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UVOD

Hroničnamijeloidnaleukemija(HML)jeklon
skamijeloproliferativnabolestpluripotent
nehematopoetskematičnećelijesaspecifič
nimcitogenetskimporemećajem,balansiranom
translokacijomizmeđuhromozoma9i22,nazva
nomFiladelfijahromozom(Ph).Tatranslokacija
dovodidonastankahimeričnoggenaBcr/Abl,koji
eksprimiranenormalnifuzioniproteinskon
stitutivnomaktivnošćutirozinkinazne.HML
imadvofazniilitrofaznitok.Poslerelativ
nomirneiterapijskilakokontrolisanehro
ničnefaze,kojatrajeodtridopetgodina,bole
sniciulazeuintermedijarnufazuakceleraci
je,kojauprosekutraje618meseci.Oko85%bo
lesnikazatimprelaziuterminalnuinfaustnu
blastnukrizu,kojauprosekutrajeodtridode
vetmeseci.MehanizmiodgovornizarazvojHML
kablastnojkrizi,međutim,jošnisudovoqnopo
znati[13].Nestabilnostgenoma,tj.pojavanovih
citogenetskihporemećajauzPhhromozom,iak
tivacijanekihonkogenasuznačajanpatogenet
skifaktor.Uovojstudijijeimunohistohemij
skiispitivannivoekspresijevaskularnogen
dotelnogfaktorarasta(engl.vas cu lar en dot he lial 
growth fac tor – VEGF)ukostnojsržibolesnika
urazličitimfazamaHML,kaoiprognostički
značajteekspresije.

Angiogenezajeformirawenovihkrvnihsu
dovaodpostojećevaskularizacije.Onaobuhva
tadegradacijuvanćelijskogmatriksaiaktiva
ciju,proliferacijuimigracijuendotelnihće
lijaipericitakrozvišestepeneprocese.Pored
fiziološkeulogetokomovulacije,placentaci
jeiembriogeneze,angiogenezajepovezanaisra
stom,diseminacijomimetastazamasolidnihtu
mora.Višepozitivnihinegativnihregulator
nihmolekulajeukqučenouprocesangiogeneze.
Dvanajaktivnijapozitivnaregulatornafaktora
suVEGFibazičnifibroblastnifaktorrastaβ.

VEGFjedimeričnimultifunkcionalnigli
koproteinsa1525%homologijesfaktoromra
staporeklomiztrombocita (engl.pla te let-de ri ved 
growth fac tor – PDGF),mase3442kDa.Genzahuma
ni VEGFsenalazinahromozomu6p21.3.Opisano
jenekolikoizoformiVEGF,ukqučujućioblike
sa121,165,189i206aminokiselina.Izoforma
sa165aminokiselinajenajčešća.VEGFjepoten
cijalnimitogenendotelnihćelijaizolovanih
izarterija,venailimfatika[7].Nedavnojeob
javqenodajeusržibolesnikasaHMLpoveća
nagustinamikrovaskularizacije,štoukazujena
verovatnuuloguangiogenezeupatofiziologiji
hematološkihmaligniteta[8].Ratajčak(Ra taj-
czak)isaradnici[9]su1998.godinepokazalida
se VEGFstvaraodgranulocitnogkolonostimu
lirajućegfaktora(engl.gra nu locyte co lony-sti mu-

