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Apstrakt

Uvod/Cilj. Hroni¢na granulocitna leukemija (HGL) je
maligna mijeloproliferativna bolest koja se razvija od plu-
ripotentne mati¢ne Celije hematopoeze koja nosi fuzioni
ber-abl gen. Poremedaji u procesu apoptoze predstavljaju
jedan od mogucih molekularno bioloskih mehanizama
koji dovode do progresije bolesti. Cilj naseg istrazivanja
bio je da se izvtsi analiza prisustva amplifikacije c-myc
onkogena kao i promena u ckspresiji Bcl-2 proteina.
Metode. Nase istrazivanje je obuhvatilo 25 bolesnika sa
HGL (18 u hroni¢noj fazi, sedam u blastnoj transforma-
ciji). Kori$¢enjem imunohistohemijske metode alkaline
phosphatase-anti-alkaline phosphatase (APAAP) analizirana je
ekspresija Bcl-2 proteina u mononukleusnim éelijama  ko-
stne srzi. Genska amplifikacija c-myc gena u Celijama peri-
ferne krvi ispitana je diferencijalnom PCR (polymerase chain
reaction) metodom. Rezultati. Nivo ekspresije Bcl-2 pro-
teina bio je znacajno visi kod bolesnika koji su bili u bla-
stnoj transformaciji bolesti. Amplifikacija c-myc onkoge-
na je detektovana kod trec¢ine bolesnika u blastnoj tran-
sformaciji bolesti. Zaklju€ak. Povisena ckspresija Bcl-2
proteina i amplifikacija c-myc gena u korelaciji su sa klini-
¢kim stadijumom bolesti.

Kljucne reci:
leukemija, mijeloidna, hroni¢na; proteini,
protoonkogeni, c-bcl-2; geni, amplifikacija; prognoza.

Abstract

Background/Aim. Chronic myeloid leukemia (CML) repre-
sents a malignant myeloproliferative disease developed out of
pluripotent hematopoietic stem cell that contains the fusion
ber-abl gene. Disorders that occur in the process of apoptosis
represent one of the possible molecular mechanisms that bring
about the disease progress. The aim of our study was to carry
out the analysis of the presence of the amplification of the c-
myc oncogene, as well as the analysis of the changes in the ex-
pression of Bcl-2 in the patients with CML. Methods. Our
study included 25 patients with CML (18 in chronic phase, 7 in
blast transformation). Using an immunohistochemical alkaline
phosphatase-anti-alkaline phosphatase (APAAP) method, we
analyzed the expression of cell death protein in the mononu-
clear bone marrow cells of 25 CML patients. By a differential
PCR (polymerase chain reaction) method, we followed the
presence of amplified c-myc gene in mononuclear peripheral
blood cells. Results. The level of the expression of Bcl-2 pro-
tein was considerably higher in the bone matrrow samples of
the patients undergoing blast transformation of the disease.
The amplification of c-myc gene was detected in 30% of the
patients in blast transformation of the disease. Conclusion.
The expression of Bcl-2 protein and the amplification of c-myc
gene are in correlation with the disease progression.

Key words:
leukemia, myeloid, chronic; proto-oncogene proteins
c-bcl-2; gene amplification; prognosis.

Uvod

Hroni¢na granulocitna leukemija (HGL) je maligna,
mijeloproliferativna bolest sa klonalnom proliferacijom plu-
ripotentne mati¢ne celije hematopoeze. Pocinje relativno
mirnom hroni¢énom fazom koja traje tri do pet godina, nakon
koje sledi faza akceleracije koja se zavrSava fatalnom blast-
nom transformacijom u kojoj bolesnik ima sve simptome

akutne leukemije. HGL ¢ini oko 25% svih leukemija, a uce-
stalost bolesti je oko 1,5 slu¢ajeva u opstoj populaciji od 10’
osoba za godinu dana '

Centralnu ulogu u patogenezi HGL ima Filadelfija
hromozom (Ph), koji nastaje kao rezultat reciprocne translo-
kacije izmedu 9. i 22. hromozoma, pri ¢emu nastaje hibridni
ber-abl gen koji odreduje sintezu proteina sa povisenom tiro-
zin-kinaznom aktivno§¢u *°. Mehanizam koji dovodi do ovih
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promena na molekulskom nivou jo$ uvek je nepoznat, kao ni
mehanizam povecane proliferativne sposobnosti ovih c¢elija,
niti mehanizam koji dovodi do progresije bolesti *”.

