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B. Labar

Uvodnik

UVODNIK

KROHEM postaje nasa hematoloska zbilja. Iako
jos uvijek ¢ekamo na prvo prospektivno klini¢ko
istrazivanje mnogo se toga pokrenulo, ponajprije u
pristupu standardizaciji 1 dijagnosticko terapijskim
smjernicama u hematologiji. Na zadnjem KROHEM-
u u Osijeku usvojene su smjernice za dijagnostiku 1
lijeCenje esencijalne trombocitemije. Smjernice su
u postupku za publikaciju u Lijecnickom Vjesniku
pa je to razlog zasSto ih nema u najnovijem Biltenu.
Uskoro ¢emo ih prikazati u kona¢noj verziji na na-
Soj web stranici. U izradi su smjernice za kroni¢nu
mijeloi¢nu leukemiju, multipli mijelom i kroni¢nu
limfocitnu leukemiju, a u pripremi su smjernice za
dijagnostiku i lijecenje akutnih leukemija. Kada se
zna da vec¢ postoji Hrvatski konsenzus dijagnostike
1 lijecenja limfoma, a na podrucju hemostaze i trom-
boze ve¢ dugi niz godina postoji takoder konsenzus
dijagnostike 1 lijeCenja nasljednih hemofilija ¢ini
se da smo na dobrom putu u potpunosti zaokruziti
program preporuka i standardizacije u dijagnostici
1 lijecenju vecine hematoloskih bolesti. Mislim da
je ovo 1 jedan od temeljnih preduvjeta za klinicka
istrazivanja.

Registar KROHEM-a polagano napreduje. Kako
smo se odlucili na pristup registar-bolest postoji
gotovo vecina izradenih registara ali je njihova ra-
zina pripremljenosti za unos podataka i ponajprije
unos podataka bitno razli¢ita. Vec¢ina njih (limfomi,
mijelomi, kroni¢na granulocitna leukemija, akutne
leukemije) su u kona¢noj verziji i mogli bi se popu-
njavati. No jo$ uvijek vecina centara za pojedine bo-
lesti nije dobila zaporke i prakti¢ki ne unosi podatke
svojih bolesnika u Registar. Smatram ovo jednim od
prioritetnih zadataka KROHEM-a koji mora iznaci
rjeSenje unosa podataka. To ¢e biti jedna od tocaka
rasprave sastanka KROHEM-a u Splitu.

Voditelji radnih skupina sastali su se tijekom ve-
ljace i raspravili aktivnosti tijekom ove godine. Pro-
cjena je 1 naglasak upravo na Cetiri aktivnosti: izra-
da smjernica, rad na Registru, retrospektivne studije
1 prospektivne studije. Svaka ¢e od radnih skupina
na sljedec¢em sastanku u Splitu naglasiti svoje priori-
tete, ukazati na probleme i prikazati trenutno stanje
aktivnosti. Treba naglasiti da smo tijekom sastanka
dogovorili 1 prihvatili da doc. dr. Radovan Vrhovac
koordinira aktivnosti radne skupine za potpornu te-
rapiju u hematologiji. U Splitu ¢e se pokrenuti dje-
lovanje ove grupe ponajprije procjenom prioriteta u

radu. Za te potrebe dr. Vrhovac je izradio upitnik
koji bi trebao ukazati koje aktivnosti ve¢ina centa-
ra KROHEM-a smatra vaznim. Istodobno ¢e doc.
Valkovi¢ predloziti za raspravu smjernice lijeCenja
hematoloskih bolesnika kelatorima zeljeza.

KROHEM se znacajno okrece dijagnostickim
istrazivanjima, od standardizacije do translacijskih
istrazivanja. Ovo je jedna od vaznih aktivnosti, pa
¢emo osnovati i radnu skupinu za dijagnostiku u
hematologiji. Rasprava je u tijeku i za ocekivati je
konacan prijedlog ove radne skupine u Splitu.

