1)
srednji 33,3 (1/3) 0 (0/5) 12,5(1/8) 33,3 (2/6) 0(0/7) 11,8 (2/17) 0(0/1) 0,254
visok 33,3 (1/3) 20 (1/5) 12,5 (1/8) 50 (3/6) 85,7 (6/7) 41,2 (7/17) 100 (1/1)
heterogen 0(0/3) 20 (1/5) 25 (2/8) 16,7 (1/6) 14,3 (1/7) 29,4 (5/17) 0(0/1)
CD38 (n=5) (n=7) (n=17) (n=10) (n=9) (n=24) (n=2)
£(%) 100 (5/5) 100 (7/7) 100 (17/17) 100 (10/10) 100 (9/9) 100 (24/24) 100 (2/2) /
X £SD (% LC) 90,60 + 10,55 92,57 £11,91 83,82 + 18,28 86,70 + 18,86 94,78 £ 6,42 91,38 £9,56 86,50 + 13,44 0,507
Me (opseg) 95 (72 - 98) 97 (66 - 100) 92 (35-99) 95 (46 - 100) 97 (82 - 100) 93,5 (60 - 100) 86,5 (77 - 96)
CD38 obr f (%) (n=5) (n=7) (n=17) (n=10) (n=9) (n=24) (n=2)
nizak 60 (3/5) 28,6 (2/7) 58,8 (10/17) 30 (3/10) 11,1 (1/9) 29,2 (7/24) 100 (2/2)
srednji 20 (1/5) 42,9 (3/7) 23,5 (4/17) 40 (4/10) 55,6 (5/9) 25 (6/24) 0(0/2) 0,278
visok 20 (1/5) 28,6 (2/7) 17,6 (3/17) 20 (2/10) 22,2 (2/9) 45,8 (11/24) 0(0/2)
heterogen 0(0/5) 0(0/7) 0(0/17) 10 (1/10) 11,1 (1/9) 0(0/24) 0(0/2)
CD123 (n=5) (n=5) (n=10) (n=8) (n=7) (n=17) (n=2)
£(%) 100 (5/5) 100 (5/5) 100 (10/10) 100 (8/8) 100 (7/7) 100 (17/17) 100 (2/2) /
X +SD (% LC) 83,80+ 18,70 77,00 + 18,12 73,60 + 21,60 78,00 + 22,77 79,00 + 26,18 75,53 + 16,31 88,00 £ 9,90 0,798
Me (opseg) 89 (51-97) 82 (47 - 95) 81 (36 - 95) 88 (43 -99) 91 (23 -98) 82 (40 - 96) 88 (81 - 95)
CD123 obr f (%) (n=5) (n=5) (n=10) (n=8) (n=7) (n=17) (n=2)
nizak 40 (2/5) 80 (4/5) 50 (5/10) 37,5 (3/8) 0(0/7) 41,2 (7/17) 0% (0/2)
sredniji 40 (2/5) 0(0/5) 30 (3/10) 37,5 (3/8) 28,6 (2/7) 35,3 (6/17) 100% (2/2) 0,154
visok 20 (1/5) 20 (1/5) 0 (0/10) 0(0/8) 28,6 (2/7) 0(0/17) 0% (0/2)
heterogen 0(0/5) 0(0/5) 20 (2/10) 25 (2/8) 42,9 (3/7) 23,5 (4/17) 0% (0/2)
CD135 (n=5) (n=4) (n=13) (n=7) (n=5) (n=16) (n=2)
(%) 100 (5/5) 100 (4/4) 100 (13/13) 100 (7/7) 100 (5/5) 100 (16/16) 100 (2/2) /
X + SD (% LC) 89,20+ 7,10 78,50 £ 32,68 80,31 +21,25 84,86 t 15,25 88,80 + 10,96 75,69 £ 16,43 84,50 £ 4,95 0,425
Me(opseg) 88 (79 - 98) 93 (30-98) 91 (32-98) 87 (61 - 100) 89 (75 -81) 78,5 (38 -97) 84,5 (81 - 88)
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CD135 obr f (%) (n=5) (n=4) (n=13) (n=7) (n=5) (n=16) (n=2)
nizak 60 (3/5) 75 (3/4) 76,9 (10/13) 57,1 (4/7) 20 (1/5) 56,3 (9/16) 100 (2/2)
srednji 40 (2/5) 25 (1/4) 23,1(3/13) 28,6 (2/7) 40 (2/5) 18,8 (3/16) 0(0/2) 0,578
visok 0(0/5) 0(0/4) 0(0/13) 14,3 (1/7) 40 (2/5) 12,5 (2/16) 0(0/2)
heterogen 0(0/5) 0(0/4) 0(0/13) 0(0/7) 0(0/5) 12,5 (2/16) 0(0/2)
CD71 (n=6) (n=6) (n=19) (n=10) (n=15) (n=22) (n=22)
£(%) 100 (6/6) 72,7 (8/11) 100 (19/19) 100 (10/10) 93,3 (14/15) 100 (22/22) 100 (1/1) 0,018
X = SD (% LC) 84,50 £ 15,96 55,27 £ 34,58 70,58 £ 20,95 62,70 £ 25,27 63,60 £ 20,26 68,32 £ 14,13 / 0,294
Me (opseg) 91,5 (54 - 95) 58 (6 - 95) 70 (24 - 97) 69,5 (20 - 90) 65 (14 - 97) 68 (37 - 87)
CD71 obr f (%) (n=6) (n=8) (n=19) (n=10) (n=14) (n=22) (n=1)
nizak 66,7 (4/6) 75 (6/8) 84,2 (16/19) 90 (9/10) 92,9 (13/14) 86,4 (19/22) 100 (1/1)
srednji 16,7 (1/6) 12,5 (1/8) 0(0/19) 10 (1/10) 7,1 (1/14) 4,5 (1/22) 0(0/1) 0,826
visok 0(0/6) 0(0/8) 0(0/19) 0(0/10) 0(0/14) 0(0/22) 0(0/1)
heterogen 16,7 (1/6) 12,5(1/8) 15,8 (3/19) 0 (0/10) 0(0/14) 9,1(2/22) 0(0/1)
HLA-DR (n=9) (n=15) (n=37) (n=15) (n=19) (n=38) (n=2)
(%) 100 (9/9) 80 (12/15) 94,6 (35/37) 100 (15/15) 100 (19/19) 92,1 (35/38) 100 (2/2) 0,207
X = SD (% LC) 91,67 £ 14,75 72,93 £39,10 83,70 £ 21,92 86,00 £ 20,30 91,21 +£ 10,07 83,21 £ 26,12 98,00 £ 0,00 0,239
Me (opseg) 98 (54 - 100) 96 (1-99) 91 (3-99) 94 (32 - 99) 95 (63 - 99) 93 (1-99) 98 (98 - 98)
HLA-DR obrf(%) (n=9) (n=12) (n=35) (n=15) (n=19) (n=35) (n=2)
nizak 11,1 (1/9) 8,3 (1/12) 5,7 (2/35) 6,7 (1/15) 5,3 (1/19) 2,9 (1/35) 0(0/2)
srednji 0(0/9) 16,7 (2/12) 5,7 (2/35) 26,7 (4/15) 10,5 (2/19) 5,7 (2/35) 0(0/2) 0,594
visok 66,7 (6/9) 66,7 (8/12) 54,3 (19/35) 46,7 (7/15) 42,1 (8/19) 51,4 (18/35) 100 (2/2)
heterogen 22,2 (2/9) 8,3 (1/12) 34,3 (12/35) 20 (3/15) 42,1 (8/19) 40 (14/35) 0(0/2)
CD34 (n=9) (n=15) (n=37) (n=15) (n=19) (n=38) (n=2)
(%) 88,9 (8/9) 80 (12/15) 83,8 (31/37) 100 (15/15) 21,1 (4/19) 71,1 (27/38) 100 (2/2) 0,000
X £SD (% LC) 86,44 + 30,44 73,93 +39,93 70,95 + 36,12 87,80 + 15,37 9,84 + 15,26 46,68 + 34,37 95,50 + 3,54 0,000
Me (opseg) 98 (6 - 99) 95 (1 - 100) 93 (1-99) 95 (47 - 100) 3(1-48) 48,5 (1 - 96) 95,5 (93 - 98)
CD34 obr f (%) (n=8) (n=12) (n=31) (n=15) (n=4) (n=27) (n=2)
nizak 0(0/8) 0(0/12) 0(0/31) 0 (0/15) 0(0/4) 3,7(1/27) 0(0/2)
srednji 0(0/8) 0(0/12) 6,5(2/31) 0 (0/15) 0(0/4) 0(0/27) 0(0/2) 0,002
visok 100 (8/8) 91,7 (11/12) 74,2 (23/31) 60 (9/15) 0(0/4) 29,6 (8/27) 100 (2/2)
heterogen 0(0/8) 8,3 (1/12) 19,4 (6/31) 40 (6/15) 100 (4/4) 66,7 (18/27) 0(0/2)
CD117 (n=9) (n=15) (n=37) (n=15) (n=19) (n=38) (n=2)
(%) 100 (9/9) 93,3 (14/15) 100 (37/37) 100 (15/15) 52,6 (10/19) 92,1 (35/38) 100 (2/2) 0,000
X £SD (% LC) 87,89 +11,93 89,60 22,91 85,08 +12,63 79,00 + 23,68 22,47 £20,10 52,82 + 28,69 69,00 + 21,21 0,000
Me (opseg) 91 (62 - 98) 97 (8 - 100) 89 (49 - 98) 88 (23 - 98) 12 (1-73) 57,5(2-97) 69 (54 - 84)
CD117 obr f (%) (n=9) (n=14) (n=37) (n=15) (n=10) (n=35) (n=2)
nizak 11,1 (1/9) 0(0/14) 2,7 (1/37) 26,7 (4/15) 20 (2/10) 2,9 (1/35) 50 (1/2)
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srednji 44,4 (4/9) 7,1 (1/14) 27 (10/37) 13,3 (2/15) 10 (1/10) 17,1 (6/35) 50 (1/2) 0,001
visok 22,2 (2/9) 85,7 (12/14) 51,4 (19/37) 46,7 (7/15) 20 (2/10) 37,1 (13/35) 0(0/2)
heterogen 22,2 (2/9) 7,1 (1/14) 18,9 (7/37) 13,3 (2/15) 50 (5/10) 42,9 (15/35) 0(0/2)
CD13 (n=9) (n=15) (n=37) (n=15) (n=19) (n=38) (n=9)
£(%) 100 (9/9) 93,3 (14/15) 100 (37/37) 100 (15/15) 89,5 (17/19) 94,7 (36/38) 100 (2/2) 0,478
X + SD (% LC) 87,44 + 24,53 81,47 £ 28,33 89,27 £ 13,44 88,00 + 16,00 56,53 £ 26,22 70,24 £ 26,26 63,00 £31,11 0,000
Me (opseg) 96 (23 - 99) 94 (7 - 100) 95 (37 - 99) 93 (83 - 99) 62 (7 - 99) 80 (5 - 99) 63 (41 - 85)
CD13 obr f (%) (n=9) (n=14) (n=37) (n=15) (n=17) (n=36) (n=2)
nizak 11,1 (1/9) 14,3 (2/14) 2,7 (1/37) 13,3 (2/15) 5,9 (1/17) 2,8 (1/36) 100 (2/2)
srednji 33,3(3/9) 21,4 (3/14) 35,1 (13/37) 20 (3/15) 0(0/17) 11,1 (4/36) 0(0/2) 0,000
visok 44,4 (4/9) 64,3 (9/14) 48,6 (18/37) 53,3 (8/15) 11,8 (2/17) 27,8 (10/36) 0(0/2)
heterogen 11,1 (1/9) 0(0/14) 13,5 (5/37) 13,3 (2/15) 82,4 (14/17) 58,3 (21/36) 0(0/2)
CD33 (n=9) (n=14) (n=36) (n=15) (n=19) (n=37) (n=2)
£(%) 100 (9/9) 86,7 (13/15) 94,4 (34/36) 93,3 (14/15) 100 (19/19) 97,3 (36/37) 50 (1/2) 0,060
x = SD (% LC) 65,89 + 28,31 59,80 £ 37,70 76,03 £27,96 73,13 £ 29,64 89,47 +£7,80 84,92 +20,68 22,00+12,73 0,000
Me (opseg) 78 (25 - 98) 67 (3 -100) 92 (5-100) 85 (6 - 100) 99 (73 - 100) 94 (17 - 100) 22 (13 -31)
CD33 obr f (%) (n=9) (n=13) (n=34) (n=14) (n=19) (n=36) (n=1)
nizak 66,7 (6/9) 53,8 (7/13) 29,4 (10/34) 14,3 (2/14) 5,3 (1/19) 11,1 (4/36) 100 (1/1)
srednji 11,1 (1/9) 7,7 (1/13) 26,5 (9/34) 28,6 (4/14) 21,1 (4/19) 16,7 (6/36) 0(0/1) 0,004
visok 22,2 (2/9) 38,5 (5/13) 32,4 (11/34) 28,6 (4/14) 68,4 (13/19) 47,2 (17/36) 0(0/1)
heterogen 0(0/9) 0(0/13) 11,8 (4/34) 28,6 (4/14) 5,3 (1/19) 25 (9/36) 0(0/1)
cMPO (n=9) (n=14) (n=37) (n=14) (n=19) (n=37) (n=2)
£(%) 33,3(3/9) 92,9 (13/14) 83,8 (31/37) 35,7 (5/14) 68,4 (13/19) 86,5 (32/37) 0(0/2) 0,000
x = SD (% LC) 13,56 + 21,60 65,93 £31,33 47,60 + 34,69 19,14 + 30,27 25,74 £27,33 45,73 + 30,20 / 0,000
Me (opseg) 6 (1-70) 77 (31-95) 42 (1-97) 6 (0-99) 16 (0 - 84) 38 (2-98)
cMPO obr f (%) (n=3) (n=13) (n=31) (n=5) (n=13) (n=32)
nizak 33,3 (1/3) 53,8 (7/13) 16,1 (5/31) 80 (4/5) 30,8 (4/13) 31,3 (10/32)
sredniji 0(0/3) 7,7 (1/13) 22,6 (7/31) 20 (1/5) 7,7 (1/13) 9,4 (3/32) / 0,167
visok 0(0/3) 15,4 (2/13) 12,9 (4/31) 0 (0/5) 0(0/13) 6,3 (2/32)
heterogen 66,7 (2/3) 23,1 (3/13) 48,4 (15/31) 0(0/5) 61,5 (8/13) 53,1(17/32)
clizozim (n=5) (n=2) (n=7) (n=6) (n=5) (n=12) (n=1)
£(%) 0(0/5) 0(0/2) 14,3 (1/7) 66,7 (4/6) 100 (5/5) 91,7 (11/12) 0(0/1) 0,000
X + SD (% LC) 1,60+0,89 2,00+1,41 5,29+4,54 19,00 + 21,52 89,60 + 16,61 53,75+ 28,55 / 0,000
Me (opseg) 1(1-3) 2(1-3) 4(1-14) 13 (3-62) 99 (61 - 100) 44,5 (6 - 100)
cLizoz. obr f(%) (n=1) (n=4) (n=5) (n=11)
nizak 0(0/1) 0(0/4) 20(1/5) 18,2 (2/11)
srednji / / 0(0/1) 0(0/4) 0(0/5) 18,2 (2/11) / 0,247
visok 0(0/1) 25 (1/4) 80 (4/5) 45,5 (5/11)
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100 (1/1)

|

75 (3/4)

0(0/5)

18,2 (2/11)

I

Skracenice: f, uCestalost ekspresije molekula; Me, medijana; obr, obrazac; SD, standardna devijacija; x, prosecna vrednost; p1 vrednost,

odnosi se na ucestalost

karakteristike; p2 vrednost, osnosi se na prosecnu vrednost karakteristike.