Postoje brojni eksperimentni dokazi da poremecaji u
procesu apoptoze mogu imati znacajan efekat na proces ma-
ligne transformacije. Apoptoza predstavlja kontrolisani nacin
¢elijskog umiranja u kome c¢elija aktivno ucestvuje, sprovo-
deci precizan, genski regulisan program autodestrukcije, tj.
éelijskog ,,suicida“ ®. Tako je do sada identifikovan &itav niz
biohemijskih dogadaja koji dovode do stereotipnih morfolo-
$kih promena, mnogi molekulski mehanizmi koji ucestvuju u
procesu apoptoze jo§ uvek nisu poznati °. ,,Odluka éelije da
ude u proces apoptoze je kompleksna i zavisi od interakcije
niza intra- i ekstracelijskih, pro- i antiapoptotskih signala '
Proteinski produkti bel-2 (B-cell lymphoma-2) familije gena,
tumor supresorni gen p53, neki onkogeni (c-myec, ras), geni
regulatori celijskog ciklusa, razni transkripcioni faktori, od-
redene klase fosfataza i kinaza predstavljaju znacajne intra-
celularne regulatore procesa apoptoze '

Bcl-2 familija proteina svoju ulogu ostvaruje menjajuci
propustljivost membrane mitohondrija, pa tako indirektno
reguliSu proces apoptoze preko oslobadanja citohroma c i
aktivnosti kaspaza '>. U okviru ove familije neki proteini
imaju stimulatorni (Bax, Bid, Bad), a drugi inhibitorni efekat
na proces apoptoze (Bcl-2, Bcl-X1). Od odnosa pro- i antia-
poptotskih ¢lanova familije zavisi i odluka ¢elije da 1i ¢e uéi
u proces apoptoze . Gen koji odreduje sintezu Bcl-2
proteina, teSkog 25-26 kD, lociran je na dugom kraku 18.
hromozoma (q21.3 lokus). Bcl-2 je integralni protein mito-
hondrijalne membrane, a nalazi se i u membrani endoplaz-
mati¢nog retikuluma i membrani jedara. Otkriven je kod B-
¢elijskih limfoma kod kojih je u 85% slucajeva poviseno ek-
sprimiran kao rezultat hromozomske translokacije izmedu
14. i 18. hromozoma [t(14;18)(q32;q21)] '* . Povisen nivo
ekspresije bcl-2 gena prisutan je kod 90% bolesnika sa neo-
plazmama debelog creva. Uocen je i kod 60% karcinoma ga-
strointestinalnog trakta, 30% karcinoma prostate kao i 20%
nesitnocelijskih karcinoma pluca. U razli¢itim procentima se
uocava i kod melanoma, karcinoma Stitaste zlezde kao i kod
akutnih i hroni¢nih limfocitnih i mijeloidnih leukemija '* °.
U ovim sluéajevima povecana ekspresija bcl-2 gena nije
uvek rezultat hromozomske translokacije, ve¢ jo§ uvek ne-
dovoljno poznatih mehanizama '*.

Protoonkogen c-myc (cellular myelocytomatosis) loci-
ran je na dugom kraku hromozoma 8 u regionu q24.12. Sadr-
7i tri egzona koji daju proteinski produkt molekulske mase
od 64, 67 ili 45 kD, $to zavisi od alternativne obrade primar-
nog transkripta 2. Otkriven je sedamdesetih godina proslog
veka kao Celijski homolog retroviralnog v-myc onkogena.
Pripada familiji myc gena koja obuhvata B-myc, L-myc, N-
myc i s-myc. Sposobnost neoplasticke transformacije imaju
c-myc, L-myc i N-myc >'. C-myc je jedarni fosfoprotein koji
svoju ulogu ostvaruje kao transkripcioni faktor uéestvujuéi u
regulaciji celijske proliferacije, diferencijacije i apoptoze.
Eksprimiran je u skoro svim ¢elijama embrionalnog i adult-
nog tkiva koje se dele i njegova ekspresija je u korelaciji sa
éelijskom proliferacijom ** . C-myc protoonkogen poveéa-
no je eksprimiran u razli¢itim animalnim i humanim neopla-
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stickim promenama. Mogu¢i mehanizmi aktivacije c-myc
onkogena su hromozomske translokacije, viralne insercije,
amplifikacija gena i mutacije koje menjaju nivo transkripcije
i elongaciju ili menjaju stabilnost iRNK *'. Hromozomske
aberacije koje ukljucuju i c-myc onkogen uocene su kod
mnogih tumora i leukemija i ¢esto su povezane sa loSijom
prognozom *. Amplifikacija c-myc uotava se u mnogim tu-
morima ukljucujuéi i tumor dojke, debelog creva, skvamoz-
nog Ccelijskog karcinoma glave i vrata, mijeloma, non-
HodZkin limfoma, adenokarcinoma Zeluca, karcinoma ova-
rijuma i grlica materice. Uglavnom je u korelaciji sa uznap-
redovalim stadijumom bolesti, $to ukazuje da se moze koris-
titi kao negativni prognosticki parametar *'.

