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Abstract

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is a very heterogeneous disease with a variable 
clinical course. On the one side of the spectrum, there are patients with aggressive and re-
sistant disease, of which they die only a few months after diagnosis while, on the other side, 
there are patients with an indolent, slowly progressive disease that does not require treatment 
for decades. The reasons for this are only partially known, but they have been the subject of 
numerous scientific studies during the last several decades. Consequently, the concept of pro-
gnostic and predictive factors in CLL have emerged, which aims to predict the clinical course 
and its therapeutic outcome. With the improvement of understanding the pathophysiology 
of this disease, the lists of prognostic and predictive factors are getting longer every year, but 
they also overlap. In this review, we singled out the aberrations of the TP53 gene and the 
IGHV (immunoglobulin heavy variable) gene mutational status as the two most important 
and most studied factors that have both prognostic and predictive significance.
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Hronična limfocitna leukemija (HLL) izuzetno je heterogena bolest varijabilnog 
kliničkog toka. S jedne strane imamo, pacijente sa agresivnom i rezistentnom bolešću od 
koje umiru svega par meseci nakon dijagnoze, dok s druge strane spektra postoje paci-
jenti sa indolentnom, sporo progredirajućom bolešću koja ne zahteva lečenje decenijama. 
Razlozi su samo delimično poznati i već su decenijama unazad tema mnogobrojnih na-
učnih istraživanja. Tako je razvijen koncept prognostičkih i prediktivnih faktora u HLL-u, 
koji imaju za cilj da predvide klinički tok, odnosno terapijski ishod HLL-a. Liste progno-
stičkih i prediktivnih faktora su, sa boljim poznavanjem patofiziologije ove bolesti, sva-
kom godinom sve duže, ali se i međusobno preklapaju. U ovom revijalnom radu izabrali 
smo aberacije TP53 gena i mutacioni status rearanžiranih IGHV (engl. immunoglobulin 
heavy variable) gena kao dva najznačajnija i najproučavanija faktora koji imaju i progno-
stički i prediktivni značaj.

Uvod

Hronična limfocitna leukemija (HLL) je hronična 
limfoproliferativna bolest zrelih CD5+ CD19+ CD23+  
sIgMlow B-limfocita i najčešći je oblik leukemije kod 
odraslih, prevashodno starije populacije (1, 2). Iako se 
ranije verovalo da je reč o sporo-napredujućoj bolesti s 
dobrom prognozom i višedecenijskim preživljavanjem, 
ispostavilo se da ova tvrdnja važi za svega trećinu bolesnika 
sa HLL-om. Klinički tok ove bolesti je vrlo varijabilan, i 
kreće se od spore, indolentne bolesti koja decenijama ne 
zahteva lečenje, do vrlo agresivne bolesti koja je refraktarna 
na lečenje (3). Upravo je ta heterogenost kliničkog toka 
HLL-a podstakla potragu za karakteristikama bolesti koje 
imaju prognostički i prediktivni značaj, te kao takve mogu 
biti biomarkeri, a sa ciljem stratifikacije bolesnika, tj. 
razlikovanja bolesnika sa agresivnom formom bolesti, kod 
kojih je potrebno što pre započeti sa lečenjem, od onih 
sa indolentnom bolešću kod kojih od ranog započinjanja 
lečenja nema dobrobiti. 

Prognostički biomarkeri u HLL-u odražavaju bi-
ologiju i prirodu bolesti i, nezavisno od vrste terapije, 
predviđaju verovatnoću trajanja perioda bez lečenja (engl. 
time to first treatment, TTFT), ukupnog preživljavanja 
(engl. overall survival, OS) ili transformacije bolesti (4). 
Prediktivni biomarkeri mogu da predvide odgovor na spe-
cifične modalitete lečenja i predstavljaju osnovu za per-
sonalizovani terapijski pristup. Između ove dve vrste bio-
markera ima međusobnih preklapanja - jedan prediktivni 
biomarker može istovremeno biti i prognostički i obrnuto 
(4). Oni pomažu kliničarima u razvijanju strategija praće-
nja bolesnika u “gledaj i čekaj” (engl. watch and wait) reži-
mu i odabiru terapijskog modaliteta HLL-a (4). Razvojem 
novih saznanja o HLL-u s vremenom se razvio veliki broj 
prognostičkih markera - od onih bazičnih, tj. kliničko-la-
boratorijskih, do molekularno-genetičkih i epigenetičkih. 
Istovremeno, pronalaženje novih terapijskih modaliteta i 
razvoj novih prediktivnih markera u HLL-u su u ekspan-
ziji, što je umnogome poboljšalo preživljavanje ovih bo-
lesnika. U ovom revijalnom radu izabrali smo aberacije 
TP53 gena i mutacioni status rearanžiranih IGHV (engl. 
immunoglobulin heavy variable) gena, kao dva do sada 