Tabela 47. Razliciti aspekti ekspresije kasnih mijelomonocitnih hLDM na populaciji blasta AML-NOS

AML sa AML bez AML sa AML AML AML AML
hLDM minimal. dif. sazrevanja sazrevanjem monoblastna monocitna mijelomonocitna bazofilna P1/P2
n=9 n=15 n=37 n=15 n=19 n=38 n=2
cCD68 (n=4) (n=3) (n=9) (n=8) (n=7) (n=16) (n=1)
(%) 100 (4/4) 100 (3/3) 100 (9/9) 100 (8/8) 100 (7/7) 100 (16/16) 100 (1/1) /
X % SD (% LC) 65,00 £ 26,99 86,33 +17,01 63,89+ 27,68 67,38 £ 19,84 95,57 £5,03 85,00+ 12,78 / 0,006
Me (opseg) 69,5 (31 - 90) 93 (67 - 90) 70 (20 - 99) 72 (36 - 89) 97 (85 - 100) 91 (61 - 98)
cCD68 obr f (%) (n=4) (n=3) (n=9) (n=8) (n=7) (n=16) (n=1)
nizak 100 (4/4) 66,7 (2/3) 77,8 (7/9) 37,5 (3/8) 0(0/7) 25 (4/16) 100 (1/1)
srednji 0(0/4) 33,3 (1/3) 11,1(1/9) 0(0/8) 0(0/7) 6,3 (1/16) 0(0/1) 0,010
visok 0(0/4) 0(0/3) 11,1 (1/9) 0(0/8) 57,1 (4/7) 18,8 (3/16) 0(0/1)
heterogen 0(0/4) 0(0/3) 0(0/9) 62,5 (5/8) 42,9 (3/7) 50 (8/16) 0(0/1)
CD15 (n=9) (n=15) (n=37) (n=15) (n=19) (n=38) (n=2)
(%) 11,1(1/9) 0(0/15) 21,6 (8/37) 0(0/15) 100 (19/19) 60,5 (23/38) 0(0/2) 0,000
% % SD (% LC) 6,56 + 7,04 5,13 +4,21 13,54 + 13,26 6,67 £4,79 71,89 + 21,30 35,18 + 27,17 8,506 + 6,36 0.000
Me (opseg) 4(1-25) 3(1-14) 8(1-58) 5(1-17) 81 (20 - 98) 28 (3-98) 8,5 (4 - 13)
CD15 obr f (%) (n=1) (n=8) (n=19) (n=23)
nizak 100 (1/1) 0(0/8) 10,5 (2/19) 0(0/23)
srednji 0(0/1) / 0(0/8) / 10,5 (2/19) 13 (3/23) / 0,004
visok 0(0/1) 0(0/8) 26,3 (5/19) 13 (3/23)
heterogen 0(0/1) 100 (8/8) 52,6 (10/19) 73,9 (17/23)
CD11b (n=9) (n=15) (n=37) (n=15) (n=19) (n=38) (n=2)
(%) 0(0/9) 0(0/15) 10,8 (4/37) 66,7 (10/15) 94,7 (18/19) 76,6 (29/38) 50(1/2) 0,000
X £SD (% LC) 4,00+ 3,12 5,40+5,77 9,38 +9,82 37,87 £ 25,85 72,84 23,29 45,95 + 25,92 14,00 + 16,97 0,000
Me (opseg) 3(1-11) 3(1-18) 6 (1 - 45) 42 (4 -95) 84 (15 - 94) 40 (4 - 98) 14 (2 - 26)
CD11b obr f (%) (n=4) (n=10) (n=18) (n=29) (n=1)
nizak 25 (0/1) 70 (7/10) 11,1 (2/18) 6,9 (2/29) 100 (1/1)
srednji / / 0 (0/0) 0(0/10) 5,6 (1/18) 0(0/29) 0(0/1) 0,001
visok 0(0/0) 0(0/10) 38,9 (7/18) 13,8 (4/29) 0(0/1)
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heterogen 75 (8/3) 30 (3/10) 44,4 (8/18) 79,3 (23/29) 0(0/1)
CD11c (n=9) (n=14) (n=32) (n=15) (n=18) (n=37) (n=2)
(%) 11,1 (1/9) 42,9 (6/14) 21,9 (7/32) 60 (9/15) 94,4 (17/18) 91,9 (34/37) 0(0/2) 0,000
X = SD (% LC) 8,00+ 11,29 21,50 £ 23,24 13,22 £+ 15,76 34,67 £ 27,62 77,72 £24,92 48,24 + 25,79 3,50+0,71 0,000
Me (opseg) 4(2-37) 11(1-71) 6,5 (1 - 68) 22 (5 - 100) 86,5 (18 - 99) 45 (4 - 99) 3,5(3-4)
CD11c obr f (%) (n=1) (n=6) (n=7) (n=9) (n=17) (n=34)
nizak 100 (1/1) 100 (6/6) 100 (7/7) 55,6 (5/9) 11,8 (2/17) 32,4 (11/34)
srednji 0(0/1) 0(0/6) 0(0/7) 0(0/9) 11,8 (2/17) 5,9 (2/34) / 0,010
visok 0(0/1) 0(0/6) 0(0/7) 11,1 (1/9) 41,2 (7/17) 20,6 (7/34)
heterogen 0(0/1) 0(0/6) 0(0/7) 33,3 (3/9) 35,3 (6/17) 41,2 (14/34)
CcD4 (n=9) (n=14) (n=33) (n=15) (n=18) (n=38) (n=1)
(%) 22,2 (2/9) 21,4 (3/14) 30,3 (10/33) 86,7 (13/15) 94,4 (17/18) 88,6 (31/35) 0% (0/1) 0,000
X % SD (% LC) 19,89 + 25,62 14,14 + 17,99 18,36 + 21,27 42,27 £ 24,92 66,67 + 25,54 48,31 + 26,17 / 0,000
Me (opseg) 10 (1 - 69) 6,5 (1 - 63) 10 (0 - 78) 35 (7 - 90) 69 (8 - 100) 43(3 - 95)
CD4 obr f (%) (n=2) (n=3) n=10) (n=13) (n=17) (n=31)
nizak 100 (2/2) 100 (3/3) 90 (9/10) 76,9 (10/13) 41,2 (7/17) 58,1 (18/31)
srednji 0(0/2) 0(0/3) 10 (1/10) 23,1(3/13) 35,3 (6/17) 22,6 (7/31) / 0,064
visok 0(0/2) 0(0/3) 0(0/10) 0(0/13) 23,5 (4/17) 3,2 (1/31)
heterogen 0(0/2) 0(0/3) 0(0/10) 0(0/13) 0(0/17) 16,1 (5/31)
CD64 (n=9) (n=15) (n=36) (n=14) (n=17) (n=35) (n=1)
(%) 0(0/9) 0(0/15) 8,3 (3/36) 14,3 (2/14) 100 (17/17) 74,3 (26/35) 0(0/1) 0,000
X = SD (% LC) 2,67+1,12 5,33+4,15 10,67 + 16,19 9,50+7,19 86,18 + 14,57 43,34 + 28,88 0,000
Me (opseg) 2(1-4) 5(1-13) 5,50 (1-73) 6,5 (3 - 28) 93 (58 - 100) 44 (3 -98)
CD64 obr f (%) (n=3) (n=2) (n=17) (n=26)
nizak 100 (3/3) 50 (1/2) 5,9 (1/17) 7,7 (2/26)
srednji / / 0(0/3) 50 (1/2) 5,9 (1/17) 23,1 (6/26) / 0,001
visok 0(0/3) 0(0/2) 76,5 (13/17) 46,2 (12/26)
heterogen 0(0/3) 0(0/2) 11,8 (2/17) 23,1 (6/26)
CD36 (n=9) (n=15) (n=37) (n=15) (n=19) (n=38) (n=2)
(%) 0(0/9) 0(0/15) 0(0/37) 20 (3/15) 89,5 (17/19) 57,9 (22/38) 0(0/2) 0,000
% % SD (% LC) 7,33+2,92 4,13 + 3,80 5,43 +3,46 14,33 + 15,89 62,21 +27,15 32,92 +27,19 3,00 + 1,41 0,000
Me (opseg) 8(3-11) 3(1-15) 5(1-16) 9(2-51) 66 (4 - 89) 26 (1-93) 3(2-4)
CD36 obr f (%) (n=3) (n=17) (n=22)
nizak 0(0/3) 11,8 (2/17) 4,5 (1/22)
srednji / / / 33,3 (1/3) 11,8 (2/17) 13,6 (3/22) / 0,896
visok 0(0/3) 11,8 (2/17) 9,1(2/22)
heterogen 66,7 (2/3) 64,7 (11/17) 72,7 (16/22)
CD14 (n=9) (n=15) (n=37) (n=15) (n=19) (n=38) (n=2)
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(%) 0(0/9) 0(0/15) 0(0/37) 0(0/15) 68,4 (13/19) 34,2 (13/38) 0(0/2) 0,000
x+SD (% LC) 1,78 £1,20 1,80 £ 2,08 2,22 +£2,08 4,47 £ 4,07 30,89 £ 19,96 16,687 + 15,51 1,00 £ 0,00 0,000
Me (opseg) 2(0-4) 1(1-9) 1(1-11) 3(1-14) 31(2-63) 14 (1-57) 1(1-1)
CD14 obr f (%) (n=13) (n=13)
nizak 0(0/13) 0(0/13)
sredniji / / / / 0(0/13) 0(0/13) / 0,480
visok 0(0/13) 15,4 (2/13)
heterogen 100 (13/13) 84,6 (11/13)
CD163 (n=4) (n=3) (n=9) (n=5) (n=4) (n=11)
(%) 0(0/4) 0(0/3) 0(0/9) 0 (0/5) 100 (4/4) 27,3 (3/11) 0,001
% + SD (% LC) 1,75 0,96 2,00+1,73 1,11+ 0,33 2,40 + 3,36 46,25 + 15,92 13,27 £9,42 / 0,000
Me (opseg) 1,5(1-3) 1(1-4) 1(1-2) 1(0-8) 45,5 (30 - 64) 11 (2 - 30)
CD163 obr f (%) (n=4) (n=3)
nizak 50 (2/4) 66,7 (2/3)
srednji / / / / 0 (0/4) 33,3 (1/3) / 0,405
visok 25 (1/4) 0(0/3)
heterogen 25 (1/4) 0(0/3)

Skracenice: f, ucestalost ekspresije molekula; Me, medijana; obr, obrazac; SD, standardna devijacija; x, prose¢na vrednost; pl vrednost, odnosi se na

ucestalost karakteristike; p2 vrednost, osnosi se na prosecnu vrednost karakteristike.

Tabela 48. Razliciti aspekti ektopicne ekspresije limfoidnih hLDM na populaciji blasta AML-NOS