KRATAK SADRŽAJ
Uvod  Po ve ća no stva ra we no vih krv nih su do va, tzv. neo an gi o ge ne za, jed na je od od li ka hro nič ne mi je lo id ne le u ke
mi je (HML), ko ja pri pa da gru pi hro nič nih mi je lo pro li fe ra tiv nih bo le sti s is po qa va wem pa to lo škog pro te i na 
Bcr/Abl. Va sku lar ni en do tel ni fak tor ra sta (engl. vas cu lar en dot he lial growth fac tor – VEGF) je sna žan i po se ban re gu la
tor an gi o ge ne ze ko ji uti če na mno ge funk ci je će li ja en do te la, po seb no na wi ho vu spo sob nost de o be i kre ta wa. Sam 
uti caj eks pre si je VEGF na tok HML i da qe je ne po znat.
Ciq ra da  Ciq ra da je bio da se od re di ni vo eks pre si je VEGF to kom raz vo ja HML.
Me to de ra da  Is pi ti van je ni vo eks pre si je VEGF kod 85 bo le sni ka sa HML pro seč ne sta ro sti od 50 go di na (ras pon 
1675 go di na), od ko jih je 29 bi lo u hro nič noj fa zi, 25 u ak ce le ra ci ji, a 31 u blast noj kri zi. Ni vo eks pre si je VEGF je 
od re đi van imu no hi sto he mij ski, ko ri šće wem od go va ra ju ćeg mo no klon skog an ti te la, i iz ra ža van u pro cen ti ma po
zi tiv no sti na 1.000 ana li zi ra nih će li ja. Upo re đi va ne su vred no sti eks pre si je VEGF s la bo ra to rij skim obe lež ji
ma (vred no sti ma he mo glo bi na, bro ja le u ko ci ta, bro ja trom bo ci ta, pro cen tom bla sta u pe ri fer noj kr vi i kost noj sr
ži) i kli nič kim po ka za te qi ma na pre do va wa bo le sti (ste pe nom he pa to sple no me ga li je, du ži nom sva ke fa ze HML po
seb no).
Re zul ta ti  Vred no sti eks pre si je VEGF su bi le naj ve će u ak ce le ra ci ji (ANO VA, p=0,033). Ni vo eks pre si je VEGF je ko
re li rao ne ga tiv no sa ste pe nom sple no me ga li je (Pe ar son, r=0,400; p=0,011). Vi so ka eks pre si ja VEGF je ko re li ra la sa 
kra ćim ukup nim pre ži vqa va wem (log rank, p=0,042).
Za kqu čak  Imu no hi sto he mij ski do ka za na zna čaj na raz li ka u eks pre si ji VEGF u za vi sno sti od fa ze HML mo gla bi bi
ti kli nič ki zna ča jna, ima ju ći u vi du uti caj na od lu ku o vre me nu i na či nu le če wa oso ba s ovom bo le šću. Da ti po da
ci upu ću ju na zna čaj ulo ge VEGF u bi o lo škom raz vo ju HML, kao i na po tre bu da qeg is tra ži va wa in hi bi to ra VEGF.
Kquč ne re či:  hro nič na mi je lo id na le u ke mi ja; VEGF; prog no za
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la ting fac tor – G-CSF),ćelijskihkolonijaakumulira
nihinterleukinom3(IL-3)bolesnikasaHML.Isti
autorisudokazalizastupqenostreceptora1VEGF 
informacioneRNKućelijskimkolonijama15bole
snikauhroničnojfaziHML[9].

CIQ RADA

CiqradajebiodaseodredinivoekspresijeVEGF 
usvimfazamaHML(hroničnojfazi,akceleraciji
iblastnojkrizi)iuporededobijenevrednosti,kao
ieventualnapovezanostvrednostiekspresijeVEGF 
slaboratorijskimikliničkimpokazateqimaraz
vojaHML.

METODE RADA

Bolesnici

Istraživawejeobuhvatilo85bolesnikasaHMLle
čenihuInstitutuzahematologijuKliničkogcentra
SrbijeuBeograduuperiodu19962004.godine.Dijag
nozaHML(zasvetriwenefaze)postavqenajenaosno
vuopšteprihvaćenihkriterijuma[1012].

Materijal i metode

Citološkipregledkostnesržijerađennastandard
nimrazmazimaaspiratakostnesržidobijenihpunk
cijomizgrudnekostiiliilijačnoggrebenaibojenih
metodomMejGrinvald–Gimza(Mey-Grünwald Gi em sa – 
MGG).Celularnostpunktatajeprocewivananaosno
vukriterijumaBernarda,određivawembrojaćelijas
jedromnauveličawuod400puta.Procenatblastaje
određivanukostnojsržipremakriterijumimaFran
cuskoameričkobritanske(FAB)kooperativnegru
peikriterijumapredloženihklasifikacijomSvet
skezdravstveneorganizacije[13,14,15].Zaodređiva
wecitohemijskihodlikablastaprimewivanesudi
jagnostičkemetodebojewa:mijeloperoksidaza(POX),
SudancrnoB,PAS(Pe ri o dic acid Schiff),akodnekihbo
lesnikaalfanaftilacetatesteraza[13,16].