Predstavnici KROHEM-a aktivni su 1 na me-
dunarodnom planu. U jesen 2009. osnovana je ko-
operativna skupina za lijeCenje leukemija srednje 1
isto¢ne Europe (CELG — Central and Eastern Leu-
kemia Cooperative Group). Cilj grupe je provoditi
prospektivna klinicka ispitivanja na podrucju akut-
nih leukemija. Oc¢ekuje se sudjelovanje centara iz 12
zemalja. | KROHEM c¢e sudjelovati u ovoj meduna-
rodnoj grupi.

Financiranje KROHEM-a u vrijeme recesije ¢ini
se nije bitnije smanjeno. Za sada je vec¢ina farmace-
utskih tvrtki produljila ugovor s KROHEM-om pa
je za ocekivati nesmetani rad i tijekom 2010. godine.

Na kraju dozvolite da u uvodniku navedemo dvije
aktivnosti koje imaju poseban znacaj za KROHEM.
To je prvi rad koji ¢e biti objavljen u Lije¢ni¢kom
vjesniku (Slika 1.), te prvi ,,poster KROHEM-a
(Effective stem cell mobilization with plerixafor +
G-CSF followed by large volume leukapheresis in
poor mobilizers: the experience of the Croatian co-
operative group for hematological diseases (KRO-
HEM), autori O. Jaksi¢, S. Basi¢-Kinda, 1. Marici¢,
I. Bojani¢, D. Nemet, V. Pejsa, B. Labar) na sastanku
Europske grupe za lijeCenje transplantacijom krvo-
tvornih mati¢nih stanica u Becu 21.-24. ozujka 2010.
(Slika 2.).

Prof. dr. sc. Boris Labar, dr. med.

Zavod za hematologiju

Klinika za unutarnje bolesti

Klinicki bolnicki centar Zagreb
Medicinski fakultet Sveucilista u Zagrebu
E-posta: boris.labar@inet.hr
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Slika 1. Naslovnica rada koji ¢e biti objavljen u Lijecnickom Vjesniku.

Dijagnosticko terapijski pristup u bolesnika s esencijalnom trombocitemijom
Smjernice Hrvatske kooperativne grupe za hematoloske bolesti ~-KROHEM

Boris Labar?, Rajko Kusec? Branimir Jaksi¢3, Ljubica Skare-Librenjak*, Antica Duleti¢-Nacinovics,
Jasminka Petri€evi¢-Sinci¢¢, Dubravka Carzavec’, BoZzena Coha?®, Velka Gveri¢-Krecak®,
Elizabeta Corovic¢!'°, Nada Lang'!, Zlata Lojen-Nemet'?, Renata Babok-Flegari¢*3

Diagnosis and Therapy for Patients with Essential Thrombocythaemia
Guidelines of Croatian Cooperative Group for hematologic disorders - KROHEM

1 - Klinika za unutrasnje bolesti,
2 - Klinika za unutrasnje bolesti,
3 - Klinika za unutrasnje bolesti,
4 - Klinika za unutrasnje bolesti,
5 - Klinika za unutrasnje bolesti,
6 — Klinika za unutrasnje bolesti,
7 — Klinika za unutrasnje bolesti,

Medicinski fakultet Sveucilista
Medicinski fakultet Sveucilista
Medicinski fakultet Sveucilista
Medicinski fakultet Sveucilista
Medicinski fakultet Sveucilista
Medicinski fakultet Sveucilista
Medicinski fakultet Sveucilista

8 — Internisticki odjel, OB Josip Bencevic¢ Sl. Brod

9 - Internisti¢ki odjel, OB Sibenik

10 - Internisticki odjel OB Dubrovnik

11 - Klinika za unutrasnje bolesti, KB Sv. Duh Zagreb
12 - Internisticki odjel OB Koprivnica

13 - Internisticki odjel OB Varazdin

Slika 2. Prvi KROHEM-ov poster.

019

u Zagrebu, KBC Zagreb

u Zagrebu, KB Dubrava, Zagreb

u Zagrebu, KB Merkur, Zagreb

u Splitu, KBC Split

u Rijeci, KBC Rijeka

u Osijeku, KBC Osijek

u Zagrebu, KB Sestre Milosrdnice, Zagreb
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T. Valkovic¢

Lijecenje sekundarne hemosideroze u hematoloskih bolesnika

Lijecenje sekundarne hemosideroze
u hematoloskih bolesnika

Doc. dr. sc. Toni Valkovié, dr. med.