AML sa AML AML AML AML AML AML
hLDM minim. dif. bez sazr. sa sazr. monoblastna monocitna mijelomonocitna bazofilna P1/P2
n=9 n=15 n=37 n=15 n=19 n=38 n=2
CcD2 (n=9) (n=15) (n=37) (n=15) (n=19) (n=38) (n=2)
(%) 0(0/9) 0(0/15) 5,4 (2/37) 0(0/15) 10,5 (2/19) 10,5 (4/38) 0(0/2) 0,574
x+SD (% LC) 2,44 +1,33 1,20+ 0,68 3,51+4,99 5,13+4,70 6,16 +7,43 7,97 £ 10,08 2,50+0,71 0,001
Me (opseg) 2(1-5) 1(0-2) 1(0-23) 3(1-18) 3(1-27) 3,5 (1 - 40) 2,5(2-3)
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CD2 obr f (%) (n=2) (n=2) (n=4)
nizak 100 (2/2) 100 (2/2) 100 (4/4)
srednji / / 0(0/2) / 0(0/2) 0(0/4) / /
visok 0(0/2) 0(0/2) 0(0/4)
heterogen 0(0/2) 0(0/2) 0(0/4)
CcD7 (n=9) (n=15) (n=37) (n=15) (n=19) (n=38) (n=2)
(%) 0(0/9) 13,3 (2/15) 18,9 (7/37) 26,7 (4/15) 10,5 (2/19) 15,8 (6/38) 50 (1/2) 0,499
X = SD (% LC) 4,22 + 3,87 11,73 £ 24,50 14,43 £ 24,44 15,53 £ 20,32 6,00 £ 9,67 11,74 £ 15,63 54,00 £ 62,22 0,010
Me (opseg) 2(1-12) 1(1-89) 3(1-92) 8(2-70) 2(1-39) 7(1-85) 54 (10 - 98)
CD7 obr f (%) (n=2) (n=7) (n=4) (n=2) (n=6) (n=1)
nizak 100 (2/2) 71,4 (5/7) 100 (4/4) 100 (2/2) 66,7 (4/6) 0(0/1)
srednji / 0(0/2) 28,6 (2/7) 0(0/4) 0(0/2) 16,7 (1/6) 0(0/1) 0,025
visok 0(0/2) 0(0/7) 0(0/4) 0(0/2) 0(0/6) 100 (1/1)
heterogen 0(0/2) 0(0/7) 0(0/4) 0(0/2) 16,7 (1/6) 0(0/1)
CD56 (n=9) (n=15) (n=37) (n=15) (n=19) (n=38) (n=2)
(%) 22,2 (2/9) 13,3 (2/15) 13,5 (5/37) 26,7 (4/15) 73,7 (14/19) 26,3 (10/38) 50 (1/2) 0,000
X % SD (% LC) 14,56 + 19,37 10,40 + 23,41 11,97 + 23,69 15,80 + 24,19 43,74 + 34,08 14,66 + 22,21 13,50+ 17,68 0,001
Me (opseg) 5(1-53) 2(1-92) 2(0-94) 4(1-88) 36 (0 - 100) 5,5 (1-94) 13,5 (1 - 26)
CD56 obr f (%) (n=2) (n=2) (n=5) (n=4) (n=14) (n=10) (n=1)
nizak 50 (1/2) 50 (1/2) 40 (2/5) 50 (2/4) 50 (7/14) 30 (3/10) 100 (1/1)
srednji 0(0/2) 0(0/2) 20 (1/5) 25 (1/4) 0(0/14) 10 (1/10) 0(0/1) 0,734
visok 0(0/2) 0(0/2) 40 (2/5) 25 (1/4) 28,6 (4/14) 10 (1/10) 0(0/1)
heterogen 50 (1/2) 50 (1/2) 0(0/5) 0(0/4) 21,4 (3/14) 50 (5/10) 0(0/1)
CcD19 (n=9) (n=15) (n=37) (n=15) (n=19) (n=38) (n=2)
(%) 0(0/9) 0(0/15) 18,9 (7/37) 0(0/15) 0(0/19) 5,3 (2/38) 0(0/2) 0,038
x +SD (% LC) 3,67 £4,87 2,80+4,13 9,65+ 18,68 1,93+1,87 2,47 +£3,82 3,66 £ 5,97 2,00+1,41 0,527
Me (opseg) 1(1-16) 1(0-15) 1(1-81) 1(0-8) 1(0-15) 2(0-33) 2(1-3)
CD19 obr f (%) (n=7) (n=2)
nizak 71,4 (5/7) 50 (1/2)
srednji / / 0(0/7) / / 50 (1/2) / 0,124
visok 0(0/7) 0(0/2)
heterogen 28,6 (2/7) 0(0/2)
CD22 (n=8) (n=14) (n=36) (n=15) (n=17) (n=36) (n=2)
(%) 50 (4/8) 0(0/14) 5,6 (2/36) 40 (6/15) 11,8 (2/17) 19,4 (7/36) 100 (2/2) 0,000
X £SD (% LC) 18,50+ 17,50 1,93 +1,681 4,68 + 8,95 19,00 + 23,40 10,29 + 13,23 13,86 + 16,25 77,00 + 25,46 0,000
Me (opseg) 14 (3 - 53) 1(1-7) 1,5 (0 - 49) 15 (1 - 85) 6(1-64) 8(1-68) 77 (59 - 95)
CD22 obr f (%) (n=4) (n=2) (n=6) (n=2) (n=7) (n=2)
nizak 75 (3/4) / 100 (2/2) 50 (3/6) 50 (1/2) 71,4 (5/7) 50 (1/2)
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srednji 0 (0/4) 100 (0/2) 16,7 (1/6) 0(0/2) 0(0/7) 50 (1/2) 0,618
visok 0(0/4) 0(0/2) 0(0/6) 0(0/2) 0(0/7) 0(0/2)
heterogen 25 (1/4) 0(0/2) 33,3 (2/6) 50 (1/2) 28,6 (2/7) 0(0/2)
cCD79a (n=9) (n=14) (n=30) (n=13) (n=18) (n=34) (n=2)
(%) 33,3(3/9) 0(0/14) 10 (3/30) 0(0/13) 0(0/18) 2,9 (1/34) 0(0/2) 0,010
x+SD (% LC) 9,22 + 13,87 1,07 £ 0,92 2,73 +5,01 1,77 £ 2,20 0,94 + 0,64 2,53 +3,27 1,50+0,71 0,012
Me (opseg) 4(1-43) 1(0-3) 1(0-20) 1(0-8) 1(0-3) 1(0- 16) 1,5(1-2)
cCD79a obr f (%) (n=3) (n=3) (n=1)
nizak 66,7 (2/3) 66,7 (2/3) 100 (1/1)
srednji 0(0/3) / 0(0/3) / / 0(0/1) / 0,792
visok 0(0/3) 0(0/3) 0(0/1)
heterogen 33,3(1/3) 33,3 (1/3) 0(0/1)
Skracenice: f, ucestalost ekspresije molekula; Me, medijana; obr, obrazac; SD, standardna devijacija; x, prose¢na vrednost; pl vrednost, odnosi se na
ucestalost karakteristike; p2 vrednost, osnosi se na prosecnu vrednost karakteristike.
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Tabela 56. Uporedne karakteristike zdravih i regenerativnih kontrolnih
uzoraka periferne Kkrvi

Karakteristika pk Zdrave Regenerativne

kontrolne pk kontrolne pk p
Pol (%) n=13 n=10
muski 61,5% (8/13) 50% (5/10) 0,685
Zenski 38,5% (5/13) 50 % (5/10)
Starost n=13 n=10
x + SD (godine) 34,85+ 18,39 58,20 + 5,75 *0,001
Me (opseg) 31(9-68) 58,5 (50 - 66)
Leukociti n=13 n=10
X = SD (x109/1) 8,85 +4,03 5,62 +1,86 *0,020
Me (opseg) 8,2(3-19,2) 56(3,3-8,6)
Trombociti n=13 n=10
x +SD (x10°/1) 228,77 + 49,83 227,20 £92,42 *0,962
Me (opseg) 234 (173 - 368) 207 (143 - 449)
Hemoglobin n=13 n=10
x £ SD (g/) 130,15 + 18,80 131,60 + 12,47 *0,827
Me (opseg) 129 (100 - 160) 133,5(110-151)
Limfociti Hem. kaunter n=13 n=10
X +SD (% Le) 29,23 +11,17 21,60+ 7,41 *0,063
Me (opseg) 31(11-44) 22,5(10-30)
Limfociti MPC n=13 n=10
X+ SD (¢/ul) 2395,31+1189,37 1264,90 + 711,63 *0,010
Me (opseg) 2380 (1056 - 5460) 1029 (370 - 2580)
Limfociti MPC n=13 n=10
x +SD (% Le) 28,23 +11,13 20,50+ 8,33 *0,071
Me (opseg) 29 (10 - 44) 20,5(9-32)
B-Limfociti n=13 n=10
x +SD (% Li) 10,85 + 4,41 1,30 + 4,11 0,000
Me (opseg) 10 (6 - 22) 0(0-13)
B- Limfociti n=13 n=10
x £ SD (¢/ul) 259,62 + 140,68 8,40 + 26,56 0,000
Me (opseg) 260 (63 -475) 0(0-84)
T- Limfociti n=13 n=10
x +SD (% Li) 70,77 + 10,42 65,90 + 22,97 *0,545
Me (opseg) 70 (52 -85) 69,5 (18-93)
T- Limfociti n=13 n=10
x +SD (¢/ul) 1645,54 + 711,16 887,80 + 563,62 *0,010
Me (opseg) 1551 (864 - 3167) 783,5 (67 - 1628)
CD4+ T- Limfociti n=11 n=10
x +SD (% Li) 41,27 + 8,24 33,60 + 13,97 0,158
Me (opseg) 40 (31-56) 35(13-58)
CD4+ T- Limfociti n=9 n=10
X +SD (¢/ul) 1122,22 + 294,87 464,40 + 328,50 *0,000
Me (opseg) 1109 (735 - 1693) 385,5 (48 - 925)
NKT- Limfociti n=11 n=10
x +SD (% Li) 4,42 + 4,74 3,27 +3,11 0,697
Me (opseg) 2,2(1-16) 2(0,2-9)
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NKT- Limfociti n=11 n=10

x +SD (¢/ul) 99,00 + 120,13 50,60 £ 56,77 0,159
Me (opseg) 47 (19 - 417) 25,5(1-177)

NK- Limfociti n=10 n=10

x +SD (% Li) 17,70 + 6,98 23,40 + 18,69 *0,385
Me (opseg) 20,5 (8- 29) 16,5 (6 - 69)

NK- Limfociti n=9 n=10

x +SD (¢/ul) 531,33 +418,21 255,10 £ 201,61 0,050
Me (opseg) 436 (214 - 1583) 262 (79 - 748)

Eozinofili PCM n=12 n=10

x +SD (% NC) 2,83+1,92 2,88+ 1,48 *0,949
Me (opseg) 2,35(0,2-7,8) 3,3(03-5)

Bazofili PCM n=13 n=10

X+ SD (% NC) 0,55+0,25 0,52+0,30 *0,826
Me (opseg) 0,6(0,2-1) 0,5(0,1-0,9)

Granulociti PCM n=13 n=10

X +SD (% NC) 63,62+ 12,48 68,90 + 8,12 *0,234
Me (opseg) 61 (47 - 86) 70,5 (58-79)

Promijelociti PCM n=13 n=10

x + SD (% Gr) 0,08 £0,28 1,10+ 1,85 0,022
Me (opseg) 0(0-1) 0,5(0-6)

Mijelociti PCM n=13 n=10

x * SD (% Gr) 1,15+ 1,07 3,60 £ 5,40 0,317
Me (opseg) 1(0-4) 2(0-18)

Metamijelociti PCM n=13 n=10

x+SD (% Gr) 1,54 2,70 0,00+ 0,00 0,032
Me (opseg) 0(0-8)

Neutrofili PCM n=13 n=10

x+SD (% Gr) 97,23 +2,86 95,20 + 5,55 0,300
Me (opseg) 98 (91-100) 97,5 (82-100)

Monociti PCM n=11 n=10

X+ SD (% NC) 5,58 + 1,64 7,37 + 2,64 *0,085
Me (opseg) 59(2,8-81) 6,7 (44-13,3)

Promonociti PCM n=13 n=10

x *+ SD (% Mono) 1,08 £ 0,95 1,50 + 1,08 *0,340
Me (opseg) 1(0-3) 1,5(0-3)

Monociti PCM n=13 n=10

x + SD (% Mono) 98,92 + 0,95 98,50 + 1,08 *0,340
Me (opseg) 99 (97 -100) 98,5 (97 - 100)

CD34+ populacija n=12 n=10

X +SD (% Le) 0,035+0,018 0,021+ 0,019 0,015
Me (opseg) 0,03 (0,02 - 0,07) 0,01 (0,01 -0,06)

CD34+ populacija n=12 n=10

X + SD (x10¢/1) 3,235+1,921 1,286 + 1,436 0,004
Me (opseg) 2,865 (0,98 - 7,21) 0,72 (0,33 - 4,30)

CD117+ populacija n=12 n=10

x +SD (% Le) 0,027 £ 0,024 0,021 £ 0,017 0,613
Me (opseg) 0,01 (0,01 -0,07) 0,01 (0,00 - 0,05)

CD34+CD117+ populacija n=11 n=10

x +SD (% Le) 0,019 +0,014 0,013 +£0,016 0,148

Me (opseg)

0,01 (0,01 - 0,05)

0,01 (0,00 - 0,05)
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CD34+CD117+* populacija
x + SD (x10¢/1)
Me (opseg)

n=11
1,791 + 1,367
0,99 (0,49 - 4,12)

n=10
0,840 + 1,083
0,465 (0 - 3,05)

0,020

Tabela 57. Uporedne karakteristike zdravih i regenerativnih kontrolnih
uzoraka kostne srzi

Karakteristika ks Zdrave Regenerativne

Kontrolne ks kontrolene ks p
Koncentracija ¢elija uzorka n=12 n=8
x + SD (x10¢ ¢el/ml) 30,12 + 27,61 32,32+ 39,22 0,487
Me (opseg) 22,5(12-115) 20 (7,6 - 125)
CD34+ populacija n=13 n=10
X +SD (% NC) 0,96 + 0,30 1,47 + 0,56 0,022
Me (opseg) 1(0,38-1,38) 1,475 (0,53 - 2,48)
CD117+ populacija n=13 n=10
X +SD (% NC) 0,87 £ 0,34 0,99 + 0,40 0,452
Me (opseg) 0,78 (0,5-1,74) 0,91 (0,44 -1,71)
CD34+CD117* populacija n=11 n=10
X +SD (% NC) 0,66 £ 0,26 0,57 £0,32 0,495
Me (opseg) 0,58 (0,32 -1,06) 0,45 (0,28 -1,12)
CD34+CD13* populacija n=13 n=10
X +SD (% NC) 0,61+0,26 0,66 + 0,30 0,691
Me (opseg) 0,58 (0,25 - 1,05) 0,6 (0,25-1,13)
CD34+CD33* populacija n=11 n=10
X +SD (% NC) 0,61+0,22 0,55 + 0,30 0,598
Me (opseg) 0,69 (0,2 - 0,89) 0,48 (0,21 -1,03)
CD117+CD33* populacija n=13 n=10
X +SD (% NC) 0,55 + 0,22 0,42 0,24 0,208
Me (opseg) 0,62 (0,14 -0,92) 0,38 (0,18 -0,85)
CD34+CD13*lowCD7+°w pop. n=13 n=10
x +SD (% NC) 0,026 + 0,016 0,024 + 0,012 0,709
Me (opseg) 0,02 (0-0,05) 0,02 (0,01 -0,05)
CD34+CD33+CD2+ pop. n=12 n=10
X+ SD (% NC) 0,042 + 0,024 0,032 £ 0,020 0,220
Me (opseg) 0,04 (0,02-0,1) 0,025 (0,01 - 0,08)
Z Hematogoni I /11 n=13 n=10
x +SD (% NC) 1,42+ 1,49 3,06 +4,12 0,239
Me (opseg) 1,17 (0,09 - 5,82) 1,36 (0,05 - 13,88)
Hematogoni I n=13 n=10
X +SD (% NC) 0,17 £ 0,13 0,49 0,35 0,021
Me (opseg) 0,14 (0,01-0,43) 0,485 (0,01 -0,91)
Mi prog. (CD34+CD19- pop.) n=13 n=10
x = SD (%/CD34+) 82,00 + 16,27 68,00 + 18,65 0,067
Me (opseg) 88 (36-97) 76 (39-97)
B prog. (CD34+CD19+ pop.) n=13 n=10
X £ SD (%/CD34+) 18,00 + 16,27 33,00 + 18,97 0,067
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Me (opseg) 12 (3-64) 24 (3-61)

Odnos Mi/B progenitora n=13 n=10

x+SD 9,13 £8,57 5,32 +9,57 0,067
Me (opseg) 7,33 (0,56 - 32,33) 3,17 (0,64 - 32,33)

Granulocitni prekursori PCM n=13 n=10

X+ SD (% NC) 77,38 £ 6,10 72,90 £ 7,46 0,141
Me (opseg) 79 (63 - 84) 74 (61-85)

Promijelociti PCM n=13 n=10

X £ SD (% Gr prek) 1,62 £ 0,77 3,50 £ 2,72 0,023
Me (opseg) 1(1-3) 3(1-10)

Mijelociti PCM n=13 n=10

x = SD (% Gr prek) 37,54 +10,71 40,10 + 13,54 0,629
Me (opseg) 38 (23-60) 37,5 (19 - 64)

Metamijelociti PCM n=13 n=10

x * SD (% Gr prek) 24,00 £ 5,02 25,60 £ 7,86 0,583
Me (opseg) 25(16-31) 25(13-38)