Biopsijakostnesržijeobavqenakodsvihbole
snikapomoćuJamšidijeve(Jam shi di)iglekaotran
silijačnabiopsija.Uzorcibiopsijesufiksiraniu
desetoprocentnomformalinu,dekalcifikovaniu
desetoprocentnojmravqojkiselinišestsatiika
lupqeniuparafinu.Presecidebqine4μmsudepa
rafinisaniuskladusastandardnimpostupcimai
obojenistandardnimmetodamabojewa:hematoksi
lineozinom(HE),Gimza(Gi em sa),retikulin(Gor-
don Swe et)iPerls.

Preparatisupripremqenizaimunohistohemij
skuanalizukuvawemumikrotalasnojpećniciuci
tratnompuferuod0,01mol/l i pH8.Imunohistohe
mijskaanalizajeurađenaprimenomstandardizova
nemetodestreptavidinbiotinAEC,tj.primenom

sistemazavizuelizaciju(LSAB2, HRP, Da ko Cyto ma-
tion),premaproceduramazaprimewenoprimarnoan
ti te lo VEGF(monoklonalno,mišje IgG2a, c-1, cs-7269, 
San ta Crus Bi o tec hno logy, Inc.).Preparatisuanalizira
nipomoćustandardnogsvetlosnogmikroskopanajpre
poduvećawemod100puta,anakonprepoznavaware
prezentativnihpoqa,obavqenojebrojawepozitivno
obojenihćelijapriuveličawuod400puta.Ekspre
si ja VEGFjeizraženauprocentimapozitivnihhe
matopoetskihćelija.

Statistička obrada podataka

Rezultatimerewaizražavanisukaoindividualne
vrednosti,odnosnosredwevrednostiuzstandardnu
devijaciju,kaomeruvarijabilnostiunutarskupa.Ta
kođesunagrafikonimarazličitihtipovapredsta
vqenemedijane,najvećevrednostiikvartili.Zaoce
nuznačajnostirazlikaizmerenihvrednostizatri
parametrailivišewihkorišćenisuanalizavari
jan se ANO VAineparametrijskimedijanatest.Rezul
tatisuinterpretiraninapetoprocentnomilini
žemnivouznačajnosti(p<0,05).Zapromenqivekate
gorije(stepenfibrozekostnesržiitumačewekari
otipa)primewenjeKraskalVolisov(Kru skal-Wal lis)
test,kojimseispitujurazlikepofazamabolesti.Za
ispitivaweznačajnostirazlikavrednostiparameta
rapofazamabolestikorišćenjePirsonov(Pe ar son)
c2testoblikarasporedafrekvencija.Analizomli
nearnekorelacije(r)ispitanajemeđuzavisnostis
traživanihparametara.Zakorelacijuneparametrij
skihobeležjakorišćenjeSpirmanov(Spe ar man)test
korelacije.Uticajkliničkihparametaraionkogena
napreživqavawe,kaoinadužinepojedinačnihfa
zaispitivanjeKaplanMajerovom(Ka plan-Me i er)me
todom,uokvirukojejeprimewenlog ranktestzautvr
đivawestatističkeznačajnostiuticajasvakogfak
toranapreživqavawe.Zaanalizupreživqavawaje
primewenaimultivarijantnaanalizapomoćuKok
sovog(Cox)modelaproporcionalnogrizika.Zasta
tističkuobradupodatakakorišćenisustatistički
paketiSPSS for Win dows 13.0 i Ex cel.