Zavod za hematologiju, reumatologiju

i klinicku imunologiju, Klinicki bolnicki centar Rijeka
Medicinski fakultet Sveucilista u Rijeci

E-posta: toni_val@net.hr

Jedna jedina transfuzijska jedinica deplazmatizi-
ranih eritrocita kojom se nasi bolesnici svakodnevno
lijece sadrzi cak oko 200 mg Zeljeza Sto je tek 20-25
puta manje od ukupne koli¢ine zeljeza u tijelu. Bu-
du¢i da ljudsko tijelo ne posjeduje u¢inkovite meha-
nizme za uklanjanje suviSka Zeljeza, jasno je da ce
viSekratne transfuzije krvi, ukoliko nisu istovreme-
no pracene gubitkom krvi, dovesti do viska Zeljeza u
tijelu, tj. preoptereéenja ovim metalom. Stetan utje-
caj u organizmu ostvaruje se nagomilavanjem Zelje-
za koje je vezano u proteinske spojeve kao $to su
feritin i hemosiderin, ali isto tako putem nevezanog
(slobodnog) plazmatskog Zeljeza koje nije vezano za
transferin 1 koje dovodi do stvaranja vrlo toksi¢nih
slobodnih radikala Stetnih za stanice i tkiva.

Vezano Zeljezo najprije se nagomilava u sustavu
tkivnih makrofaga slezene, jetre, koStane srzi i1 dru-
gih organa, a kada se ovaj sustav zasiti viskom Ze-
ljeza, ono se pocinje odlagati u parenhimske stanice
organa, kao $to su jetra, srcani miSi¢, gusteraca i
druge zlijezde s unutrasnjim izlu¢ivanjem dovodeci
do njihova ostecenja, disfunkcije te pojave bolesti.

Hematoloske bolesti u kojih najces¢e dolazi do
preopterecenja zeljezom uslijed opetovanih transfu-
zija krvi i s tim u vezi oSte¢enja organa su sindrom
mijelodisplazije, aplasticna anemija, izolirana apla-
zija crvene loze, primarna ili sekundarna mijelofi-
broza i neke druge rijetke vrste anemija, kao 1 ta-
lasemija major te bolest srpastih stanica koje su, na
srecu, rijetke u nas.

Za utvrdivanje preopterec¢enosti zeljezom sluzi-
mo se sljede¢im metodama:

— serumski feritin- zbog svoje dostupnosti i
jeftino¢e najcesce se rutinski koristi. Medutim,
njegova korelacija s koli¢inom Zeljeza u tijelu
nije suviSe precizna, bolje korelira s koli¢inom
zeljeza u sustavu tkivnih makrofaga, nego li
u parenhimskim organima, a sustavne upale,
ostecenje jetre, izraziti oksidativni stres i
propadanje stanica dodatno kompromitiraju
njegovu korelaciju s koli¢inom Zeljeza u tijelu

— zasi¢enost transferina, takoder, je veoma

dostupan 1 jeftin indirektni pokazatelj kolicine

zeljeza u tijelu koji se Cesto koristi u rutinskom

radu

— direktna metoda kojom se iz bioptickog
materijala (najcesce jetre, a rijede drugih tkiva
npr. miokarda) ekstrahira i kvantificira zeljezo
kemijskim putem. Ovo je veoma egzaktna
1 precizna, ali invazivna metoda, a rezultat
donekle ovisi o mjestu s kojeg je uzeta biopsija
— slikovne metode, tj. magnetska rezonanca kojom
se, koriste¢i odgovarajuce radioloske parametre,
moze indirektno, ali prili¢no precizno procijeniti
koli¢inu Zeljeza u jetri, zZlijezdama, kostanoj srzi,
kao 1 srcu. Nazalost, metoda je skupa 1 dostupna
samo u ve¢im centrima

— najnovija, veoma sloZena i precizna indirektna
metoda za procjenu koli¢ine zeljeza u jetri

je biomagnetska susceptometrija koja koristi

paramagnetske karakteristike tkivnog Zeljeza.