Neutrofili PCM n=13 n=10

X £ SD (% Gr prek) 36,85 + 10,88 31,10 + 14,63 0,314
Me (opseg) 40 (20 - 60) 29 (12 -56)

Eozinofili PCM n=12 n=10

X +SD (% NC) 2,84 £1,23 4,08+1,73 0,076
Me (opseg) 2,75(1,4-5,8) 38(2-82)

Bazofili PCM n=12 n=10

X +SD (% NC) 0,51+0,17 0,48 + 0,25 0,772
Me (opseg) 0,45 (0,26 - 0,80) 0,4(0,2-0,9)

Mono prekursori PCM n=11 n=10

X +SD (% NC) 4,31+0,81 543 +1,68 0,078
Me (opseg) 4,2(3,3-59) 525(29-84)

Promonociti PCM n=13 n=10

x +SD (% Mo) 21,69 £ 9,38 20,10 £9,08 0,925
Me (opseg) 20 (11-47) 20,5 (7 - 34)

Monociti PCM n=13 n=10

x +SD (% Mo) 78,31 £ 9,38 79,90 £ 9,08 0,925
Me (opseg) 80 (53-89) 79,5 (66 - 93)

Eritrocitni prekursori PCM n=13 n=10

X +SD (% NC) 6,15+ 3,08 11,80 + 2,25 0,000
Me (opseg) 6(1-12) 12,5 (7 - 14)

Limfociti PCM n=13 n=10

X = SD (% NC) 14,08 + 5,39 13,10 + 6,33 0,513
Me (opseg) 12 (9-28) 12,5 (6 - 26)

B-Limfociti n=13 n=10

x + SD (% Li) 15,85+ 7,73 2,24 £ 5,55 0,001
Me (opseg) 16 (6 - 35) 0,55(0-18)

T- Limfociti n=13 n=10

x + SD (% Li) 72,31 +12,23 71,90 + 20,54 0,901
Me (opseg) 77 (50 - 88) 75,5 (26-97)

CD4+ T- Limfociti n=12 n=10

x +SD (% Li) 38,67 £ 6,17 32,90 £ 13,57 0,238
Me (opseg) 37,5 (30 -49) 33,5(13-56)

NKT- Limfociti n=13 n=10

x + SD (% Li) 4,55 +4,98 4,03 +2,48 0,455
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Me (opseg) 3(1-17) 3,5(1,3-9)

NK- Limfociti n=13 n=10

x +SD (% Li) 8,73+6,70 19,15+ 16,10 0,058
Me (opseg) 6 (3-25) 16,5 (2,5-58)

Tabela 63. Klinicko-hematoloske
potencijalni
prognosticki faktori za pojavu rane smrti kod bolesnika sa AML

Karakteristika

Pol (%)
muski

Zenski

Starost

¥ +SD (god)
260 god. f (%)
Leukociti

X +SD (x109/1)
poviseni f (%)
>30x10°/1 f (%)
Trombociti

¥ +SD (x10%/1)
sniZeni f (%)
Hemoglobin

* +SD (g/1)
sniZen f (%)
LDH

T +SD (U/I)
povisena f (%)
Blasti pk

X +SD (% Le)

Blasti ks
X 1 SD (% NC)

Limfadenopatija
prisutna f (%)

Hepato/splenomegalija

prisutna f (%)

Aberantan kariotip

prisutan f (%)

2 FLT3mut
prisutna f (%)

NE
(n=159)

n=159
59,7% (95/159)
40,2% (64/159)

n=159
54,66 + 14,10
40,2 (64/159)

n=159
35,72 +£57,73
50,3 (80/159)
32,7 (52/159)

n=159
73,37 £ 68,62
89,9 (143/159)
n=159
92,87 £ 16,74
92,5 (147/159)
n=98
1364,11+1461,48
69,6 (80/115)

n=157
34,29 £ 29,90

n=159
64,06 + 22,30
14,2 (19/134)
25,4 (34/134)

45,3 (72/159)

23,8 (29/122)

i

Rana smrt (n=235)

DA
(n=76)

n=76
57,9% (44/76)
42,1% (32/76)

n=76
57,08 + 11,32
48,7 (37/76)

n=76
61,77 £ 65,89
69,7 (53/76)
52,6 (40/76)

n=76
66,51 £ 53,99
93,4 (71/76)

n=76
94,76 £ 18,02
92,1 (70/76)

n=41

2005,02+2394,46

80,0 (40/50)

n=76
55,90 + 31,13

n=76
70,87 £ 19,73
12,3(7/57)
22,8 (13/57)

42,1 (32/76)

43,8 (21/48)

bioloSke Kkarakteristike kao

0.447

0.283
0,222

0.000
0,018
0,003

0.727
0,381

0.625
0,925

0.020
0,167

0,000

0.031

0,726

0,706

0,646

0,010
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FLT3-ITDmut
prisutna f (%)

FLT3-d835mut
prisutna f (%)

NPM1mut
prisutna f(%)

CEBPAmut
prisutna f(%)

Grupe rizika f (%)
srednje povoljan 1
srednje povoljan 2
povoljan
nepovoljan

18,0 (22/122)

5,7 (7/122)

23,8 (29/122)

17,0 (8/47)

49,1 (78/159)
13,2 (21/159)
13,2 (21/159)
24,5 (39/159)

29,2 (14/48)

16,7 (8/48)

39,6 (19/48)

0,0 (0/13)

50,0 (38/76)
9,2 (7/76)
13,2 (10/76)
27,6 (21/76)

0,110

0,023

0,039

0,182

0,827

Tabela 64. Imunofenotipske karakteristike kao potencijalni prognosticki

parametri za pojavu rane smrti kod bolesnika sa AML na dg

Imunofenotipska
karakteristika

CD34+ pop. ks
X +SD (% NC)

CD117+ pop. ks

% 4D (% NC)
HLA-DR+
F(%)

X +SD (% NC)
CD34+
§(%)

% +5D (% NQ)
CD117+
F(%)

X +SD (% NC)

CD38+

NE
(n=159)

n=159
31,84 + 27,15

n=159
38,56 £ 23,27

n=159
93,1 (148/159)
81,70 £ 25,59

n=159
71,7 (114/159)
57,83 £40,65

n=159
93,1 (148/159)
71,18 £ 29,08

n=80

Rana smrt (n=235)

DA
(n=76)

n=76
32,65 +30,17

n=76
43,74 + 28,17

n=76
88,2 (67/76)
79,51 £ 29,68

n=76
65,8 (50/76)
50,18 + 40,78

n=76
84,2 (64/76)
61,50 + 33,90

n=43

0,783

0,194

0.154
0,854

0,356
0,266

0,032
0,023
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f(%)
% £SD (% NQ)
CD123+
§ (%)

X +SD (% NQG)
CD135+
F(%)

% 15D (% NQC)
CD71+
§ (%)

X +SD (% NQG)

cMPO+
F (%)

% 15D (% NQC)
CD13+
§(%)

X +SD (% NC)
CD33+
F(%)

% 15D (% NQC)
CD15+
§(%)

X +SD (% NC)
CD11a+
F(%)

% 15D (% NQC)
CD11b+
§(%)

X +SD (% NQ)
CD11c+
7 (%)

% 15D (% NQC)
CD4+
§(%)

X +SD (% NQ)
CD64+
7 (%)

% 15D (% NQC)
CD36+
§(%)

X +SD (% NC)
CD14+
§(%)

% 15D (% NQG)
CD163+
5 (%)

X +SD (% NC)

CD2+
F(%)

100 (80/80)
89,10 + 16,73

n=61
100 (61/61)
77,80 £ 18,22

n=64
100 (64/64)
80,95 +17,67

n=95
95,8 (91/95)
68,75 + 21,95

n=153

77,8 (119/153)

46,18 + 34,27

n=159

97,5 (155/159)

78,59 * 24,45

n=156

96,2 (150/156)

79,58 + 25,69

n=158
40,5 (64/158)
26,27 £ 27,83

n=63
98,4 (62/63)
77,11+ 23,75

n=158
39,2 (62/158)
26,15+ 27,78

n=154
54,5 (84/154)
31,15+ 29,14

n=147
61,2 (90/147)
36,87 + 30,50

n=149
37,6 (56/149)
25,54 + 29,67

n=157
23,6 (37/157)
17,46 + 23,48

n=159
13,8 (22/159)
7,98 +12,70

n=43
9,3 (4/43)
7,16 £ 14,01

n=159
4,4 (7/159)
4,46 + 9,04

100 (43/43)
85,81 + 19,30

n=35
94,3 (33/35)
70,89 + 26,01

n=33
100 (33/33)
79,09 £ 19,89

n=44
95,5 (42/44)
69,02 + 24,22

n=75
70,7 (53/75)
31,80 +£ 30,58

n=76
94,7 (72/76)
74,51 £ 27,62

n=76
98,7 (75/76)
81,68 + 25,83

n=76
43,4 (33/76)
27,97 £ 29,22

n=35
85,7 (30/35)
68,14 + 30,69

n=76
56,6 (43/76)
37,14 £ 31,74

n=73
60,3 (44/73)
39,11 + 35,19

n=73
61,6 (45/73)
39,19 + 31,28

n=70
47,1 (33/70)
35,66 = 35,70

n=76
35,5 (27/76)
26,38 29,39

n=76
21,1 (16/76)
11,51+ 16,39

n=21
28,6 (6/21)
14,48 + 20,80

n=76
6,6 (5/76)
5,72 +£8,10

0,094

0,130
0,447

0,664

1,000
0,736

0,241
0,005

0,277
0,278

0,431
0,093

0,672
0,756

0,021
0,159

0,013
0,009

0.416
0,232

0,952
0,592

0,179
0,101

0,055
0,020

0,160
0,099

0,068
0,157

0,478
0,095
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B

+SD (% NC)

CD7+
§(%)
+SD (% NC)
CD56+
F (%)
+SD (% NC)
CD19+
§(%)
+SD (% NC)
CD22+
F (%)
+SD (% NC)
cCD79+
§(%)
+SD (% NC)
CD35+
F(%)
+SD (% NC)
CD62L+
§(%)
+SD (% NC)
CD114+
F(%)
+SD (% NC)
CD45RA+
§(%)
X +SD (% NC)

B

B

B

B

B

B

B

B

n=159
19,5 (31/159)
14,28 + 23,24

n=159
28,9 (46/159)
19,35 + 28,30

n=159
11,3 (18/159)
6,77 £ 14,95

n=156
12,8 (20/156)
10,16 + 16,39

n=135
5,2 (7/135)
2,43 +4,07

n=46
32,6 (15/46)
16,49 + 21,33

n=34
82,4 (28/34)
53,85 + 28,57

n=44
86,4% (38/44)
61,52 +27,13

n=44
38,6% (17/44)
21,32 £ 26,32

Klinicko-hematoloske

Kompletna remisija

Tabela 65.
bolesti u AML
Karakteristike
NE
(n=33)

Pol f(%)

(n=131)

DA
(n=98)

muskKi

zenski

Starost

X +SD (god)
260 god. f (%)
Leukociti

T +SD (x109/1)
>10x109/1 f (%)

60,6 (20/33)
39,4 (13/33)

n=33
54,00+12,72
42,4 (14/33)

n=33
54,58 + 76,83
69,7 (23/33)

59,2 (58/98)
40,8 (40/98)

n=98
50,66 +13,12
25,5 (25/98)

n=98
34,32 + 54,2
48 (47/98)

i

0,791

0.182
0,066

0.031
0,083

bioloske
potencijalni prognosticki faktori za postizanje KR i nastanak relapsa

n=76
30,3 (23/76) 0,066
20,43 £27,81 0,106
n=76
32,9 (25/76) 0,536
20,78 £ 28,71 0,477
n=76
6,6 (5/76) 0,252
4,74 + 11,10 0,900
n=70
24,3 (17/70) 0,031
13,99 + 20,47 0,238
n=70
4,3 (3/70) 1,000
2,63 £5,65 0,870
n=25
28,0 (7/25) 0,688
16,40 £ 17,49 0,675
n=19
68,4 (13/19) 0,245
45,21 + 28,45 0,349
n=17
76,5% (13/17) 0,444
47,82 + 29,89 0,076
n=22
45,5% (10/22) 0,595
28,77 £ 32,31 0,527
karakteristike kao

Relaps bolesti
(n=95)

NE DA
(n=44) (n=51)
65,9 (29/44) 54,9 (28/51)
34,1 (15/44) 45,1 (23/51)
n=44 n=51
49,16 £ 13,37 51,76 + 13,26
22,7 (10/44) 29,4 (15/51)
n=44 n=51
32,58 £ 45,29 35,41 £61,70
45,4 (20/44) 49,0 (25/51)
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>30x10%/1 f (%)
Trombociti

X +SD (x109/1)
sniZeni f (%)
Hemoglobin

X +SD (g/1)
sniZen f (%)
LDH

T +SD (U/1)
povisena f (%)
Blasti pk

X +SD (% Le)
Blasti ks

X +SD (% NC)
Limfadenopatija
prisutna f (%)
Hepatosplenom.
prisutna f (%)

Aberantan
kariot. prisutan

£ (%)

% FLT3mut
prisutna f (%)

FLT3-ITDmut
Prisutna f (%)

NPM1mut
prisutna f (%)

CEBPAmut
prisutna f(%)
Grupe rizika
f(%)

Sred. povoljan 1
Sred. povoljan 2
povoljan
nepovoljan

51,5 (17/33)
n=33
76,88 + 64,34
90,9 (30/33)
n=33
87,52 +13,80
97 (32/33)

n=19

1806,16+1940,15

81(17/21)
n=33
44,33 + 27,66
n=33
69,88 + 21,06
n=28
10,7 (3/28)

n=28
32,1 (9/28)

n=33

57,6 (19/33)

40 (10/25)

40 (10/25)

28 (7/25)

0(0/8)

n=33
39,4 (13/33)
24,2 (8/33)
3(1/33)
33,3(11/33)

30,6 (30/98)
n=98
72,91 +71,01
89,8 (88/98)
n=98
95,20 + 16,30
91,8 (90/98)

n=66

1264,89+1303,28

71,6 (53/74)
n=97
34,27 £ 30,36
n=98
64,04 + 21,83
n=83
18,1 (15/83)

n=83
24,1 (20/83)

n=98

35,7 (35/98)

22,2 (18/81)

14,8 (12/81)

22,2 (18/81)

20,5 (8/39)

n=98
59,2 (58/98)
9,2 (9/98)
17,4 (17/98)
14,3 (14/98)

0,030

0.511
0,853

0.030
0,448

0.460
0,575

0,045

0.149

0,554

0,402

0,027

0,078

0,007

0,552

0,318

0,002

29,5 (13/44)
n=44
56,25 + 45,43
93,2 (41/44)
n=44
93,61 +17,84
90,9 (40/44)

n=32

1093,78+766,47

81,8 (27/33)
n=43
39,00 £ 31,85
n=44
64,75 + 22,36

n=34
11,8 (4/34)

n=34
20,6 (7/34)
n=44

40,1 (18/44)