REZULTATI

Uistraživawejeukqučeno85bolesnika(44ženskog
i41muškogpola)prosečnestarostiod50godina,od
kojihje29bilouhroničnojfazi,25ufaziakcelera
cije,a31ublastnojkrizi.Međuispitanicimakoji
subiliublastnojkrizi,kod16jedijagnostikovan
mijeloblastnitiptransformacije,kodsedamlim
foblastni,kodšestmegakarioblastni,akoddvabo
lesnikabifenotipskioblikblastnekrize.Osnov
nakliničkaobeležjaispitanikaprikazanasuuta
beli1,gdeseprimećujedasurazlikeulaboratorij
skimikliničkimparametrimanaročitoznačajne
kadaseuporedehroničnafazaiblastnakriza.Re
zultatiufaziakceleracijesuizmeđutedvevredno
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sti,zbogčegaseovafazaponekadnazivaiinterme
dijarnafaza.Vrednostialkalnefosfatazeleukoci
ta(APL)sepovećavajusnapredovawembolesti,tako
dajeprosečnavrednostAPLuhroničnojfazinajma
waiiznosiokodevetjedinica(normalanopsegvred
nostije2080),ufaziakceleracijeoko20,aublast
nojkriziskoro50jedinica.Kaoštojedobropozna
to,uhroničnojfaziAPLjenajčešće0,dokseuka
snijimfazamaHMLpovećava,čestoiprekonormal
nihvrednosti.Bolesniciublastnojkrizisuizra
zitoanemični,štopokazujesredwavrednosthemo
globinaodoko85 g/l,dokjehemoglobinsamoneznat
nosniženuhroničnojfazi(oko110 g/l).Leukoci
tozajenajizraženijauhroničnojfazi,atosuvred
nostiizmereneprilikompostavqawadijagnozebo
lesti,prepočetkabilokakvoglečewa,štoobjašwa
vanajviševrednostibrojaleukocitaupravouovoj
fazi(141×109/l).Ufaziakceleracijebrojleukoci
tajebioniži(123×109/l),alisuovibolesnicibi
linanekomoblikucitoreduktivneterapije.Kodis
pitanikaublastnojkrizibrojleukocitajebiopro
sečno61×109/l,alijezatouleukocitarnojformuli
uočenznačajnovećiprocenatblasta–35%.Uhro
ničnojfaziblastajebilo2%,aufaziakceleracije
4%.Najvećasplenomegalijajeizmerenakodispita
nikaublastnojkrizi,aslezinaseuglavnompalpi
rala8 cmispodlevogrebarnogluka;uakceleraciji
palpiralase5 cm,auhroničnojfazi4 cmispodle
vogrebarnogluka.Prosečnotrajawepojedinihfa
zaHMLsemeđusobnoznačajnorazlikovalo,takoda
jehroničnafazatrajala35meseci,akcelaracija22
meseca,ablastnakrizasamo5,3meseca.

Ekspresija VEGF

SredwavrednostekspresijeVEGFodređenaimuno
histohemijskizasveispitanikebilaje18,65±12,23%
(opseg160%).UhroničnojfaziHMLprosečnavred
nost VEGFbilaje17,41±9,32%,ufaziakceleraci
je23,84±11,76%,aublastnojkrizi15,61±13,93%.Na
slici1prikazanajevisokaekspresijaVEGFublast
nojkrizi.

PoredećiekspresijuVEGFsaparametrimakaošto
suvrednostihemoglobina,brojaleukocitaitrombo
cita,procentablastaibazofilnihgranulocitaupe
rifernojkrvi,kaoisavrednostimaAPL i LDH,ni
jedokazanaznačajnakorelacijanisajednimparame
tromsemsaveličinomslezine(Spirmanovtestko
re la ci je, p=0,011),štojeprikazanonagrafikonu1.

Po re de ći vred no sti VEGFurazličitimfazama
HML,nijeuočenaznačajnakorelacijavrednostiVEGF 
ifazeHML.Međutim,većaekspresijaVEGFjezna
čajnokoreliralasakraćimukupnimpreživqavawem
bolesnika.Nagrafikonu2jeprikazanoukupnopre
živqavawebolesnikauzavisnostiodnivoaekspre
si je VEGF(log rank test, p=0,0421).