Cilj ovog rada bio je da se utvrdi da li su poviSeni nivo
ekspresije Bcl-2 proteina i amplifikacija c-myc gena u kore-
laciji sa klinickim stadijumom bolesti i da li mogu predstav-
ljati negativne prognosticke parametre u le¢enju HGL.

Metode

Analizirano je 25 bolesnika sa klinickom dijagnozom
HGL, lecenih u periodu od novembra 2000. do jula 2003.
Prvu grupu analiziranih bolesnika ¢inilo je 18 bolesnika u
hroni¢noj fazi HGL. Ostalih sedam bolesnika, koji su bili u
stadijumu blastne transformacije bolesti, ¢inili su drugu gru-
pu. U kontroloj grupi, obradeno je pet uzoraka kostne srzi
nehematoloskih bolesnika.

Imunohistohemijska analiza

Imunohistohemijska analiza APAAP (alkaline phosp-
hatase-anti-alkaline phosphatase) radena je na razmazima
mononukleusne frakcije kostne srzi bolesnika sa HGL. Ce-
lijski razmazi pravljeni su centrifugiranjem na 5 000 obr-
taja u minuti u trajanju od pet minuta u citospin centrifugi
(Beckman, SAD) i suSeni na sobnoj temperaturi. Za imu-
nohistohemijsko dokazivanje Bcl-2 proteina ¢éelijski razma-
zi su fiksirani u acetonu, 10 minuta na sobnoj temperaturi.
Koris¢eno je monoklonsko antitelo za Bel-2 protein i ko-
mercijalni kit firme DAKO (DAKO, Danska), prema uput-
stvu proizvodaca.

Analiza rezultata APAAP metode za detekciju prote-
inskih produkata radena je brojanjem pozitivnih celija.
Brojanje je vrSeno na najmanje tri homogena vidna polja
(ukupno ne manje od 1000 celija), svetlosnim mikrosko-
pom (uvecanje 120 x). Broj pozitivnih celija pokazan je
kao procenat od ukupnog broja izbrojanih celija. Kriteriju-
mi za ocenjivanje reakcije bili su: 1. bez pozitivnih celija
(-); 2. sa manje od 5% pozitivnih Celija (£); 3. 5-30% po-
zitivnih ¢elija (+); 4. 30-60% pozitivnih ¢elija (++); 5. 60—
90% pozitivnih ¢celija (+++); 5. sa vise od 90% pozitivnih
celija (++++).

Analiza amplifikacije c-myc gena

DNK je izolovana iz mononukleusnih ¢éelija periferne
krvi prema metodi Sammbrooka *°. Koncentracije DNK od-
redivana je spektrofotometrijski (Pharmacia LKB, Svedska)
na 260 nm, a kvalitet je proveravan elektroforezom na 2%
agarnom gelu.
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Diferencijalna PCR (polymerase chain reaction) meto-
da koris¢ena je za amplifikaciju c-myc gena i kontrolnog
D2R (dopamin D2 receptor) gena koji se konstitutivno eks-
primira. Diferencijalni PCR zasniva se na simultanoj ampli-
fikaciji dve ciljne sekvencije u istoj reakcionoj smesi, pri
¢emu relativna koli¢ina PCR produkata ukazuje na relativni
broj gena. Sekvencije prajmera za c-myc i D2R, duzine am-
plifikata i uslovi PCR-a prikazani su u tabeli 1 *’. Relativan
broj c-myc i D2R gena odredivan je, nakon elektroforeze na
poliakrilamidnom gelu, denzitometriijski (LKB, Ultro Scan
XL Laser Densitometer).