20,6 (7/34)

14,7 (5/34)

20,6 (7/34)

40 (6/15)

n=44
52,3 (23/44)
11,4 (5/44)
18,2 (8/44)
18,2 (8/44)

31,4 (16/51)

n=51
88,49 * 86,54
86,3 (44/51)

n=51
97,22 + 15,04
92,2 (47/51)

n=32

64,1 (25/39)
n=51
30,14 + 28,74
n=51
63,53 21,04

n=46
21,7 (10/46)

n=46
28,3 (13/46)
n=51

33,3 (17/51)

23,9 (11/46)

15,2 (7/46)

23,9 (11/46)

8,3 (2/24)

n=51
62,7 (32/51)
7,8 (4/51)
17,6 (9/51)
11,8 (6/51)

1465,62+1697,02
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0,847

0,078
0,331

0,202
0,827

0,643
0,094

0,159

0,726

0,373

0,433

0,445

0,725

0,950

0,725

0,037

0,701



Tabela 66. Imunofenotipske karakteristike kao potencijalni prognozni
parametri za postizanje KR i nastanak relapsa bolesti u AML
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Kompletna remisija Relaps bolesti
Imunofenotipske (n=131) (n=95)
karakteristike NE DA P NE DA P
(n=33) (n=98) (n=44) (n=51)

(iD34+ pop. ks n=33 n=98 n=33 n=98

% + 5D (% NC) 37,36 + 29,57 28,87 + 25,78 0,072 29,43 + 28,07 27,52 + 24,27 0,899
CPll7+ pop. ks n=33 n=98 n=44 n=51

T +SD (% NC) 44,08 + 23,79 36,54 + 22,86 0,122 41,46 £ 24,10 32,01 +£21,22 0,044
HLA-DR+ n=33 n=98 n=44 n=51

f (%) 97 (32/33) 91,8 (90/98) 0,448 88,6 (39/44) 96,1 (49/51) 0,244

T +SD (% NC) 84,06 +19,91 81,09 + 27,23 0,979 78,41 + 31,04 85,51 + 20,72 0,474
CD34+ n=33 n=98 n=44 n=51

_f) 75,8 (25/33) 67,4 (66/98) 0364 | 659 (29/44) 68,6 (35/51) 0,778

T +SD (% NC) 58,09 £ 39,03 53,92 +41,84 0,675 52,96 +42,90 55,57 +41,25 0,754
CD117+ n=33 n=98 n=44 n=51

f (%) 93,9 (31/33) 91,8 (90/98) 1,000 90,9 (40/44) 92,2 (47/51) 1,000

ERES)) (% NC) 68,09 £+ 29,05 71,19 £ 29,84 0,714 74,64 £ 29,41 67,80 £ 30,86 0,076
CD38+ n=18 n=49 n=22 n=26

£ (%) 100 (18/18) 100 (49/49) 1,000 100 (22/22) 100 (26/26) 1,000

% +SD (% NC) 79,50 + 24,11 92,22 +12,31 0,023 89,91 + 16,13 94,08 + 7,98 0,495
CD123+ n=15 n=37 n=16 n=20

_ f) 100 (18/18) 100 (37/37) 1,000 100 (16/16) 100 (20/20) 1,000

T +SD (% NC) 86,27 £ 10,62 73,24 £19,97 0,042 78,12 + 15,50 70,55+ 22,51 0,435
CD135+ n=15 n=37 n=14 n=22

£ (%) 100 (15/15) 100 (37/37) 1,000 100 (14/14) 100 (22/22) 1,000

) (% NC) 84,87 £ 17,90 79,70 £ 18,46 0,237 83,14 £ 17,47 77,14 + 19,42 0,277
CD71+ n=20 n=62 n=30 n=31

_ f (%) 100 (20/20) 93,6 (58/62) 0,568 93,3 (28/30) 93,6 (29/31) 1,000

T +SD (% NC) 71,85 + 21,45 65,84 + 22,52 0,156 63,33+22,61 67,42 + 22,48 0,440
cMPO+ n=30 n=97 n=43 n=51

_ f (%) 70 (21/30) 81,4 (79/97) 0,181 79,1 (34/43) 82,4 (42/51) 0,687

T +SD (% NC) 35,40 £ 30,24 51,64 + 35,32 0,023 53,56 £ 35,52 48,65 + 35,44 0,577
CD13+ n=33 n=98 n=44 n=51

_ f (%) 97 (32/33) 98 (96/98) 1,000 95,5 (42/44) 100 (51/51) 0,212

T +SD (% NC) 79,46 £ 24,49 77,42 £ 24,53 0,589 74,48 £ 27,20 80,16 + 21,78 0,481
CD33+ n=33 n=95 n=43 n=49

f (%) 97 (32/33) 96,8 (92/95) 1,000 97,7 (42/43) 95,9 (47/49) 1,000

RS (% NC) 80,21 £ 25,91 81,93 £ 24,71 0,785 79,86 + 26,23 82,96 + 24,00 0,787
CD15+ n=33 n=97 n=43 n=51

_ f (%) 48,5 (16/33) 38,1 (37/97) 0,296 34,9 (15/43) 43,1 (22/51) 0,414

* +£SD (% N(j) 29,21 £ 28,05 27,50 £ 29,93 0,636 23,72 £ 28,12 31,53 +£31,84 0,551
CD11a+ n=13 n=38 n=19 n=18

_f() 100 (13/13) 97,4 (37/38) 1,000 100 (19/19) 94,4 (17/18) 0,486

¥ +SD (% NC) 85,00 + 18,33 74,53 + 23,71 0,230 75,47 £ 21,90 73,94 + 26,67 0,867
CD11b+ n=33 n=97 n=43 n=51

_ f (%) 60,6 (20/33) 30,9 (30/97) 0,002 27,9 (12/43) 35,3 (18/51) 0,444

T +SD (% NC) 35,52 £ 26,60 22,90+ 27,75 0,004 20,40 £ 25,04 25,80 £ 30,44 0,770
CD11c+ n=33 n=93 n=44 n=47

%) 60,6 (20/33) 54,8 (51/93) 0.566 59,1 (26/44) 51,1 (24/47) 0,442

T +SD (% NC) 34,58 + 27,04 32,06 + 30,87 0,520 31,73 +£29,51 32,60 + 32,86 0,965



CD4+
F(%)
+SD (% NC)
CD64+
F (%)
+SD (% NC)
CD36+
§ (%)
+SD (% NC)
CD14+
F (%)
+SD (% NC)
CD163+
§ (%)
+SD (% NC)
CD2+
F (%)
+SD (% NC)
CD7+
§(%)
+SD (% NC)
CD56+
F (%)
+SD (% NC)
CD19+
F (%)
+SD (% NC)
CD22+
§(%)
+SD (% NC)
cCD79+
£ (%)
+SD (% NC)
CD35+
§(%)
+SD (% NC)
CD62L+
7 (%)
+SD (% NC)
CD114+
F(%)
+SD (% NC)
CD45RA+
§(%)
* +SD (% NC)

=1

=1

=1

=1

=1

=1

=1

=1

=1

=1

=1

=1

=1

=1

n=31
77,4 (24/31)
51,23 £ 29,89

n=31
48,4 (15/31)
27,84 + 26,58

n=33
33,3 (11/33)
20,36 + 21,85

n=33
12,1 (4/33)
6,82 + 7,86

n=12
16,7 (2/12)
11,25+17,65

n=33
6,1 (2/33)
482+7,51

n=33
21,2 (7/33)
17,06 + 24,97

n=33
30,3 (10/33)
16,58 + 23,73

n=33
6,1 (2/33)
3,54 +£4,90

n=33
21,2 (7/33)
15,97 + 24,07

n=29
0(0/29)
1,83+1,96

n=9
22,2 (2/9)
9,44 + 12,34

n=7
71,4 (5/7)
43,86 + 34,92

n=9
88,9% (8/9)
65,33 £ 28,90

n=9
44,4% (4/9)
15,11 +9,71

n=89
55,1 (49/89)
31,63 + 29,64

n=93
37,6 (35/93)
25,94+ 31,13

n=96
20,8 (20/96)
17,79 £ 25,72

n=98
13,3 (13/98)
7,88 £ 13,31

n=22
9,1(2/22)
6,46 £ 14,34

n=98
4,1 (4/98)
4,70 £ 10,44

n=98
19,4 (19/98)
14,67 + 24,56

n=97
27,6 (27/98)
19,35+ 29,13

n=98
15,3 (15/98)
8,86 + 18,09

n=96
8,3 (8/96)
7,77 £12,26

n=86
7 (6/86)
2,77 £+ 4,75

n=29
35,7 (10/28)
18,45 + 23,72

n=21
81 (17/21)
54,24 + 29,48

n=27
81,5% (22/27)
57,82 + 28,35

n=25
40% (10/25)
24,36 £ 30,34

0,028
0,005

0,291
0,300

0,147
0,168

1,000
0,399

0,602
0,242

0,641
0,487

0,820
0,203

0,761
0,891

0,237
0,830

0,046
0,398

0,335
0,898

0,687
0,410

0,622
0,396

1,000
0,547

1,000
0,861

n=42
54,8 (23/42)
30,40 £ 29,91

n=42
33,3 (14/42)
23,88 30,40

n=43
16,3 (7/43)
15,21 + 23,53

n=44
11,4 (5/44)
6,84 + 12,31

n=9
22,2 (2/9)
11,67 £ 21,81

n=44
2,3(1/44)
3,68 £ 4,66

n=44
25 (11/44)
18,00 + 28,56

n=44
25 (11/44)
19,98 + 30,43

n=44
18,2 (8/44)
9,48 + 18,36

n=43
9,3 (4/43)
8,26 + 14,46

n=38
5,3 (2/38)
2,45 + 4,35

n=13
38,5 (5/13)
21,85+ 26,50

n=8
75 (6/8)
51,00 + 37,98

n=16
75% (12/16)
53,19 + 30,88

n=11

36,4% (4/11)
22,91 +29,25

n=45
55,6 (25/45)
33,16 £ 30,17

n=48
43,8 (21/48)
28,71 £ 32,61

n=50
26 (13/50)
20,70 £ 28,02

n=51
15,7 (8/51)
9,16 + 14,43

n=13
0(0/13)
2,85 + 2,94

n=51
59 (3/51)
576 +£13,79

n=51
13,7 (7/51)
11,76 £ 21,04

n=50
31,4 (16/51)
19,88 + 28,81

n=51
13,7 (7/51)
8,69 + 18,50

n=50
8 (4/50)
7,40 £ 10,46

n=45
8,9 (4/45)
3,11 +5,22

n=15
35,7 (5/14)
16,60 + 22,14

n=12
83,3(10/12)
56,50 + 25,48

n=11
90,9%(10/11)
64,54 + 23,99

n=13
38,5% (5/13)
25,31 + 33,54
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0,941
0,555

0,312
0,790

0,255
0,304

0,541
0,254

0,156
0,947

0,621
0,485

0,162
0,829

0,492
0,820

0,552
0,837

1,000
0,641

0,683
0,356

0,883
0,205

1,000
0,847

0,618
0,236

1,000
0,622



Tabela 67. Univarijantna analiza uticaja klinicko-hematoloskih i bioloskih

karakteristika na trajanje KR bolesti i prezivljavanje bolesnika sa AML

Karakteristika

Pol f(%)
Muski

Zenski
Starost f(%)
<60 god.

260 god.

Le - nivo f(%)
SniZeni
Normalni
Poviseni

<30x109/1
230x109/1

Tr - sniZeni f(%)
da

ne

Hb - sniZen (%)
da

ne
LDH-poviSena
(%)

da

ne

Limfadenopat.
f(%)

da

ne

Hepsplenmeg.
§(%)

da

ne

Aber. kariotip
(%)

da

ne

I FLT3mut (%)
da

ne

FLT3-ITDmut (%)
da

ne

NPM1mut (%)
da
ne
CEBPAmut (%)
da

57
38

70
25

30
20
45

66
29

85
10

52
20

14
66

20
60

35
60

18
62

12
68

18
62

Trajanje kompletne
remisije
(n=95)
Relaps Vreme do
bolesti relapsa
(%) Me (mes)
50 3
60,5 4
51,4 15
60 12
50 13,5
55 11,5
55,6 7
53 7
55,2 3
51,8 4
70 4
54 4
50 4
48 4
70 5
71,4 6
54,6 4
65 5
55 4
48,6 3
56,7 5
61,1 3
56,4 7
58,3 3
57,4 7
61.1 10
65.5 15
25 Nije dost.