Dostupna je u svega nekoliko svjetskih centara.

Znanstveni dokazi o Stetnosti preopterecenja
zeljezom su nedvojbeni. Sr¢ani poremecaji koji su
posljedica nagomilavanja zeljeza u srcu vodeci su
uzrok smrti bolesnika s talasemijom major (Gabu-
tti Vet al. Acta Haematol 1996; 95:26-36, Olivieri
NF et al. Blood 1997; 89:739-61). U sindromu mije-
lodisplazije pokazano je da bolesnici ovisni o tran-
sfuzijama krvi imaju znacajno krace prezivljenje te
vecu ucestalost transformacije u akutnu leukemiju
u odnosu na one koji nisu ovisni o transfuzijama
(Malcovati L et al. J Clin Oncol 2005; 23:7594-603).
Bolesnici s anemijom srpastih stanica i preopterece-
njem zeljezom imaju znacajno visu smrtnost nego li
oni bez preoptere¢enja (Ballas SK. Semin Hematol
2001; 38:30-6).

Postavlja se pitanje kada preopterecenje Zeljezom
postaje klini¢ki znacajno i kada prijeti oStecenje or-
gana dovodeci do potrebe medicinske intervencije
tj. lijeCenja? Tu postoje odredena manja razmimoila-
Zenja u stavovima, no vecina se slaze da u bolesnika
koji su ucestalo lijeceni transfuzijama krvi klinicki
znacajno preopterecenje Zeljezom i potreba za lije-
¢enjem nastaje nakon Sto bolesnik primi viSe od 20
transfuzijskih jedinica deplazmatiziranih eritrocita
1/ili kada serumski feritin premasi 1000 ug/L (Olivi-
eri NF et al. Blood 1997; 89:739-61; Bowen D et al.
Br J Haematol 2003; 120:187-200; Gattermann N et
al. Hematol Oncol Clin North Am 2005; 19:18-25).
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Kelatori zeljeza su spojevi koji se vezu sa slo-
bodnim i vezanim Zeljezom u neskodljivi spoj koji
se moze izlucivati iz tijela stolicom ili mokra¢om.
Time se najprije sprjeava daljnje nagomilavanje Ze-
ljeza, a zatim 1 postupno snizavanje njegove ukupne
koli¢ine u tijelu.

Istrazivanja Kerstena, Gattermanna, Jansena i
njihovih suradnika utvrdila su da uporaba kelato-
ra Zeljeza u viSestruko transfundiranih bolesnika s
netalasemicnim kroni¢nim anemijama dovodi do
snizenja preopterecenosti zeljezom (Kersten MJ et
al. Ann Hematol 1996; 73:247-52; Jensen PD et al.
Blood 2003; 101:4632-9; Gattermann N et al. Leuk
Res 2005, 29 /suppl.1/:567). Nekoliko klini¢kih stu-
dija ukazuje na dulje prezivljenje bolesnika sa sin-
dromom mijelodisplazije koji su lije¢eni kelatorima
zeljeza (odnosno visim dozama ovih lijekova), u
usporedbi s onima koji nisu lije¢eni (ili su lijeCe-
ni s nizim dozama) (Leitch HA et al. Blood 2006;
108 /Abstract 249/: Rose C et al. Blood 2007; 110 /
abstract 249/: Jensen PD et al. Br J Haematol 1996;
94:288-99).

Danas se koristi nekoliko kelatora zeljeza, uglav-
nom u monoterapiji.

Deferoksamin se koristi od 70-ih godina pros-
log stoljeca. Radi se o velikoj molekuli s vreme-
nom poluzivota od svega 20-ak minuta Sto zahtje-
va dugotrajnu primjenu lijeka tijekom 8-12 sati na
dan tijekom 5-7 dana u tjednu u dozi od 20-60 mg/
kg/dan u vidu kontinuirane potkozne infuzije. Za
ovo su potrebni posebni supkutani aplikatori §to
primjenu lijeka ¢ini kompliciranom, a suradlji-
vost bolesnika znacajno je smanjena. Ipak radi se
o ucinkovitom kelatoru Zeljeza (donekle je upitan
njegov ucinak na sr¢anu siderozu) s dosta dobrim
sigurnosnim profilom. Najces¢i nezeljeni ucinci li-
jecenja u odraslih su lokalne i sustavne alergijske
reakcije, oSte¢enje oka te uha, povecana sklonost k
infekcijama s Yersiniom.