70% celija i definisana kao +++ pozitivnost. Kod Sest boles-
nika (24%) u hroni¢noj fazi bolesti reakcija na Bcl-2 protein
bila je pozitivna u oko 30% ¢elija i definisana kao ++ poziti-
vnost. Kod 12 bolesnika (48%) u hroni¢noj fazi bolesti rea-
kcija na Bcl-2 protein bila je pozitivna u 2—10% ¢elija i defi-
nisana je kao + ili & pozitivnost.

Status c-myc gena

Diferencijalnom amplifikacijom c-myc i D2R gena po-
kazano je prisustvo amplifikovanog c-myc gena kod dva
(8%) od 25 analiziranih bolesnika (slika 2).

Tabela 1

Nukleotidne sekvencije prajmera, duZine amplifikovanih fragmenata i uslovi PCR-a koji su
korisc¢eni za amplifikaciju c-myc i D2R gena

Gen Nukleotidna sekvencija prajmera {a)murz)llrilgka ta (bp) Uslovi PCR*
95°C 2min
c-myc 5' GCTCCAAGACGTTGTGTGTTCG 3' 150 35 ciklusa:

5' GGAAGGACTATCCTGCTGCCAA 3' 95°C 1min
50°C 1min
72°C  1min

D2R 5' CCACTGAATCTGTCCTGGTATG 3' 110

5' GTGTGGCATAGTAGTTGTAGTGG 3'

*PCR — polymerase chain reaction

Statisticka analiza

Podaci su analizirani primenom y’ testa. U ovoj analizi
razlike su smatrane statisticki znacajnim kada je p vrednost
bila manja od 0,05%.

Rezultati
Rezultati imunohistohemijske analize

Reakcija na Bcl-2 protein bila je pozitivna kod svih
bolesnika sa HGL, ali su uocene statisticki znacajne razlike
izmedu analiziranih grupa (p < 0,05) (slika 1).
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Sl. 1 — Histogram prosec¢nih razlika u ekspresiji Bel-2
proteina kod bolesnika u hroni¢noj fazi bolesti (1-5%, 2—
30%) i blastnoj transformaciji (3—70%)

Kod sedam bolesnika (28%) u fazi blastne transforma-
cije bolesti reakcija na Bcl-2 protein bila je pozitivna u oko
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Sl. 2 — Poliakrilamid gel (10%) za detekciju amplifikacije
c-myc gena. U koloni 11 i 12 detektovan je amplifikovani
c-myc gen.

Diskusija

Proteini Bcl-2 familije imaju centralnu ulogu u regu-
laciji procesa apoptoze. Oni svoje dejstvo ostvaruju preko
kontrole aktivnosti kaspaza kroz mehanizam oslobadanja
mitohondrijskog citohroma c. Jo$ uvek se ne zna da li oslo-
badanje citohroma c nastaje kao rezultat direktnog delova-
nja proteina Bcl-2 familije ili je to nezavisni proces koji se
desava u sklopu amplifikacije apoptotskog signala. Sposo-
bnost formiranja kanala, od strane proteina Bcl-2 familije
pokazana je jedino na modelu sinteticke membrane pod ne-
fizioloskim uslovima. Jo§ uvek nije dokazano da ovi pro-
teini mogu da otvaraju kanale na celijskim membranama
pod fizioloskim uslovima. Prema drugoj hipotezi proteini
ove familije reguliSu potencijal unutrasnje membrane mito-
hondrija (Ay) i tako menjaju njenu propustljivost. Tacan
mehanizam koji se nalazi izmedu Ay i oslobadanja cito-
hroma ¢ jo§ nije definisan **.
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Andreeff i sar. * pratili su ekspresiju proteina Bcl-2
familije na normalnim i leukemijskim hematopoeznim ¢eli-
jama i utvrdili da nezrele hematopoetske celije (CD34+/33-
/13-) ne eksprimiraju Bcl-2 protein za razliku od vecine
CD34+ celija. Leukemijske CD34+ progenitorske celije eks-
primiraju Bcl-2 protein i nivo ekspresije je u skladu sa losi-
jim postizanjem kompletne remisije bolesti. Poviseni nivo ek-
spresije Bcl-2 proteina uocava se kod mnogih solidnih tumora
kao i u akutnim i hroni¢nim limfocitnim i mijeloidnim leuke-
mijama '®. Nagy i sar. *° su pratili ekspresiju bcl-2, bax i myc
gena kvantitativnom RT-PCR metodom kod bolesnika sa
ALL, AML, HGL i HLL. PoviSeni nivo ekspresije sva tri gena
uocen je kod svih analiziranih grupa bolesnika. Prema rezulta-
tima Klobusicka i sar. *' broj Bel-2 pozitivnih ¢elija nije bio
razli¢it kod razlicitih tipova leukemije, T-ALL, B-HLL, B-
ALL, AML i HGL. An i sar. ** su imunohistohemijskim anali-
zama uocili ekspresiju Bcl-2 proteina u 67% leukemijskih ée-
lija dobijenih od 52 bolesnika sa AML i ALL.