Та бе ла 1. Основ на кли нич ка обе леж ја бо ле сни ка (сред ња вред-
ност)
Table 1. Basic clinical characteristics of patients (mean value)

Параметар
Parameter

Хронична 
фаза*

Chronic 
phase*

Акцеле-
рација*
Accele-
ration*

Бластна  
криза*

Blast  
crisis*

Број болесника
Number of patients 29 25 31

Старост (године)
Age (years) 52.83 48.20 51.23

Алкална фосфатаза леукоцита
Alcaline phospatase of 
leucocytes

9.24 20.79 49.58

Хемоглобин (g/l)
Haemoglobin (g/l) 110.41 106.96 85.34

Леукоцити (×109/l)
Leukocytes (×109/l) 141.26 123.90 61.39

Тромбоцити (×109/l)
Platelets (×109/l) 453.52 485.50 196.76

Бласти периферне крви (%)
Periphelar blood blasts (%) 2.25 3.96 34.48

Базофили периферне крви (%)
Peripheral blood basophils (%) 1.59 4.63 3.20

LDH (U/l) 1070.29 937.71 1159.48
Слезина (cm/ЛРЛ)
Spleen (cm/LCM) 4.20 4.82 8.35

Дужина фазе (месеци)
Phase length (months) 35.03 22.04 5.32

* стандрадни дијагностички критеријуми [2, 3, 12, 21]
* standard diagnostic criteria [2, 3, 12, 21]

Сли ка 1. Ви со ка екс пре си ја VEGF у бласт ној кри зи (×1000)
Figure 1. High expression of VEGF in blast crisis (×1000)

Гра фи кон 1. Не га тив на ко ре ла ци ја из ме ђу вред но сти екс пре-
си је VEGF и ве ли чи не сле зи не из ме ре не ул тра зву ком (r=-0,400; 
p=0,011)
Graph 1. Negative correlation of VEGF expression and spleen size 
measured by ultrasound (r=-0.400; p=0.011)
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DISKUSIJA

Angiogenezaimavelikuuloguurastu,diseminaciji
imetastazirawusolidnihtumora.Takođejedokaza
nopovećawegustinemikrovaskularizacijeuakut
nojlimfoblastnojleukemijikoddece,kaoiuakut
nimmijeloblastnimleukemijama,mijelodisplaznom
sindromuihroničnojgranulocitnojleukemijikod
odraslih[17,18,19].Uovojstudijijeutvrđenazna
čajnarazlikaunivouekspresijećelijskogproteina
VEGFuodnosunafazeHML(ANO VA, p=0,033).Naj
vi še vred no sti VEGFsuizmereneufaziakceleraci
je,aneublastnojkrizi,kakoseočekivalo.Zaovakav
nalazzasadanemaobjašwewa,štoseuklapaujošne
dovoqnorazjašwenemehanizmerazvojaHMLodhro
ničnefaze,kaoodmaklimfazamabolesti[20].Tako
đe,ufaziakceleracijedolazidokqučnihpromena
uleukemijskimćelijama,kojepostajuneosetqivena
sveregulatorneproceserastaidiferencijacije,do
bijajućisveosobinemalignećelije,nekontrolisanu
proliferacijuiimortalizaciju.Vertovsek(Ver tov-
sek)isaradnici[7]usvomradunisudokazalirazli
kuunivouVEGFuodnosunafazeHML;međutim,iz
međunivoaekspresijeVEGFiveličineslezinedo

Гра фи кон 2. Ко ре ла ци ја екс пре си је VEGF с укуп ним пре жи вља-
ва њем бо ле сни ка (p=0,0421)
Graph 2. Correlation of VEGF expression and overall survival 
(p=0.0421)