Deferipron se u svijetu upotrebljava od posljed-
njeg desetljeca 20. stoljeca. Ovo je ucinkovit kelator
zeljeza koji se uzima peroralno u dozi od 75-100 mg/
kg/dan. Na zalost, jedan od njegovih nezeljenih uci-
naka je neutropenija tj. agranulocitoza i zbog toga
povisen rizik od infekcije, kao i oStecenje jetre, ar-
tralgije, probavne smetnje 1 nedostatak cinka.

Deferasiroks (Exjade, Novartis®?) je “najmladi”
kelator Zeljeza namjenjen peroralnoj primjeni u dozi
od 20-30 mg/kg/dan. Ovo je mala molekula s du-
gim poluvremenom zivota (8-16 sati) Sto omogucava
primjenu lijeka samo jednom na dan uz postizanje
24-satne kelacije slobodnog i vezanog Zeljeza. Vise

klini¢kih studija faze I, II 1 III prethodilo je registra-
ucinkovitost, neinferiornost u odnosu na deferoksa-
min te zadovoljavaju¢i sigurnosni profil lijeka (Ca-
pellini MD et al. Clin Ther 2007; 29:909-17; Piga A
et al. Blood 2006, 108 /Abstract 1781/; Piga A et al.
Haematologica 2006, 91:873-80). Do sada najveca
klinic¢ka studija s nekim kelatorom metala je upravo
“EPIC” studija koja je trebala utvrditi ucinkovitost
1 sigurnost fiksne startne doze deferasiroksa ovisno
o broju prethodnih transfuzija. Ovo prospektivno
multicentri¢no istrazivanje obuhvatilo je preko 1700
bolesnika s kronicnim anemijama i preopterecenjem
zeljezom. Studija je utvrdila sniZzenje koli¢ine zelje-
za u tijelu ovisno o dozi lijeka, smanjenje slobodnog
plazmatskog Zeljeza, smanjenje zeljeza u srcu bole-
snika s talasemijom te zadovoljavajuci sigurnosni
profil, potvrdivsi opravdanost fiksne pocetne doze
ovisno o broju prethodnih transfuzija krvi (Cappe-
llini MD et al. Haematologica, u tisku).

Deferasiroks je indiciran u lijeCenju preopterece-
nja zeljezom izazvanim Cestim transfuzijama krvi
(>7 ml/kg/mjesec koncentrata eritrocita) u bolesnika
s beta-talasemijom major u dobi od 6 godina ili sta-
rijih. Takoder je indiciran u preopterec¢enju zeljezom
zbog visestrukih transfuzija krvi kada je primjena
deferoksamina kontraindicirana ili neodgovarajuca
u bolesnika s ostalim vrstama kroni¢nih anemija,
bolesnika u dobi od 2 do 5 godina, kao i bolesnika s
beta-talasemijom major i preopterecenjem zeljezom
izazvanim rijetkim transfuzijama krvi (<7 ml/kg/
mjesec koncentrata eritrocita).

Na trzistu postoje tablete za oralnu suspenziju od
125, 200 1 500 mg, a dozu treba izraCunati i zaokru-
ziti do najblize doze cijele tablete.