0,155

0,243

0,139

0,116

0,178

0,632

0,115

0,126

0,327

0,450

0,664

0,383

0,078

0,097

115
76

124
67

46
35
110

114
77

175
16

175
15

105
34

23
136

40
119

77
114

48
123

35
113

43
105

Ukupno prezivljavanje

(n=191)
Umrli lzyzina
Zivota
(%)
Me (mes)
83,3 3
88,2 4
80,6 6
94 2
78,3 9,5
82,9 7
89,1 3
80,7 7
92,2 3
85,7 4
81,2 4
85,8 4
80 4
79 6
91,2 4
87 6
82,4 4
90 5
80,7 4
84,4 3
86 5
89,6 3
80 7
91,4 3
80,5 7
95,4 3
78,1 8
62,5 5

0,479

0,001

0,008

0,000

0,602

0,524

0,647

0,756

0,360

0,830

0,014

0,014

0,001

0,159
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ne

ELN grupe rizika
Sred. povoljan 1
Sred. povoljan 2
povoljan
nepovoljan

31

55

17
14

71

58,2
44,4
52,9
42,9

12

11
12
12
9,5

0,745

51

101
22
28
40

86,3

86,1
86,4
71,4
92,5

N & O

0,176

Tabela 68. Univarijantna analiza uticaja imunofenotipskih karakteristika
na trajanje kompletne remisije bolesti i prezivljavanje bolesnika sa AML

Imunfenotipska

karakteristika

CD45-obrazac
nizak

srednji

visok
heterogen
HLA-DR-poz
HLA-DR-neg
HLA-DR-obrazac
CD34-poz
CD34-neg
CD34-obrazac

CD117-poz
CD117-neg
CD117-obrazac

Kombincije (n=8)

CD34/CD117/HLA-DR

CD38-obrazac
CD123-obrazac
CD135-obrazac

CD71-poz
CD71-neg

cMPO-poz
cMPO-neg
cMPO-obrazac
nizak

srednji

visok
heterogen
cLizozim-poz
cLizozim-neg
cLizozim-obrazac
CD13-poz
CD13-neg
CD13-obrazac
nizak

srednji

visok

N

57

76
18

13
26
31
93

Relaps
Bolesti

(%)

44,8
51,3
57,1
76,9

55,7
28,6

54,7
51,6

54
50

50,9
50

55,3
50

80
44,4

15,4
61,5
51,6
18,3

Vreme
do
relapsa
Me
(mes)

12
15
8
6

12
36

16
11

12
11

12
15

12
16

P

0,007

0,887

0,277
0,234

0,456
0,786

0,233

0,295
0,686
0,148
0,367
0,928

0,447

0,242

0,035

0,415

0,030

N

53
66
36
36

177
14

130
61

172
19

111

140
45

48
20
16
49

35
19

185

22
38
68

Umrli

(%)

79,2
77,3
94,4

84,7
92,9

83,1
90,1

84,9
89,5

84,7
83,3
85
86,7

89,6
60
87,5
87,8
94,4
73,7

86
66,7

77,3
71
88,2

DuzZina
Zivota
Me
(mes)

P R R NE wal WA PR WU N NWUT G

RN

3,5

0,024

0,275

0,342
0,096

0,408
0,239

0,122

0,415
0,664
0,760
0,153
0,773

0,382

0,027

0,118

0,274
0,478

0,013
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heterogen

CD33-poz
CD33-neg
CD33-obrazac

CD15-poz
CD15-neg
CD15-obrazac

CD11a-poz
CD11a-neg
CD11a-obrazac

CD11b-poz
CD11b-neg
CD11b-obrazac

CD11c-poz
CD11c-neg
CD11c-obrazac

CD4-poz
CD4-neg
CD4-obrazac

CD64-poz
CD64-neg
CD64-obrazac
Nizak

Srednji

Visok
Heterogen

CD36-poz
CD36-neg
CD36-obrazac

CD14-poz
CD14-neg

CD163-poz
CD163-neg
CD2-poz
CD2-neg
CD7-poz
CD7-neg

CD56-poz (sa TMCH)

CD56-neg
CD56 obrazac

CD56-poz (bez TMCH)

CD56-neg
CD56 obrazac

CD19-poz
CD19-neg

CD22-poz
CD22-neg

cCD79a-poz
cCD79a-neg

CD35-poz
CD35-neg

CD62L-poz
CD62L-neg
CD62L obrazac

CD114-poz
CD114-neg

30
64

50
41

48
39

35
55

23

15

20
73

13
82

20

91

18
77

27
68

19

52,8
66,7

59,5
50,9

60
51,6

48
56,1

52,1
51,3

60
49,1

34,8
57,1
60
20

65
50,7

61,5
52,4

65

75
52,8
38,9
57,1
59,3
51,5

79
57,6

46,7
55
50

54,1

66,7

53,2
50

52,9

62,5
50

45,4
20

12
15

10
17

[=Y w
o o

10
16

Nije dost.
12

6
14

36
12

11
16

8
15

12
16
12
18

12
12

11
16

12
9

19
12

0,764

0,580
0,129

0,287

0,120
0,026

0,437
0,576

0,184
0,168

0,088
0,136

0,009

0,025

0,437
0,118

0,095

0,289

0,740

0,296

0,156
0,011

0,156

0,149
0,660

0,657

0,731

0,884

0,279
0,942

57
183

108

107
76

104
73

76
104

20
11
35
10

55
134

30
161

10
44

10
181

44
147

57
140

49
130

21
170

30
155

161

96,5

85,8
80

88,8
83,6

85,3
100

95,1
78,7

87,8
80,3

90,4
78,1

89,5
83,6

75
90,9
94,3
100

96,4
81,3

96,7
83,2

80
84,1

90
85,1

88,6
84,4

85,9
85,7

95,9
89,2

57,1
88,8

93,3
83,9

66,7

77,8

78,4

80,6
75

81,4
88,9

TN W

LI 9) Qo)

PR W R W AN R WR N AN RWAD AR Wb

N N
Pk Wk (W ROoN | wR

oW

0,342

0,223
0,267

0,413
0,209

0,245
0,000

0,098
0,057

0,640
0,093

0,148
0,192

0,039

0,001

0,516
0,035

0,404
0,647
0,045

0,344

0,403
0,080

0,291
0,000

0,028
0,031
0,854

0,901

0,392
0,430
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CD45RA-poz 9 55,6 12 0,800 20 80 3 0,674

CD45RA-neg 15 53,3 14 31 80,7 4

Broj Ly hLDMA na - - - 0,720 - - 0,186
blastima (n=5)

Nivo dif. blasta (n=3) - - - 0,467 - - 0,129
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PRILOG 2.



INFORMACIJA ZA ISPITANIKA
Postovani Gospodine/Gospodo,

Zelimo da Vas obavestimo o razlozima i na¢inu uzimanja uzoraka, 2-3 ml kostne srZzi i 3
ml periferne krvi, tokom VaSeg ispitivanja kao potencijalnog davaoca kostne srzi za
alogenu transplantaciju mati¢nih ¢elija hematopoeze. Ovo ispitivanje se sprovodi u cilju
isklju€ivanja hematolo$ke bolesti kod Vas.

Pre nego $to date svoj pristanak, veoma je vazno da razumete zaSto se ova intervencija
radi i u ¢emu se ona sastoji. Pazljivo procitajte ovu informaciju, a ukoliko Zelite, o
njenom sadrZaju moZete razgovarati i sa drugim osobama. Za sve Sto Vam se ucini
nejasnim ili ukoliko Zelite dodatne informacije, molimo Vas da nam se obratite.

Neposredno posle VaSeg izbora za potencijalnog davaoca kostne srzi, u sklopu
hematolo$kog ispitivanja kojim se iskljuc¢uje da bolujete od neke hematoloske bolesti,
standardno se radi ispitivanje kosne srZi aspiracionom punkcijom.

U okviru ovog predloZenog ispitivanja, bile bi uradene sledece analize, koje su deo
protokola za obradu davaoca a to su: krvna slika sa formulom, biohemijske analize,
citomorfoloSka analiza razmaza kostne srZi, internisticki pregled, aspiracija kostne srzi.
Aspiracija kostne srzi radi se iz bedrene kosti. Bilo bi Vam uzeto 2-3 ml kostne srzi,
zajedno sa jednim uzorkom od 3ml periferne krvi, za imunofenotipsko ispitivanje
proto¢nom citometrijom.

Rezultati ovih ispitivanja pomo¢i ¢e da se sa vecom preciznoSc¢u isklju¢i postojanje
bolesti krvi kod Vas, Sto je i osnovni preduslov za doniranje c¢elija u svrhu
transplantacije. Ovi rezultati ¢e biti koriS¢eni u naucne svrhe, $to podrazumeva njihovo
objavljivanje u medicinskim Casopisima i prikazivanje na medicinskim sastancima. U
tim publikacijama Va$ identitet ¢e biti u potpunosti zasti¢en u skladu sa zakonom. Svi
va$i podaci Ce biti tretirani u skladu sa lekarskom tajnom kao poverljivi.

Odustajanje od ove saglasnosti nec¢e imati nikakve posledice na dalji tok leCenja osobe
za koju dajete kostnu srz.

Hvala S$to ste procitali ovo obrazloZenje.

Doc. dr Dragana Vuji¢
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Izjava saglasnosti za imunofenotipsko ispitivanje celija kostne srzi i
periferne Kkrvi tokom ispitivanja donora za alogenu transplantaciju
maticnih celija hematopoeze

Dr informisao me je o razlogu dodatnog ispitivanja uzorka kostne
srzi u Laboratoriji za imunofenotipizaciju i proto¢nu citometriju Klinike za
hematologiju KCS u Beogradu, i objasnio mi je svrhu i znacenje tih ispitivanja.

o Nakon razmatranja informacije o ispitivanju saglasan/a sam sa davanjem mog
bioloSkog materijala. Saglasan/a sam da se rezultati ovih ispitivanja koriste u
naucne svrhe, i da budu objavljeni u medicinskim Casopisima i prikazani na
medicinskim sastancima. Urucena mi je kopija informacije za bolesnike i
primerak izjave saglasnosti. Proc¢itao/la sam ih i nemam dodatnih pitanja.

o Nisam saglasan/a sa gore navedenim ispitivanjima.

mesto i datum Ime i prezime bolesnika
(Stampanim slovima)

potpis

Informisao sam bolesnika/cu o razlozima za uzimanja i slanje njegovog bioloskog
materijala na imunofenotipizaciju protofnom citometrijom i objasnio mu/joj svrhu i
znacenje planiranih ispitivanja.

mesto i datum Ime i prezime odgovornog
lekara
(Stampanim slovima)

potpis
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Klini€ki centar Srbije, Beograd
Wilg\Ti| Klinika za hematologiju KCS

GE|A[5El Dr Koste Todorovica 2, Beograd

INFORMACIJA ZA BOLESNIKA
Postovani Gospodine/Gospodo,

Zelimo da Vas obavestimo o razlozima i na¢inu uzimanja uzorka od 2-3 ml kostne srzi
tokom VaSeg leCenja citostatskom terapijom. Uzorak se wuzima u cilju
imunofenotipizacije proto¢nom citometrijom ¢elija kostne srZi i to u fazi oporavka
posle primene citostatika. Pre nego Sto date svoj pristanak, veoma je vazno da
razumete zaSto se ova intervencija radi i u cemu se ona sastoji.

Pazljivo procitajte ovu informaciju, a ukoliko Zelite, o njenom sadrzaju moZete
razgovarati i sa drugim osobama. Za sve Sto Vam se ucini nejasnim ili ukoliko Zelite
dodatne informacije, molimo Vas da nam se obratite.

Neposredno posle postavljanja dijagnoze limfoma kod Vas, u sklopu procene
raSirenosti bolesti, standardno se radi ispitivanje kosne srZi biopsijom.

U okviru ovog predloZenog ispitivanja, u cilju procene efikasnosti citostatske terapije,
posle 2. ili 3. primljenog ciklusa, osim rutinskih analiza (krvna slika, biohemijske
analize, rendgen pluca, ultrazvucni pregled trbuha i/ili skener trbuha i grudnog kosa)
bila bi Vam jednom uradena aspiracija kostne srzi iz bedrene kosti uz prethodnu
primenu lokalnog anestetika. Bilo bi Vam uzeto 2-3 ml kostne srzi za imunofenotipsko
ispitivanje proto¢nom citometrijom.

Rezultati ovih ispitivanja pomoc¢i ¢e da se sa veCom preciznoScu proceni oporavak Vase
kostne srzi posle citostatskog lecenja i bi¢e koriS¢eni u naucne svrhe, $to podrazumeva
njihovo objavljivanje u medicinskim casopisima i prikazivanje na medicinskim
sastancima. U tim publikacijama Vas identitet ¢e biti u potpunosti zasti¢en u skladu sa
zakonom. Svi vasi podaci ¢e biti tretirani u skladu sa lekarskom tajnom kao poverljivi.

Odustajanje od ove saglasnosti nece imati nikakve posledice na dalji tok dijagnostike i
lecenja.

Hvala $to ste procitali ovo obrazlozenje.

Prof dr Nada Suvajdzi¢ Vukovic¢
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Klini€ki centar Srbije, Beograd
Wilg\Ti| Klinika za hematologiju KCS

Wi]A|iEl Dr Koste Todorovi¢a 2, Beograd

Izjava saglasnosti za imunofenotipsko ispitivanje celija kostne srzi tokom
lecenja bolesnika sa limfomima

Dr informisao me je o razlogu dodatnog ispitivanja uzorka kostne
srzi u Laboratoriji za imunofenotipizaciju i proto¢nu citometriju Klinike za
hematologiju KCS u Beogradu, i objasnio mi je svrhu i znacenje tih ispitivanja.

o Nakon razmatranja informacije o ispitivanju saglasan/a sam sa davanjem mog
bioloSkog materijala. Saglasan/a sam da se rezultati ovih ispitivanja koriste u
naucne svrhe, i da budu objavljeni u medicinskim ¢asopisima i prikazani na
medicinskim sastancima. Urucena mi je kopija informacije za bolesnike i
primerak izjave saglasnosti. Proc¢itao/la sam ih i nemam dodatnih pitanja.

o Nisam saglasan/a sa gore navedenim ispitivanjima.

mesto i datum Ime i prezime bolesnika
(Stampanim slovima)

potpis

Informisao sam bolesnika/cu o razlozima za uzimanja i slanje njegovog bioloskog
materijala na imunofenotipizaciju protofnom citometrijom i objasnio mu/joj svrhu i
znacenje planiranih ispitivanja.

mesto i datum Ime i prezime odgovornog lekara
(Stampanim slovima)

potpis
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Terapija AML: bolesnici<60 g

Indukcija “3+7"

Postremisiona terapija: povoljan rizik

Bolesnici sa CBF AML i CD56+,
FLT3+, c-kit, Le >20x10°/L, +4 u
t(8;21) se lece kao bolesnici
srednjeg/visokog rizika

Postremisiona terapija: srednji / visok rizik

Prema; Vodi€ za dijagnostiku i leCenje akutnih leukemija, Klinika za hematologiju KCS, 2015.
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Terapija AML: bolesnici >60 g.