najproučavanija i najinformativnija biomarkera u HLL-u, 
kako bismo objasnili značaj prognostičkih i prediktivnih 
biomarkera u ovoj hroničnoj bolesti. 

IGHV mutacioni status

Zadatak humoralnog imuniteta je odbrana or-
ganizma od širokog dijapazona potencijalnih patogena 
posredstvom imunoglobulina B-limfocita. U osnovi di-
verziteta humoralnog imuniteta je varijabilni (V) region 
teških i lakih lanaca imunoglobulina, tj. B-ćelijskog recep-
tora (engl. B-cell receptor, BcR). Varijabilnost V regiona 
teškog lanca je rezultat specifičnih procesa rekombinacija 
između IGHV, IGHD i IGHJ gena, koji se odvijaju tokom 
B-ćelijske diferencijacije. Varijabilnosti V regiona dopri-
nosi i proces afinitetnog sazrevanja B-limfocita koji se 
dešava nakon kontakta sa antigenom, tokom koga dolazi 
do akumulacije somatskih hipermutacija u IGHV-IGHD-
IGHJ rearanžmanima (5). 

Kako HLL nastaje malignom transformacijom zre-
lih B-limfocita, svaki HLL klon nosiće jedinstven rearan-
žman gena za V region teškog (i lakog) lanca imunoglo-
bulina B-ćelijskog receptora koji je visoko specifičan i u 
literaturi opisan kao “otisak tumora” (6). 

Krajem 20. veka proučavanjem statusa somatskih 
hipermutacija rearanžiranih IGHV gena ustanovljeno 
je da njihovom analizom razlikujemo dva podtipa HLL, 
sa mutiranim i nemutiranim IGHV statusom (M-HLL i 
N-HLL), koji se značajno razlikuju po kliničkom toku i 
terapijskom ishodu (7, 8). Od tada je kroz rezultate mno-
gobrojnih studija potvrđena snažna nezavisna prognostič-
ka moć ovog biomarkera. Pacijenti sa mutiranim IGHV 
statusom imaju značajno duže vreme preživljavanja bez 
progresije bolesti (engl. progression-free survival, PFS) 
(9,2-18,4 godina) u poređenju sa onima koji imaju nemu-
tirani IGHV status (1-5 godina) (9). Takođe, OS bolesnika 
sa mutiranim IGHV statusom značajno je duži (17,9-25,8 
godina) u odnosu na one sa nemutiranim IGHV (3,2-10 
godina) (9).

Ispitivana je i asocijacija IGHV mutacionog statusa 
sa drugim prognostičkim markerima. Tako je primećeno 
da su četiri najčešće hromozomske aberacije u HLL (del13q, 
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del11q, trizomija 12q i del17p), koje su i same snažni neza-
visni prognostički markeri, različito zastupljene u M-HLL i 
N-HLL; povoljne citogenetičke aberacije (del13q, trizomija 
12q) češće su praćene mutiranim IGHV statusom, a nepo-
voljne (del11q, del17p) nemutiranim (10-13). Pokazana je 
i superiornost analize IGHV mutacionog statusa u odnosu 
na analizu citogenetičkih aberacija u slučaju prognoze kod 
bolesnika sa delecijom 13q ili odsustvom hromozomskih 
aberacija (10). Pored toga, ekspresija nepovoljnih progno-
stičkih markera ZAP70 i CD38 na B-limfocitima mnogo 
je češća kod nosilaca IGHV nemutiranog statusa (7, 14, 15). 
Primećeno je i da je mutacioni status najčešćih rekurentno 
mutiranih gena u HLL (NOTCH1, SF3B1, MYD88, BIRC3, 
NFKBIE, TP53, ATM) različit u M-HLL i U-HLL podtipu 
(16).