Preporucena pocetna doza iznosi 20 mg/kg, a
moze se povecati na 30 mg/kg u bolesnika s preop-
tere¢enjem Zeljezom koji primaju vise od 14 ml/kg/
mjesec koncentrata eritrocita (to je otprilike vise od
4 jedinice deplazmatiziranih eritrocita na mjesec).
Doza od 10 mg/kg moze se razmotriti u bolesnika
kojima ne treba snizavati razinu zeljeza u organiz-
mu, ve¢ samo sprijeciti njegovo daljnje nagomilava-
nje, a koji primaju manje od 7 ml/kg/mjesec koncen-
trata eritrocita (to je otprilike manje od 2 jedinice
deplazmatiziranih eritrocita na mjesec). Doza veca
od 30 mg/kg se ne preporucuje, a ako su vrijednosti
feritina u serumu dosljedno ispod 500 ug/L potreb-
no je razmotriti prestanak lijecenja. Primjena de-
ferasiroksa je kontraindicirana u preosjetljivosti na
djelatnu ili pomoc¢ne tvari u lijeku ili ako je klirens
kreatinina procjenjen na manje od 60 ml/minuti.
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Kombinacije deferasiroksa i drugih kelatora zeljeza
su neispitane 1 ne preporucuju se.

Nezeljene pojave lijeCenja deferasiroksom ovisne
su o dozi, uglavnom blage ili umjerene, prolazne te
vecinom nestaju u nastavku lijeCenja. Najcesce su:
— probavni poremecaji (mucnina, povracanje,

proljev, bol u trbuhu) koji se javljaju u oko 26%

lijeCenih
— kozni osipi se javljaju u oko 7% lijecenih

bolesnika
— u otprilike trec¢ine lijeCenih uocen je porast

serumskog kreatinina koji je obi¢no blag i

neprogresivan
— rjede se javlja povisenje jetrenih

aminotransferaza te Zu¢ni kamenci.

Tijekom lijecenja potrebno je jednom mjesecno

odrediti serumski feritin, kreatinin (i njegov klirens
1/ili vrijednost cisteina), aminotransferaze, proteinu-
riju, a jednom godisnje provjeriti vid i1 sluh. Zbog
nacina primjene i relativno dobrog sigurnosnog pro-
fila suradljivost bolesnika pri lijecenju deferasirok-
som je veca nego li drugim kelatorima zeljeza, npr.
deferoksaminom.

Valja zakljuciti da je lijeCenje preopterecenja Ze-
ljezom nuzna medicinska intervencija u bolesnika s
kroni¢nim anemijama koji opetovano primaju tran-
sfuzije deplazmatiziranih eritrocita (a istovremeno
ne gube krv) koja smanjuje mortalitet, komorbiditet
te poboljsava kvalitetu zivota. U naSoj zemlji regi-
striran je deferasiroks (Exjade) kao ucinkovit kela-
tor zeljeza zadovoljavajuc¢eg sigurnosnog profila i
dobrog “compliance-a”.

IRIS klini¢ka studija:
7 godina pracenja bolesnika u ranoj kroni¢noj fazi KML

Doc. dr. sc. Antica Duleti¢-Nacinovi¢, dr. med.
Zavod za hematologiju, reumatologiju i klinicku
imunologiju

Klinicki bolnicki centar Rijeka

Medicinski fakultet Sveucilista u Rijeci
E-posta:antica.duletic-nacinovic@ri.t-com.hr

International Randomized Study of Interferon
and STI571 (IRIS) je dizajnirana tako da su u jednu
skupinu uklju€eni bolesnici lijeceni imatinibom, a u
drugu oni lijeceni u to vrijeme standardnom terapi-
jom (interferon-alfa (IFN-alfa) + citarabin (Ara-C)).
U studiju je uklju¢eno 1106 novodijagnosticiranih
bolesnika s KML u kroni¢noj fazi bolesti. Bolesnici
lije¢eni imatinibom primali su lijek u dozi od 400
mg na dan.

Nakon 7 godina pracenja bolesnika, IRIS studija
zeli dati podatke o ishodu lije¢enja svih uklju¢enih
bolesnika (o prekidu terapije studijskim lijekom,
prezivljenju), o dogadajima kasne progresije, o tra-
janju kompletnog citogenetskog odgovora (CCR), o
molekularnom odgovoru, o nuspojavama lijecenja i
konac¢no dati zakljucke.