Imunohistohemijski, koris¢enjem metode APAAP, uodili
smo prisustvo proteinskog produkta bcl-2 gena, kod svih anali-
ziranih bolesnika sa HGL. Rezultati su pokazali visok nivo ek-
spresije ovog proteina kod bolesnika u blastnoj transformaciji u
preko 70% mononukleusnih ¢elija kostne srzi. Kod Sest boles-
nika u hroni¢noj fazi uocena je ekspresija Bcl-2 proteina u oko
30% celija. Povecana ekspresija bila je u korelaciji sa duzinom
bolesti, odnosno svih Sest bolesnika su se nalazili u kasnoj hro-
ni¢noj fazi bolesti (> 12 meseci od postavljanja dijagnoze). Kod
ostalih bolesnika u hroni¢noj fazi nivo ekspresije Bcl-2 proteina
je bio kao i na uzorcima kostne srzi dobijene od zdravih kon-
trola odnosno ekspresija je uocena u 2—10% celija.

Rezultati analize prisustva Bcl-2 proteina ukazuju da je
njegova ekspresija u korelaciji sa stadijumom bolesti. PoviSeni
nivo ekspresije ovog proteina bi mogao da predstavlja negati-
van prognosticki parametar u leCenju HGL. Nasi rezultati su u
skladu sa rezultatima An i sar. ** koji su pokazali da je nivo
Bcl-2 proteina bio visi kod bolesnika sa HGL koji se nalaze u
blastnoj transformaciji nego u hroni¢noj fazi bolesti. Visoka ek-
spresija Bcl-2 proteina kod bolesnika u hroni¢noj fazi HGL
ukazuje da dolazi do blastne transformacije bolesti. Sui i sar. *
koristili su metode APAAP i FISH (fluorescence in situ
hybridization) za odredivanje ekspresije Bcl-2 proteina i bcl-2
informacione RNK u ¢elijama kostne srzi kod 60 bolesnika sa
HGL. Pokazano je da je ekspresija ovog proteina poviSena u
blastnoj transformaciji bolesti i da je u korelaciji sa brojem ne-
zrelih ¢elija u perifernoj krvi i kostnoj srzi. Visok nivo genske
ekspresije ovog proteina daje loSu prognozu i predstavlja vazan
parametar u ranoj dijagnozi i tretmanu blastne krize HGL. 1
prema rezultatima Handa i sar. ** nivo ekspresije Bcl-2 je zna-
¢ajno visi u blastnoj transformaciji HGL nego u hroni¢noj fazi.

Suprotno ovim rezultatima Ravandi i sar. ** odrediva-
njem ekspresija Bcl-2 u mononukleusnim ¢elijama kostne sr-
zi Western Blot analizom i kvantitativnim radioimunoesejem
nisu pokazali korelaciju ekspresije ovog proteina i progresije
bolesti.

Diferencijalnom PCR amplifikacijom c-myc i D2R ge-
na analizirali smo prisustvo amplifikovanog c-myc gena kod
svih bolesnika sa HGL. Kod dva bolesnika u blastnoj tran-
sformaciji bolesti uoceno je prisustvo amplifikovanog c-myc
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gena. Ovi rezultati su u skladu sa podacima drugih istraziva-
¢a koji ukazuju na povecanu ekspresiju c-myc u blastnoj
transformaciji HGL, dok je nepromenjena u hroni¢noj fazi
bolesti ** *’. Kod ostalih analiziranih bolesnika u blastnoj
transformaciji i hroni¢noj fazi bolesti nije uocena amplifika-
cija c-myc gena.