Važno je pomenuti da, pored IGHV mutacionog sta-
tusa, snažan prognostički značaj ispoljava i genski reper-
toar IGHV-IGHD-IGHJ rearanžmana. Naime, pokazano je 
da HLL B-limfociti 25-30% pacijenata na svojoj površini 
eksprimiraju visoko homologe, skoro identične B-ćelijske 
receptore, nazvane “stereotipni BcR“ (17). Do sada je ot-
kriveno više stotina klasa stereotipnih BcR definisanog 
IGHV-IGHD-IGHJ repertoara i mutacionog statusa, a za 
najčešće od njih je pokazana i snažna asocijacija sa klinič-
kom slikom i prognozom. Tako je, na primer, prisustvo 
stereotipnih receptora klase 1 (IGHV1/5/7/IGKV1(D)-39), 
2 (IGHV3-21/IGLV3-21) i 8 (IGHV4-39/IGKV1(D)-39) 
povezano sa agresivnom bolešću i nepovoljnim progno-
stičkim markerima, dok je klasa 4 (IGHV4-34/IGKV2-30) 
asocirana sa mlađom životnom dobi pacijenata i izrazito 
indolentnim kliničkim tokom (18).

Iako je prvobitna ideja bila da je IGHV mutacioni 
status snažan prognostički marker koji može predvideti 
OS, TTFT i PFS pacijenata sa HLL, daljim analiziranjem 
ovog markera spoznata je još jedna njegova značajna ulo-
ga - predikcija terapijskog odgovora (19-22).  Naime, paci-
jenti sa mutiranim IGHV statusom imaju dobar terapijski 
odgovor na imunohemioterapiju, za razliku od pacijenata 
sa nemutiranim IGHV statusom kod kojih je novija biološ-
ka terapija niskomolekularnim agensima poput inhibitora 
bruton-tirozin kinaze (Ibrutinib), terapija izbora (21, 22). 

 Evropska inicijativa za istraživanja u HLL-u (engl.
European Research Initiative on CLL, ERIC) dala je preporu-
ke za analizu IGHV mutacionog statusa (23). Analiza IGHV 
mutacionog statusa u skladu sa vodećim internacionalnim 
preporukama treba da bude sprovedena što ranije, po mo-
gućnosti neposredno po dijagnozi bolesti (24, 25). Za ra-
zliku od analize citogenetičkih aberacija fluorescentnom in 
situ hibridizacijom (engl. fluorescent in situ  hybridization, 
FISH), čiji se rezultat može menjati usled klonske evoluci-
je bolesti, IGHV mutacioni status je stabilni prognostički 
parametar i uglavnom se ne menja tokom bolesti, te nije 
potrebno ponavljanje analize (23, 26). Određivanje IGHV 
mutacionog statusa vrši se na mononuklearnim ćelijama 
periferne krvi ili koštane srži i neophodno je da u uzorku 
bude prisutno minimalno 5% HLL ćelija (23). Analiza se 
zasniva na PCR (engl. Polymerase Chain Reaction, PCR) 
amplifikaciji i sekvenciranju klonalnih IGHV-IGHD-IGHJ 

rearanžmana. Korišćenjem imunogenetičkih baza poda-
taka vrši se detaljna karakterizacija dobijenih sekvenci i 
identifikuje IGHV/IGHD/IGHJ genski repertoar HLL rea-
ranžmana, kao i njegov mutacioni status. Mutacioni status 
IGHV definiše se kao stepen identičnosti (%) rearanžira-
nog IGHV gena sa “germline” sekvencom tog gena; stepen 
identičnosti ≥98% podrazumeva nemutirani IGHV status. 
U suprotnom, radi se o mutiranim IGHV statusu (23, 27). 