Indukcija

Povoljan/ sredniji rizik

Visok rizik: Klinicke studije

Postremisiona terapija

= “2+5“ 2 ciklusa

ara-C 2-3 ciklusa 0.5-1.5 g/m?, 1-2 hinf, d1, 3, 5ili 1.5 g/m?2 kont IV d1-3;
Male doze ara-C, 6-8 ciklusa ili do progresije bolesti

Palijacija (Hy, VP-16, 6-TG)

Klinicka studija

Prema; Vodi¢ za dijagnostiku i leCenje akutnih leukemija, Klinika za hematologiju KCS, 2015.
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Terapija APL- PETHEMA 2012

Indukcija

IDA 12 mg/m?,d2, 4,6, 8,>60god, 2, 4,6
ATRA 45 mg/m2/d,x 90ili do KR

Konsdlidacija
Prilagodjenial godinama i riziku

I I
‘ >60god, | | < 60 god, nizak rizik ‘

b, D36+ CD 56 +
N (>20%) (> 20%)
o .. . v
=~> [Umerenrizik|= = = = = = = = = = Visok rizik
IDA  5mg/m?/d,d 1-4 * 5
IDA  5mg/m?/d,d1-4 Ara-C 500 mg/m2/d,d 1-4 IDA 5mg/m?/d,d1-4
ATRA 45 mg/m?2/d, x15 ATRA 45 mg/m?/d 15 Ara-C 1000 mg/m%/d,d 1-4
’ ATRA 45 mg/m2/d,x15
MTZ 10 mg/mzld, di1-3 MTZ 10 mg/mZ/d’ d1-3
ATRA 45 mg/mzld, x15 ATRA 45 mg/mZ/d‘ Xx15 MTZ 10 mg/mzld, d1-5
ATRA 45 mg/m?/d, x15
2 _
IDA 12 mg/m%/d,d 1 IDA 12 mg/m*/d, d 1-4 IDA 12 mg/m¥/d,d 1-4
2 Ara-C 500 mg/m2/d,d 1-2
ATRA 45 mg/m?/d, x15 ) Ara-C 500 mg/m2/d,d 1-4
ATRA 45 mg/m?/d, x15
TRA 45 mg/m?2/d, x15

\

Odrzavanje (2 godine)
ATRA 45 mg/m2+ MTX + 6-MP

PETHEMA LPA-99 rescue protocol

Indukcija
Novantron, 6 mg/m?/d, d1-4
ARA-C 1000 mg/m?/d,d1-6
ATRA 45 mg/m?2/d, d1-30

Konsolidacija
Novantron , 6 mg/m?/d, d1-4
ARA-C 1000 mg/m?/d, d1-4
ATRA 45 mg/m2/d, d1-30
KR NR

Intenzifikacija Intenzifikacija
Mobilizacija MCH u KR2

= Posle indukcije ili konsolidacije Alo TMCH
= U stabilnoj fazi (G-CSF)
\ 4 B KR — kompletna remisijalDA - Idarubicin, Ara-C —
Auto TMCH Cytosar, ATRA —oll trans retinoicna kiselina,
(Busulfan, Cyclophoshamide) MTZ - Mitoksantron

Prema; Vodi€ za dijagnostiku i le€enje akutnih leukemija, Klinika za hematologiju KCS, 2015.
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Abstract The aims of this study were to investigate the
frequency and prognostic relevance of CD56 expression in
patients with acute myeloid leukemia (AML) and to com-
pare the importance of CD56 expression with standard
prognostic factors, such as age, leukocytosis, cytogenetic
abnormalities and performance status. We analyzed the
data of 184 newly diagnosed patients with non-promyelo-
cytic AML and a follow-up of 36 months. The median
patient age was 58 years, with a range of 18-79. CD56+
antigen was recorded in 40 patients (21.7%). CD56 + was
the most significant risk factor for OS: P = 0.05. The most
significant factor for a poor rate of CR was age > 55 years
(P = 0.001). CD56 positivity had no significant influence
on CR rate, but it was the most significant risk factor for
disease-free survival (P = 0.005). The CD56 antigen is an
independent prognostic risk factor, and its presence should
be measured regularly for a better prognostic assessment of
patients with AML.

Keywords Prognostic factors - CD56 antigen -
Acute myeloid leukemia
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Introduction

Acute myeloid leukemias (AML) belong to a heteroge-
neous group of disorders that often present with different
morphological, immunophenotypic and cytogenetic pat-
terns. Identification of these characteristics may be useful
for a better prognostic evaluation and for a more appro-
priate therapeutic approach [1, 2].

A variety of clinical and biological parameters, includ-
ing immunophenotype, have an impact on patient outcome
in AML. Nevertheless, the prognostic value of immuno-
phenotyping in AML remains controversial. Some studies
have failed to show a significant association between
immunophenotype and treatment response and survival,
while others report an adverse prognosis with expression of
the following antigens on leukemic cells: deoxynucleotidyl
transferase (TdT), CD7, CD9, CD11b, CD13, CDI14,
CD33, CD34, and more recently, CD56 [1].

CD56 antigen, a 200-220-kDa cell surface glycoprotein,
belongs to the immunoglobulin supergene family and has
been identified as an isoform of the neural cell adhesion
molecule (NCAM) [3]. This antigen mediates cell-to-cell
interactions and is possibly involved in cell-mediated
cytotoxicity [4, 5]. The CD56 antigen was first described as
a marker of natural killer cells but was subsequently found
to be expressed in several lympho-hematopoietic neo-
plasms, including AML [3, 6, 7]. Moreover, it has been
reported that in patients with AML, the presence of CD56
antigen on leukemic cells may have an influence on the
duration of complete remission (CR) and survival, sug-
gesting that CD56 expression could be useful in stratifying
risk groups and therapeutic approaches for this subtype of
AML [3].

To clarify the prognostic role of CD56 antigen expres-
sion in leukemic cells, in the present study, we evaluated
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the frequency of expression in patients with AML and the
impact on overall survival (OS), disease-free survival
(DFS) and CR rate. We compared the importance of CD56
expression with standard prognostic factors, such as age,
leukocytosis, cytogenetic abnormalities and performance
status (PS).

Materials and methods
Patients

This single-center study included 184 patients with previ-
ously untreated non-promyelocytic AML, who were mon-
itored for 36 months. The response criteria for complete
remission (CR) were as recommended by the International
Working Group [8]. OS was defined as the time from
diagnosis to the death or date of last follow-up. DFS was
defined as the time from achievement of CR until relapse or
death. The following parameters were recorded: age, sex,
expression of CD56 antigen on leukemic blasts, AML
subtype classification by the French-American-British
(FAB) Cooperative Group [9], karyotype risk group as
determined using the European Leukemia Net (ELN) rec-
ommendations [10] and PS as determined using the Eastern
Cooperative Oncology Group (ECOG) scale.

Treatment

Patients were treated with the Medical Research Council
(MRC) 12 regimen. Induction chemotherapy consisted of
daunorubicin at a daily dosage of 45 mg/m? on days 1-3, in
combination with cytarabine at 200 mg/m’ daily as a
continuous intravenous infusion for 7 days (3 + 7 regi-
men). Patients who achieved CR after 1 or 2 cycles of
induction chemotherapy received two cycles of consoli-
dation chemotherapy: mitoxantrone at a daily dosage of
10 mg/m* for 5 days with cytarabine 1,000 mg/m?* for
3 days (MiDAC regimen). All patients received prophy-
lactic antibiotic therapy with ciprofloxacin (500 mg twice a
day) and fluconazole (150 mg) or itraconazole (200 mg)
daily per os.

Methods

A leukocyte count >30 x 10°/L was considered as leu-
kocytosis. A cutoff > 20% was used for CD34 antigen
expression as detected by flow cytometry. The cytogenetic
risk-group categories were stratified by ELN classification
as follows: favorable, intermediate I, intermediate 11 and
adverse. ECOG PS ranged from O to 4, and scores <2
versus >2 were compared.

@ Springer

Statistical analysis

Survival rates were estimated by the Kaplan—-Meier
method, and the log-rank test was employed for the com-
parison of survival curves among the different groups of
patients. Univariate and multivariate COX proportional
regression models were employed for the identification of
risk factors. Hazard ratios were calculated with a 95%
confidence interval (CI). Parameters that were statistically
significant in the univariate analyses were included in the
multivariate regression procedure. All statistical analyses
were performed with SPSS, version 18 (SPSS).

Results

The main characteristics of the patients are shown in
Table 1. Their mean age was 58 years (range of
18-79 years). There were 88 (48%) women and 96 (52%)
men. A total of 119 (65%) patients had ECOG PS > 2, and
most of them belonged to the intermediate I cytogenetic
risk group (113/61.4%). CD56 antigen positivity was
detected in 40 (21.7%) patients. We found no significant
correlation between CD56 positivity and any cytogenetic
risk group. According to the FAB classification, CD56
antigen positivity most frequently occurred in the M5
subtype (Table 2).

The probability of OS in months, as evaluated by the
Kaplan—-Meier method, correlated positively with the

Table 1 Patient characteristics

Patient characteristics No. of patients %
Total 184
Sex
Male 96 52
Female 88 48
Age (years)
Median 58
Range 18-79
Leukocyte count > 30 x 10”L 75 41
ECOG PS
<2 65 35
>2 119 119
CD56 antigen expression
Positive 40 21.7
Negative 144 78.3
Karyotype (ELN classification)
Favorable 21 114
Intermediate I 113 61.4
Intermediate 11 10 54
Adverse 40 21.8
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Table 2 Incidence of CD56 antigen expression according FAB types, N (%)

MO M1 M2 M4 M5 M6 M7
CD56
Total 14 23 75 21 50 0
Negative 12 (85.7) 21 (91.3) 63 (84) 16 (76.2) 32 (64) 0
Positive 2 (14.3) 2 (8.7) 12 (16) 5(23.8) 18 (36) 1
1.0 Age 1.0
M <55
_r- > 55 p<0.001
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Fig. 1 Impact of age > 55 years on overall survival (P < 0.001 by
Kaplan—-Meier method)

following parameters: age > 55 years (P = 0.002), leu-
kocytosis (P = 0.003), ECOG PS >2 (P = 0.001),
adverse cytogenetics (P = 0.019) and CD56 antigen posi-
tivity (P = 0.003). The impact of age, leukocytosis, ECOG
PS, cytogenetics and CD56 antigen expression on OS is
shown in Figs. 1, 2, 3, 4, and 5.

The probability of DFS in months was also significantly
correlated with adverse cytogenetics (P = 0.05) and CD56
antigen positivity (P = 0.005). The Kaplan—Meier curves
of adverse cytogenetics and CD56 antigen expression
impact on DFS are shown in Figs. 6 and 7.

Univariate COX proportional regression analysis indi-
cated that the following tested features were significant
predictors for poor OS: age > 55 years (P < 0.001), leu-
kocytosis (P = 0.003), adverse karyotype (P = 0.019),
ECOG PS > 2 (P = 0.001) and CD56 antigen positivity
(P = 0.003). The multivariate COX proportional regres-
sion method pointed to CD56 antigen positivity (P = 0.05,
RR = 1.598, 95% CI 0.984-2.595) as the most significant
predictor for poor OS.

Fig. 2 Impact of leukocytosis > 30 x 10%L on overall survival
(P = 0.003 by Kaplan—-Meier method)

Univariate analysis showed that significant factors for
poor DFS were adverse karyotype (P = 0.009) and CD56
antigen positivity (P = 0.001). The most significant risk
factor for DFS using the multivariate method was CD56
antigen positivity (P = 0.005, RR = 0.443, 95% CI
0.253-0.779).

In the univariate analysis, age > 55 years (P < 0.001),
leukocytosis (P = 0.024), ECOG PS > 2 (P < 0.001) and
adverse cytogenetics (P = 0.049) were found to be sig-
nificantly correlated with a poor rate of CR. The most
important factor associated with poor CR rate in the
multivariate analysis was age > 55 years (P = 0.001,
RR = 0.274, 95% CI 0.125-0.597). CD56 antigen posi-
tivity had no significant influence on CR rate.

Discussion
The aim of the present study was to determine the prog-

nostic value of CD56 antigen expression on AML patient
outcome. The prognostic impact of surface antigen

@ Springer



2080 Med Oncol (2012) 29:2077-2082
1.0 4 ECOG PS 1.0 1 CD56
<2 _m negative
7 22 p=0.001 _r- positive p=0.003
0.8 0.8
= 064 ® 06+
g 0.6 s 0.6
2 2
5 >
(2] (2]
S 04 S 044
g g
o o
0.2 0.2
=
0.0 0.0
T T T T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60

Months from AML diagnosis

Fig. 3 Impact of ECOG PS > 2 on overall survival (P = 0.001 by
Kaplan—-Meier method)
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Fig. 4 Impact of adverse cytogenetics on overall survival (P = 0.019
by Kaplan—Meier method)

expression in AML is controversial. Various confounding
factors, such as age, cytogenetics and treatment protocols,
may contribute [1]. We analyzed the importance of CD56
antigen positivity in addition to some biological and clin-
ical parameters (leukocytosis, cytogenetics and PS) in 184
patients with AML.
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Fig. 5 Impact of CD56 antigen expression on overall survival
(P = 0.003 by Kaplan—-Meier method)
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Fig. 6 Impact of adverse cytogenetics on disease-free survival
(P = 0.05 by Kaplan—-Meier method)

In our group of patients, 40 (21.7%) were positive for
CD56 antigen. In other studies, CD56 positivity was
observed in 10-24% of the patients with AML [1, 3, 5, 11].
No significant correlation between CD56 antigen expres-
sion and the cytogenetic risk groups was found in our
research, but the results reported by others differ. Thus,
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Fig. 7 Impact of CD56 antigen expression on disease-free survival
(P = 0.005 by Kaplan—-Meier method)

Chang et al. showed a significant association between
CD56 antigen expression and the favorable cytogenetic
translocation 8:21, while Raspadori et al. reported a posi-
tive correlation between CD56 positivity and unfavorable
cytogenetic abnormalities [1, 3]. Our results are in accor-
dance with the findings of Di Bona et al., who observed no
difference in CD56 positivity in cytogenetic risk groups
[5]. Moreover, we have confirmed published data that
CD56 antigen expression is most frequently associated
with the M5 FAB subtype of AML [1, 3]. This could be
attributed to the fact that CD56 antigen is constitutively
expressed in normal monocytes and monocyte-derived
cells, while monoblastic leukemia is generally associated
with a poorer prognosis [12].

In addition, we have shown that significant risk factors
for poor OS in patients with AML include age, leukocy-
tosis, adverse karyotype, poor PS and CD56 antigen posi-
tivity. In our group of subjects, the cutoff for the age of
patients with significantly shorter OS was 55 years. Ages
ranging from 60 to 75 years for cutoff for poor OS were
found in other studies [1, 13, 14]. The significant influences
of leukocytosis, adverse karyotype, ECOG PS > 2 and
CD56 antigen expression on OS are in accordance with
published findings [1, 3, 5, 15-17]. The most significant
independent predictor for poor OS in our investigation was
CD56 antigen positivity. Other authors also highlighted the
negative prognostic role of CD56 antigen positivity on OS
[1, 3, 5, 11, 12, 17]. Moreover, two studies demonstrated
the significance of CD56 positivity as a risk factor for poor

OS in univariate analysis, but this trend was not significant
in a multivariate analysis [1, 3].

Significant risk factors for poor DFS in our investigation
were adverse karyotype and particularly CD56 antigen
expression. Others also found a significant influence of
CD56 antigen positivity on poor DFS [5, 11, 12], but
Chang et al. detected no impact of CD56 antigen expres-
sion on DFS [1].

Our research demonstrated significant correlations
between the rate of CR and leukocytosis, ECOG PS > 2,
adverse cytogenetics and age > 55 years. The last factor
was the most significant factor for a poor rate of CR in the
multivariate analysis. This result confirms the recent find-
ings of others [1, 18-21]. In our study, CD56 antigen
positivity had no significant effect on the CR rate. This
result is similar to data published by Chang et al., where
age, leukocytosis and unfavorable cytogenetics had sig-
nificant impacts on CR rate, but CD56 antigen expression
had no effect. Nevertheless, Raspadori et al. reported that
CD56 antigen positivity was the most significant inde-
pendent factor for the achievement of CR [3]. Although the
mechanisms of CD56-mediated adverse outcomes in AML
are not clearly understood, CD56 was shown to be asso-
ciated with overexpression of P-glycoprotein (PGP), so the
reduced response to chemotherapy may be due to increased
PGP-mediated drug efflux [11, 12].