Povecana ekspresija c-myc uocena je i kod mnogih so-
lidnih tumora i leukemija. Uloga c-myc u proliferaciji leu-
kemijskih ¢elija joS nije poznata, ali su dobijeni rezultati koji
sugerisu da je c-myc vazan i neophodan za rast patohistolos-
ki pozitivnih leukemijskih éelija ** **. Daheron i sar. *°, ana-
liziraju¢i gene ukljucene u progresiju i prelaz bolesti iz hro-
ni¢ne faze u blastnu transformaciju HGL, uo¢ili su povecanu
transkripciju maz gena u blastnoj transformaciji. Kako je
ovaj protein poznat kao transkripcioni faktor odgovoran za
regulaciju transkripcije myc gena, indirektno ukazuje i na
njegovu ulogu u terminalnoj fazi bolesti.

Yang i sar. *! pratili su ekspresiju c-myc u éelijama ko-
stne srzi bolesnika sa AML i HGL. Uoceno je da je ekspre-
sija c-myc veca za vreme blastne transformacije nego u re-
misiji AML ili u hroni¢noj fazi HGL. Takode je pokazano da
bolesnici kod kojih nije uocena ekspresija ovog proteina brze
ulaze u remisiju bolesti. To sugeriSe da se pracenje aktivnosti
ovog onkogena moze koristiti kao prognosticki faktor pri le-
¢enju AML i HGL. Poveéana ekspresija c-myc se ¢eSée uo-
¢ava u relapsu AML nego pri dijagnozi. Takvi rezultati su
dobijeni merenjem transkripcionog nivoa RNK u perifernoj
krvi 16 bolesnika .

C-myc protein povecava proliferaciju celije, ali u isto
vreme stimuliSe ¢eliju da ude u apoptozu, $to predstavlja za-
Stitni mehanizam celije od prekomerne deobe i ulaska u neo-
plasti¢nu transformaciju. Uloga c-myc u malignoj transfor-
maciji ¢elije deSava se zapravo kada dode do inhibicije pro-
cesa apoptoze mehanizmima kao $to su prisustvo mutiranog
P53 proteina ili povecana ekspresija Bcl-2. Upravo je tako
objasnjen kooperativni odnos izmedu Bcl-2 proteina i c-myc
u mijoj limfogenezi '***. Povecana ekspresija c-myc i bcl-2
u limfocitima transgenih miSeva dovodi do tumorogeneze
brze nego kod transgenih miSeva kod kojih je doslo do eks-
presije samo jednog od ova dva gena *. Handa i sar. ** su
pokazali da povecanu ekspresiju Bcl-2 proteina prati i pove-
¢ana ekspresija c-myc gena u blastnoj transformaciji HGL i
ukazuju na mogucu ulogu c-myc u evoluciji bolesti.

I prema rezultatima dobijenim u naSim istraZivanjima
postoji pozitivna korelacija ekspresije Bcl-2 i amplifikacije
c-myc gena. Ovaj rezultat je u skladu sa dual signal mode-
lom koji pretpostavlja da c-myc generiSe i proliferaciju i
apoptozu. Proliferacija koja nastaje kao rezultat c-myc eks-
presije zavisi od supresije apoptoze koja moze da bude regu-
lisana faktorima rasta ili pove¢anom regulacijom antiapop-
totskih proteina u koje spada i poveéana ekspresija Bel-2 *.

Sposobnost c-myc da vodi i povecava proliferaciju ¢elija
sugeriSe da deregulacija dovodi i do naruSavanja sinteze DNK
i genomske nestabilnosti. Nekoliko studija ukazuje da dere-
gulacija c-myc ekspresije povecava genomsku nestabilnost
preko amplifikacije gena ili dolazi do razvoja aneuploidija. Ta
izuCavanja su vazna za otkrivanje uloge c-myc u genomskoj
nestabilnosti kao i sam mehanizam tog procesa *'.
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Zakljudak

Na osnovu rezultata naSeg rada moze se zakljuciti, da

su poviSena ekspresija Bcl-2 proteina i amplifikacija c-myc
gena u korelaciji sa klini¢kim stadijumom bolesti.
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