“Cut-off” vrednost od 98% je prvobitno izabrana pre sve-
ga kako bi se izbeglo da polimorfizmi IGHV gena, koji bi 
mogli da izazovu tih 2% diskrepance, budu pogrešno pro-
tumačeni kao somatska hipermutacija. Pored toga, empi-
rijski je pokazano da ova vrednost najbolje razlikuje mu-
tiran od nemutiranog IGHV statusa i pacijente sa dobrom 
i lošom prognozom, te je u kliničkoj praksi opšteprihva-
ćena (7, 8, 28, 29). Rezultati novijih istraživanja, međutim, 
menjaju aspekat posmatranja IGHV mutacionog statusa i 
sugerišu da se on ne može posmatrati kao dihotomna već 
kao kontinuirana varijabla, a preživljavanje pacijenata je 
u korelaciji sa stepenom mutiranosti IGHV. Što je on veći, 
bolje je preživljavanje pacijenata i terapijski odgovor (30).

Klinički utilitet ove analize jeste u orijentaciji kli-
ničara prilikom planiranja praćenja pacijenata u “čekaj i 
gledaj” režimu i u odabiru terapijskog modaliteta HLL-a u 
slučaju progresije bolesti koja ispunjava kriterijume za za-
počinjanje lečenja Međunarodne radionice za HLL (engl. 
International Workshop on Chronic Lymphocytic Leukemia, 
IwCLL) iz 2008. godine (27, 31). 

Iako je nedvosmisleno potvrđen prognostički i pre-
diktivni značaj IGHV mutacionog statusa, razlog još uvek 
nije u potpunosti rasvetljen. Neke od teorija to objašnja-
vaju jačom signalizacijom BcR sa nemutiranim IGHV sta-
tusom, što vodi u veći stepen proliferacije i duže preživlja-
vanje HLL B-limfocita, za raziku od mutiranih BcR kod 
kojih je signaling slabiji, te su ćelije posledično anergične 
(32). Jedna od skorašnjih hipoteza glasi da je IGHV mu-
tacioni status određen tipom mehanizma reparacije DNK 
tokom procesa uvođenja somatskih hipermutacija. Ćelije 
koje brzo proliferišu imaju visoko aktivan mehanizam re-
paracije, te je stepen mutacija manji. Obrnuto je kod HLL 
ćelija niske proliferacije, kod kojih je mehanizam DNK re-
paracije slabiji, te su mutacije češće. Na osnovu toga je za-
ključeno da IGHV mutacioni status ne deluje direktno na 
tok bolesti i terapijski odgovor, već samo odražava stepen 
proliferacije HLL ćelija (33). 

Analiza IGHV mutacionog statusa je, prema vode-
ćim internacionalnim preporukama za praćenje i lečenje 
pacijenata sa HLL-om, tokom prethodne dve decenije 
postala jedna od najpouzdanijih biomarkera i neizostavni 
deo kliničkih algoritama u HLL-u (24-25, 31).

Aberacije TP53 gena

Aberacije TP53 gena registrovane su kod preko 50% 
maligniteta kod ljudi, što rezultira poremećajem funkcije 
njegovog proteinskog proizvoda, p53 transkripcionog fak-
tora (34).  Od njegovog otkrića, tokom protekle četiri de-
cenije stavovi o funkciji ovog gena menjali su se od, kako 
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se u početku mislilo, onkogena do jednog od najznačajnijih 
tumor supresorskih gena, najispitivanijeg gena u biologiji 
tumora. Zbog svoje krucijalne uloge u regulaciji ćelijskog 
ciklusa i apoptoze, p53 se često naziva “čuvar genoma” (35). 
U slučaju oštećenja DNK, p53 vodi ćeliju u apoptozu ili 
zaustavlja ćelijski ciklus u G1 fazi dok ćelija ne kompleti-
ra proces DNK reparacije. Prilikom gubitka funkcije ovog 
proteina terapijski citotoksični odgovor imunohemioterapi-
je izostaje zbog gubitka indukcije ćelijske smrti, te zaostaju 
ćelije sa akumuliranim štetnim, imunohemioterapijom iza-
zvanim mutacijama, što je ogroman izazov u terapiji HLL-a 
(36). 

U aberacije TP53 gena spadaju delecija TP53 gena i 
mutacije TP53 gena. 

Del17p, najnepovoljnija citogenetička aberacija u 
HLL, rezultira gubitkom TP53 gena. Registruje se u oko 
5-8% bolesnika pri dijagnozi bolesti. Njena prevalenci-
ja, međutim, raste čak do 40% kod relapsa HLL, naročito 
nakon terapije purinskim analozima (12, 37, 38). Del17p je 
uglavnom obeležje agresivne i refraktarne bolesti sa kratkim 
OS i TTFT, te se ovi bolesnici nazivaju “visokorizičnim” (12). 