Conclusion

Our data suggest that CD56 antigen expression has an
important influence on poor OS and DFS of patients with
AML. CD56 antigen expression on leukemic cells should
be regularly assessed in patients with AML at diagnosis
and should be taken into consideration in the stratification
of these patients into risk groups and design of future
therapeutic strategies.

Acknowledgments This study was supported by the Ministry of
Science and Technological Development of Republic of Serbia, NO
41004.

Conflict of interest The authors report no conflicts of interest. The
authors alone are responsible for the content and writing of the paper.

References

1. Chang H, Salma F, Yi Q, Patterson B, Brien B, Minden MD.
Prognostic relevance of immunophenotyping in 379 patients with
acute myeloid leukemia. Leuk Res. 2004;28:43-8.

2. McCulloch EA, Kellecher CA, Miauchi J, Wang C, Cheng GYN,
et al. Heterogeneity in acute myeloblastic leukemia. Leukemia.
1988;2(Suppl 12):36s—49s.

@ Springer



2082

Med Oncol (2012) 29:2077-2082

10.

11.

. Raspadori D, Damiani D, Lenoci M, Rondeli D, Testoni N, et al.

CD56 antigen expression in acute myeloid leukemia identifies
patients with poor prognosis. Leukemia. 2001;15:1161-4.

. Ciolli S, Leoni F, Nozzoli C, Longo G, Gianfaldoni G, et al.

Prognostic impact of CD56 in 141 cases of acute myeloid
leukemia. Haematologica. 2001;86(Suppl 10): al7 (abstract).

. Di Bona E, Sartori R, Zambello R, Guercini N, Madeo D,

Rodighiero F. Prognostic significance of CD56 antigen expres-
sion in acute myeloid leukemia. Haematologica. 2002;87:250-6.

. Reuss-Borst MA, Steinke B, Waller HD, Buhring HJ, Muller CA.

Phenotypic and clinical heterogeneity of CDS56-positive acute
nonlymphoblastic leukemia. Ann Haematol. 1992;64:78-82.

. Dunphy CH, Gregowicz AJ, Rodriguez G. Natural killer cell

acute leukemia with myeloid antigen expression. A previously
undescribed form of acute leukemia. Hematopathology. 1995;
104:212-5.

. Cheson BD, Bennet JM, Kopecky KJ, Buchner T, Willman CL,

et al. International Working Group for diagnosis, standardization
of response criteria, treatment outcomes, and reporting standards
for therapeutic trials in acute myeloid leukemia. Revised rec-
ommendations of the international working group for diagnosis,
standardization of response criteria, treatment outcome, and
reporting standards for therapeutic trials in acute myeloid leu-
kemia. J Clin Oncol. 2003;21:4642-9.

. Bennet JM, Catovsky D, Daniel MT, Flandrin G, Galton DA,

et al. Proposals for the classification of the acute leukaemias.
French—American—British (FAB) co-operative group. Br J Hae-
matol. 1976;33:219-28.

Donner H, Estey EH, Amadori S, Appelbaum FR, Biichner T,
et al. Diagnosis and management of acute myeloid leukemia in
adults: recommendations from an international expert panel, on
behalf of the European LeukemiaNet. Blood. 2010;115:454-74.
Jiang A, Jiang H, Branddwein J, Kamel-Reid S, Chang H.
Prognostic factors in normal karyotype acute myeloid leukemia
in absence of the FLT3-ITD mutation. Leuk Res. 2010. doi:
10.1016/j.1eukres.2010.07.021.

@ Springer

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

. Raspadori D, Damiani D, Micheli M, Stocchi R, Gentili S, et al.

CD56 and PGP expression in acute myeloid leukemia: impact on
clinical outcome. Haematologica. 2002;87:1135-40.

Breccia M, Frustaci AM, Cannella L, Stefanizzi C, Latagliata R,
et al. Comorbidities and FLT3-ITD abnormalities as independent
prognostic indicators of survival in elderly acute myeloid leu-
kemia patients. Haem Oncol. 2009;27:148-53.

Klepin HD, Baldalucci L. Acute myelogenous leukemia in older
adults. Oncologist. 2009;14:222-32.

Fernandez HF. New trends in the standard of care for initial therapy of
acute myeloid leukemia. ASH Education Book. 2010;2010:56-61.
Lowenberg B. Acute myeloid leukemia: the challenge of cap-
turing disease variety. ASH Education Book. 2008;2008(1):1-11.
Bear MR, Stewart CC, Lawrence D, Arthur DC, Byrd JC, et al.
Expression of the neural cell adhesion molecule 56 is associated
with short remission duration and survival in acute myeloid
leukemia with t(8:21) (q22:q22. Blood. 1997;90:1643-8.

Erba HP. Prognostic factors in elderly patients with AML and the
implications for treatment. ASH Education Book. 2007;2007(1):
420-8.

Kantarjian H, O’Brien S, Cortes J, Giles F, Faderl S, et al. Results
of intensive chemotherapy in 998 patients age 65 years or older
with acute myeloid leukemia or high risk myelodysplastic syn-
drome: predictive prognostic models for outcome. Cancer. 2006;
106:1090-8.

Giles FJ, Borthakur G, Ravandi F, Faderl S, Verstovsek S, et al.
The haematopoietic cell transplantation comorbidity index score
predictive of early death and survival in patients over 60 years of
age receiving induction therapy for acute myeloid leukemia. Br J
Haematol. 2007;136:624-7.

Etienne A, Esterni B, Charbonnier A, Mozziconacci MJ, Arnoulet
C, et al. Comorbidity is an independent predictor of complete
remission in elderly patients receiving induction chemotherapy
for acute myeloid leukemia. Cancer. 2007;109:1376-83.


http://dx.doi.org/10.1016/j.leukres.2010.07.021

BIOGRAFIJA

Mr. sci. biol. Nada Kraguljac Kurtovi¢ rodena je 1. marta 1964. godine u Skoplju.
Osnovnu $kolu i gimnaziju zavrsila je u Beogradu.

Na BioloSkom fakultetu Univerziteta u Beogradu, odsek molekularna biologija i
fiziologija, diplomirala je 1989. godine sa prose¢nom ocenom 9,27.

0d 1990. godine je zaposlena na Klinici za hematologiju Klinickog centra Srbije,
u Laboratoriji za imunofenotipizaciju i proto¢nu citometriju, Poliklinicko-
dijagnostickog odeljenja. Na poziciji rukovodioca Laboratorije nalazi se od 1996. godine
do danas.

Poslediplomske specijalisticke studije na BioloSkom fakultetu
Univerziteta u Beogradu, smer Imunobiologija, zavrSila je 1996. godine.
Odbranila je specijalisticki rad pod nazivom: "Ekspresija CD34 antigena na
¢elijama akutne limfoblastne leukemije".

Poslediplomske magistarske studije na BioloSkom fakultetu Univerziteta
u Beogradu, smer molekularna biologija i biohemija, zavrsila je 2005. godine.
Odbranila je magistarski rad pod nazivom: "Ispitivanje prisustva aberantne (de
novo) metilacije promotorskog regiona reparacionog gena za 0%-metilguanin-
DNK metiltransferazu i tumor supresor gena pl5MVK48 y humanim akutnim
leukemijama i limfomima".

Posebnu edukaciju u oblasti imunofenotipiazacije i proto¢ne citometrije
imala je tokom tromesec¢nog studijskog boravka u univerzitetskoj bolnici “Haut-
Léveque” Université Victor Segalen, Bordeaux 2, CHU de Bordeaux, Bordeaux,
po pozivu - Prof. Vincent Praloran i Dr Francis Lacombe.

Kao istraziva¢ saradnik, ucesnik je Podprojekta 4 pod nazivom
»,Molekularnogeneticki i imunofenotipski markeri Kklonskog preobraZaja
maticnih Celija hematopoeze® - 41004, kojim rukovodi Prof. Dr Nada Suvajdzic¢-
Vukovi¢. Podprojekat 4 je deo Sireg istraZzivackog Projekta Ministarstva za
nauku i tehnoloSki razvoj Republike Srbije, pod nazivom ,Retke bolesti:
molekularna patofiziologija, dijagnosticki i terapijski modaliteti i socijalni, eticki
i pravni aspekti“ - III 41 004, pod rukovodstvom Dr Sonje Pavlovi¢, nau¢nog
savetnika Instituta za molekularnu genetiku i geneticko inZenjerstvo
Univerziteta u Beogradu (oblast Biomedicina, projektni period 2011-2014).



Clan je Hematoloske sekcije Srpskog lekarskog drustva i Evropskog
drusStva za klinicku ¢elijsku analizu - European Society for Clinical Cell Analysis
(ESCCA)

Bila je stipendista Ministarstva za nauku i tehnologiju tokom
poslediplomskih magistarskih studija. Nosilac je godiSnje nagrade Fondacije
Goran Ljubijanki¢ za jedan od pet najboljih magistarskih radova iz oblasti
molekularne biologije odbranjenih u 2005. godini.

Kao autor/koautor je objavila 45 stru¢nih radova Stampanih u celini u
inostranim i domac¢im casopisima indeksiranim u CC/SCI, i ucestvovala je sa
saopStenjima na velikom broju medunarodnih i domacih kongresa.



Prilog 1.

Izjava o autorstvu

Potpisani-a Nada Kraguljac Kurtovic
broj indeksa doktorske studije po starom programu
Izjavljujem

da je doktorska disertacija pod naslovom

«Imunofenotipska karakterizacija ¢elija akutne mijeloidne leukemije kod odraslih i niena
uloga u dijagnozi, pracenju i prognozi bolesti”

e rezultat sopstvenog istrazivackog rada,

e da predloZena disertacija u celini ni u delovima nije bila predlofena za dobijanje bilo
koje diplome prema studijskim programima drugih visoko%kolskih ustanova,

e da su rezultati korektno navedeni i

e da nisam krsio/la autorska prava i koristio intelektualnu svojinu drugih lica.

Potpis doktoranda

U Beogradu, 04.08.2016.

Mo Moy Datd—
/ f\/ ) /' U

v



Prilog 2.

Izjava o istovetnosti Stampane i elektronske verzije doktorskog rada

Ime i prezime autora Nada Kraguljac Kurtovié

Broj indeksa doktorske studije po starom programu

Studijski program Biologija: Imunobiologija

Naslov rada ,Imunofenotipska karakterizacija ¢elija akutne mijeloidne leukemije kod

odraslih i njena uloga u dijagnozi, praéenju i prognozi bolesti”

Mentor dr Biljana BoZi¢ Nedeljkovi¢ i dr Nada Suvaid?ié¢ Vukovi¢

Potpisani/a __Nada Kraguljac Kurtovié¢

izjavljujem da je Stampana verzija mog doktorskog rada istovetna elektronskoj verziji koju
sam predao/la za objavljivanje na portalu Digitalnog repozitorijuma Univerziteta u
Beogradu.

Dozvoljavam da se objave moji liéni podaci vezani za dobijanje akademskog zvanja doktora
nauka, kao $to su ime i prezime, godina i mesto rodenja i datum odbrane rada.

Ovi licni podaci mogu se objaviti na mreZnim stranicama digitalne biblioteke, u
elektronskom katalogu i u publikacijama Univerziteta u Beogradu.

Potpis doktoranda

U Beogradu, 04.08.2016.

‘”}/ALJZ&J‘/ ,zf/ﬂﬂ;fw J\: N
N / E,//' (]

=




Prilog 3.

Izjava o koris¢enju

Ovla$éujem Univerzitetsku biblioteku ,Svetozar Markovi¢” da u Digitalni repozitorijum
Univerziteta u Beogradu unese moju doktorsku disertaciju pod naslovom:

Imunofenotipska karakterizacija celija akutne mijeloidne leukemije kod odraslih i njena

uloga u dijagnozi, pracenju i prognozi bolesti”

koja je moje autorsko delo.

Disertaciju sa svim prilozima predao/la sam u elektronskom formatu pogodnom za trajno
arhiviranje.

Moju doktorsku disertaciju pohranjenu u Digitalni repozitorijum Univerziteta u Beogradu
mogu da koriste svi koji postuju odredbe sadrzane u odabranom tipu licence Kreativne
zajednice (Creative Commons) za koju sam se odlucio/la.

1. Autorstvo
2. Autorstvo - nekomercijalno
@ Autorstvo — nekomercijalno — bez prerade
4, Autorstvo — nekomercijalno — deliti pod istim uslovima
5. Autorstvo — bez prerade
6. Autorstvo — deliti pod istim uslovima

(Molimo da zaokruZite samo jednu od 3Sest ponudenih licenci, kratak opis licenci dat je na
poledini lista).

Potpis doktoranda

U Beogradu, 04.08.2016.

/’iﬂf}l’ }/m /Zbc'tc(_ *QE/ /‘m 4 f)/
A rd



1. Autorstvo - Dozvoljavate umnoZavanje, distribuciju i javno saopStavanje dela, i prerade,
ako se navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca licence, ¢ak i u
komercijalne svrhe. Ovo je najslobodnija od svih licenci.

2. Autorstvo — nekomercijalno. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno saopstavanje
dela, i prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca
licence. Ova licenca ne dozvoljava komercijalnu upotrebu dela.

3. Autorstvo - nekomercijalno — bez prerade. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno
saopStavanje dela, bez promena, preoblikovanja ili upotrebe dela u svom delu, ako se
navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca licence. Ova licenca ne
dozvoljava komercijalnu upotrebu dela. U odnosu na sve ostale licence, ovom licencom se
ogranicava najveci obim prava koriS¢enja dela.

4. Autorstvo - nekomercijalno — deliti pod istim uslovima. Dozvoljavate umnozZavanje,
distribuciju i javno saopstavanje dela, i prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden
od strane autora ili davaoca licence i ako se prerada distribuira pod istom ili slicnom
licencom. Ova licenca ne dozvoljava komercijalnu upotrebu dela i prerada.

5. Autorstvo — bez prerade. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno saopstavanje
dela, bez promena, preoblikovanja ili upotrebe dela u svom delu, ako se navede ime autora
na nacin odreden od strane autora ili davaoca licence. Ova licenca dozvoljava komercijalnu
upotrebu dela.

6. Autorstvo - deliti pod istim uslovima. Dozvoljavate umnoZavanje, distribuciju i javno
saopStavanje dela, i prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden od strane autora
ili davaoca licence i ako se prerada distribuira pod istom ili slicnom licencom. Ova licenca
dozvoljava komercijalnu upotrebu dela i prerada. Sli¢na je softverskim licencama, odnosno
licencama otvorenog koda.



	B.pdf
	Prognostic significance of CD56 antigen expression in patients with acute myeloid leukemia
	Abstract
	Introduction
	Materials and methods
	Patients
	Treatment
	Methods
	Statistical analysis

	Results
	Discussion
	Conclusion
	Acknowledgments
	References