kazanajeznačajna,negativnakorelacija,tj.većevred
no sti VEGFsukoreliralesmawomslezinom.Isti
autorisu,merećinivoVEGFukostnojsržibolesni
kasaHMLtehnikomradioimunoeseja(RIAtehnika),
zabeležilinegativnukorelacijusveličinomsle
zine(p=0,004),alisuutvrdiliikorelacijuVEGF 
sastarijomživotnomdobibolesnika(p=0,01),ve
ćimbrojemtrombocita(p=0,003),mawimbrojemle
ukocita(p=0,0006)imawimprocentomblastaupe
rifernojkrvi(p=0,04)[7],štonijemoglodasedoka
žeunašemistraživawu.NivoekspresijeVEGFseu
ovomistraživawupokazaoikaoodličanprediktor
ukupnogpreživqavawabolesnika,jersukraćepreži
vqavalibolesnicisavećimvrednostimaekspresije
VEGF(p=0,0421).PrimenomKoksovogproporcional
noghazardnogmodelaiVEGFkaokontinuiranevari
jable,istiautorisuzakqučilidavišinivoVEGF 
koreliraskraćimpreživqavawembolesnikauhro
ničnojfazibolesti[7].Legros(Le gros)isaradnici
[8]suispitivalipotencijalniprognostičkiznačaj
koncentracijeVEGFuperifernojkrvibolesnikasa
HMLlečenihimatinibom.Pokazalisudaimatinib
neblokirasamoaktivnostBcr-Abl, PDGF i c-kit, već i 
sposobnoststromalnihinormalnihhematopoetskih
ćelijadalučeVEGF. Odnedavnosespekulišemoguć
nostdaHMLprogenitornećelijenastajuodheman
gioblastnihprogenitornihćelija,čijomprolife
racijomzatimnastajumalignećelijekrviiklonal
neendotelnećelije.Akojetotačno,ondamaligneen
dotelnećelijemoguigratiuloguupovećawugustine
vaskularizacijeuHML,aVEGFbipatofiziološki
biopovezansrazvojemHML[7].

ZAKQUČAK

JasnojedaVEGFimavažnuuloguubiološkomrazvo
juHML,paimasmisladaqeusavršavatiinhibitore
VEGF.MožeseočekivatidabismawewesintezeVEGF 
blokadomklonalneselekcijemoglodapredupredile
ukemijskipreobražajHMLiporedpostojawapatolo
škogproteinaBcr/Abl.Daqakliničkaistraživawa
suneophodnaradidefinisawaprognostičkogznačaja
ekspresijeVEGFiwegovoguticajanarazvojbolesti.
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SUMMARY
Introduction  Increased angiogenesis in bone marrow is one 
of the characteristics of chronic myeloid leukaemia (CML), a 
clonal myeloproliferative disorder that expresses a chimeric 
bcr/abl protein. Vascular endothelial growth factor (VEGF) is 
one of the most potent and a specific regulator of angiogen-
esis which principally targets endothelial cells and regulates 
several of their functions, including mitogenesis, permeability 
and migration. The impact of elevated VEGF expression on the 
course of chronic myeloid leukaemia is unknown.
Objective  The aim of this study was the follow-up of VEGF 
expression during the course of CML.
Methods  We studied VEGF expression of 85 CML patients 
(median age 50 years, range 16-75 years). At the commence-
ment of the study, 29 patients were in chronic phase (CP), 25 
in an accelerated phase (AP), and 31 in the blast crisis (BC). The 
temporal expression (percentage positivity per 1000 analysed 

cells) VEGF proteins over the course of CML were studied using 
the immunohistochemical technique utilizing relevant mono-
clonal antibodies. It was correlated with the laboratory (Hb, 
WBC and platelet counts, and the percentage of blasts) and 
clinical parameters (organomegaly, duration of CP, AP, and BC) 
of disease progression.
Results  The expression of VEGF protein was most pronounced 
in AP (ANOVA, p=0.033). The level of VEGF expression corre-
lated inversely with the degree of splenomegaly (Pearson, 
r=-0.400, p=0.011). High expression of VEGF correlated with a 
shorter overall survival (log rank, p=0.042).
Conclusion  Immunohistochemically confirmed significance of 
the expression of VEGF in dependence of the CML stage could 
be of clinical importance in deciding on the timing therapy. 
These data suggest that VEGF plays a role in the biology of CML 
and that VEGF inhibitors should be investigated in CML.
Keywords:  chronic myeloid leukaemia; VEGF; prognosis
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