Čak 80% bolesnika sa del17p ima mutaciju TP53 
gena u preostalom alelu, što se naziva fenomenom gubit-
ka heterozigotnosti, a rezultira potpunim gubitkom funk-
cije p53 proteina (11). Mutacije TP53 gena mogu postojati 
i bez del17p i takođe su jedno od obeležja “visoko rizičnih” 
bolesnika. Registruju se kod 4-5% HLL bolesnika koji nisu 
lečeni, pa do 18% kod refraktarnih pacijenata (11, 12, 37, 39).  
U oko 75% slučajeva radi se o misens mutacijama u DNK 
vezujućem regionu, a ređe o insercijama, delecijama, non-
sense ili mutacijama na splajs mestu (11, 40, 41). Prognoza 
bolesti je loša bez obzira da li je reč o monoalelskom ili bia-
lelskom defektu TP53 gena (42). 

Detekcija del17p vrši se FISH metodom. 
Sprovođenjem samo ove analize, međutim, propustićemo 
oko 30-40% pacijenata sa mutacijom TP53 gena (43). Iz 
tog razloga je preporučeno da se, pored FISH analize, vrši i 
skrining na TP53 mutacije metodom sekvenciranja pre za-
počinjanja lečenja HLL pacijenata i to kako pre prve, tako 
i pre svake sledeće terapijske linije jer se navedene aberaci-
je mogu javiti i kasnije tokom bolesti (24, 25, 44). Jedan od 
uzroka ovakvog događaja je primena imunohemioterapije 
koja obezbeđuje selektivnu prednost u preživljavanju TP53 
aberantnih klonova i njihovu dalju klonsku evoluciju (45-
47). Opisano je i prisustvo malih subklonova sa mutacija-
ma TP53 gena, čija je frekvencija pri dijagnozi bolesti toliko 
mala da se ne može detektovati klasičnim sekvenciranjem 
gena, već samo sekvenciranjem nove generacije (engl. Next 
Generation Sequencing, NGS). Ali, tokom bolesti, pre svega 
selektivnim uticajem imunohemioterapije, ova mala popu-
lacija subklonova može da postane dominantna (48). 

Slično IGHV mutacionom statusu, i aberacije TP53 
gena nisu indikacija za započinjanje lečenja HLL bolesnika. 
Terapija se primenjuje samo u slučaju ispunjenja kriterijuma 
za započinjanje lečenja IwCLL iz 2008. godine, ali je svaka-
ko TTFT ovih bolesnika značajno kraće (27). Otkriće novih 

terapijskih modaliteta u HLL-u dovelo je do revolucije 
u lečenju ovih visokorizičnih bolesnika, u mnogome 
poboljšavajući njihovo preživljavanje i terapijski odgo-
vor. Tu spadaju inhibitiori BTK (Ibrutinib), inhibitiori 
fosfatidil-inozitol-3-kinaze (Idelalisib) i bcl-2 inhibitori 
(Venetoklaks) (49-51).  Iz tog razloga je skrining TP53 
aberacija od krucijalnog značaja prilikom izbora tera-
pijskog modaliteta HLL-a pre bilo koje terapijske linije 
bolesnika, u čemu se ogleda njegov prediktivni značaj 
(44). U okviru kliničkih studija se ispituje benefit ranijeg 
započinjanja lečenja ovih bolesnika, ali njegov značaj još 
uvek nije dokazan (52, 53).

IGHV mutacioni status i aberacije TP53 – 
prognostički indeksi

Za stratifikaciju HLL bolesnika prema grupama 
rizika koriste se prognostički indeksi, kao kombinacije 
više prognostičkih faktora koji nam omogućavaju pouz-
dano predviđanje ishoda bolesti. Mutacioni status IGHV 
i aberacije TP53 gena neizostavni su deo većine ovih si-
stema. Izabrali smo jedan od njih kako bismo objasnili 
primenu ova dva biomarkera u kliničkoj praksi.

Internacionalni prognostički indeks za HLL (engl. 
International Prognostic Index for Chronic Lymphocytic 
Leukemia, CLL-IPI) jedan je od klinički najprihvaćenijih 
prognostičkih sistema u HLL-u (54). Rezultat je velike 
internacionalne studije sa preko 3400 bolesnika. U osno-
vi ovog sistema je pet prognostičkih faktora, na osnovu 
kojih se bolesnici stratifikuju u četiri grupe rizika, koje se 
razlikuju u preživljavanju i vremenu do progresije bolesti, 
tj. potrebe za započinjanjem lečenja. Princip bodovanja i 
stratifikacija na grupe rizika data je u tabeli 1.

Grupu vrlo visokog i visokog rizika obeležava 
prisustvo mutacija TP53, odnosno i/ili 17p, nemuti-
ran IGHV i/ili visoke vrednosti beta-2-mikroglobulina. 
Prosečno vreme preživljavanja u visokorizičnoj grupi je 
3,5 godina za 50% bolesnika, dok u niskorizičnoj grupi 
prosečno vreme preživljavanja nije dostignuto ni posle 
13 godina praćenja. Ako, npr., bolesnik pripada niskori-
zičnoj grupi (5-godišnje OS 93%), najbolji pristup ovom 
bolesniku je „gledaj i čekaj“ (godišnje kontrole) jer oni 
imaju malu šansu za progresiju bolesti. U srednjoj gru-
pi rizika (5-godišnje OS 73%) bolesnika je neophodno 
intenzivnije pratiti, ali ni oni ne zahtevaju terapiju sve 
dok ne postanu simptomatski. U grupama visokog i vrlo 
visokog rizika (5-godišnje OS 23-64%) neophodno je in-
tenzivno praćenje. 

Pored CLL-IPI, IGHV mutacioni status i abera-
cije TP53 gena su deo i drugih prognostičkih modela 
u HLL-u, poput Barselona-Brno prognostičkog skora 
samo sa biomarkerima, CLL-01, IPS-A, ERIC personali-
zovnog pristupa i drugih koji još uvek nisu deo rutinske 
kliničke prakse, ali njihovo pojašnjenje prevazilazi okvi-
re ovog rada (55-58). Prikaz biomarkera u okviru ovih 
prognostičkih indeksa dat na slici 1 (59).
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Tabela 1. CLL-IPI prognostički indeks 

Prognostički faktor Poeni

Del17p ili mutTP53
Nemutirani IGHV status
Serumski β2 mikroglobulin >3,5mg/l
Rai stadijum I-IV
Starost >65 godina

4
2
2
1
1

Kumulativni CLL-IPI skor Kategorija rizika 5-godišnje OS

0-1
2-3
4-6
7-10

nizak rizik
srednji rizik
visok rizik
veoma visok rizik

93%
79%
64%
23%

CLL - IPI

CLL - 01

IPS-A

Barselona-
Brno

ERIC-ov
pristup

Starost

Rai stadijum
Nivo β2M

Limfadenopatija

Broj limfocita

IGHV
mutacioni

status

Stereotipna klasa #2
Trizomija 12
pol

TP53 mutacija

del 17p

del 11q
SF3B1

Slika 1. Noviji prognostički indeksi: CLL-IPI, Barselona-Brno, CLL-01, IPS-A, personalizovan pristup grupe ERIC (Y 
Marín IG, et al. 2020.)
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Zaključak

Tokom poslednjih 55 godina, od uvođenja prvih pro-
gnostičkih sistema u HLL, postignut je značajan napredak 
na polju prognoze kliničkog toka i predikcije terapijskog 
ishoda ove bolesti. Sada smo u mogućnosti da analizom od-
govarajućih biomarkera osmislimo “idealan” plan praćenja 
i lečenja svakog bolesnika ponaosob, što nas vodi u koncept 
personalizovane medicine. Iako još uvek ne postoji “savršen” 
univerzalni prognostički, tj. prediktivni biomarker, neki bio-
markeri su tome mnogo bliži od drugih, a to su nesumnjivo 
IGHV mutacioni status i aberacije TP53 gena, zbog čega su 
neizostavni deo savremenih algoritama za praćenje i lečenje 
bolesnika sa HLL-om.
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