Nakon sedam godina prac¢enja bolesnika jos$ je
njih 554 od ukupno 1106 (50%) ukljuceno u studi-
ju. Od 554 bolesnika koji su jo$ u ispitivanju 545
(98.4%) ih je na terapiji imatinibom. Od ukupno 545
bolesnika koji se lije€e imatinibom, na terapiji prve
linjje lijeCenja imatinibom je 332 bolesnika (60%
bolesnika randomizirano je na prvu liniju lijecenja
imatinibom), dok je 213 bolesnika preslo sa terapije

IFN/Ara-C (39% bolesnika randomizirano na INF/
Ara-C). Samo 9 bolesnika (1.6%) ostalo je na INF/
Ara-C. S obzirom da je samo 1.6% bolesnika ostalo
na terapiji I[FN/Ara-C, ovaj izvjesStaj se bazira samo
na podacima dugoroc¢nog ishoda 1 sigurnosti lijeCe-
nja bolesnika na terapiji imatinibom.

Nakon sedam godina pracenja sveukupno pre-
zivljenje bolesnika lijeCenih imatinibom iznosi
86% (odnosno 94% racunajuci samo smrti vezane
uz KML). Rezultate ukupnog prezivljenja prikazuje
Slika 1. Prezivljenje bez dogadaja (engl. event-free
survival-EFS) nakon sedam godina iznosi 81%, dok
je stopa prezivljenja bez faze ubrzanja/blasticne kri-
ze 93%. Progresija bolesti u fazu ubrzanja ili u bla-
sti¢nu krizu potvrdena je u 15 (3%) od 456 bolesni-
ka koji su postigli kompletan citogenetski odgovor
(CCR). Od tih 456 koji su postigli CCR, 10 (2%) je
umrlo od KML.

U studiji je veliki naglasak dat citogenetskom i
molekularnom odgovoru. Kompletni citogenetski
odgovor je potvrden u 456 bolesnika od njih 553
(82%) koji su bili na prvoj liniji lije€enja imatini-
bom, dok je 317 (57%) randomiziranih na imatinibu
1 zadrzalo CCR. Trajnost citogenetskog odgovora
prikazan je na Slici 2.

Prema IRIS protokolu radene su procjene mole-
kularnog odgovora jednom kada je bolesnik posti-
gao CC. Dodatni uzorci uzimani su u ponekim ispi-
tivaCkim centrima neovisno o statusu citogenetskog
odgovora. Na 7 godina vise od 85% bolesnika imalo
je barem jedno mjerenje PCR-om s ve¢im brojem
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uzoraka na pocetku i svakom sljede¢em terminu
prac¢enja. Potvrdeno je da se veliki molekularni od-
govor (MMR) i dubina (,,veli¢ina®) molekularnog
odgovora povecavaju tijekom vremena. Stopu mo-
lekularnog odgovora u bolesnika lijeCenih imatini-
bom prikazuje Slika 3.

Kroz to razdoblje pracene su i nuspojave lijeCenja
imatinibom. Nakon 2005. g. prikupljani su samo po-
daci za tesSke nuspojave. Incidencija nuspojava stup-
nja 3 i 4 pala je nakon prve i druge godine pracenja.
U posljednje dvije godine nije prijavljena niti jedna
neuobicajena, predhodno nespomenuta nuspojava
na imatinib. U Sestoj 1 sedmoj godini prijavljeno je
13 ozbiljnih ili teskih nuspojava (SAE) vezanih za
imatinib. Najucestalije nuspojave registrirane u bo-
lesnika lijeCenih imatinibom prikazuje Slika 4.

I konacno zakljuéci IRIS studije-nakon 7 godina

pracenja bolesnika:

» Ukupno prezivljenje bolesnika lijeCenih
imatinibom je 86%

Ukupno prezivljenje (ITT Princip): Imatinib krak

]l'n: 7 godina
Iznosi 5%
(249 ratunajuci

& v Eedlle ST

% Bez dogadaja

Prefivijenje: smrli povezane samo sa KML

— Ukupno predivijenje

12 24 36 48 &0 72

-H}eseci od randomizacije

Slika 1. Ukupno prezivljenje bolesnika nakon 7 godina IRIS studije
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Slika 3. Stopa molekularnog odgovora u bolesnika IRIS studije

* Prezivljenje bez dogadaja (EFS) bolesnika
lijecenih imatinibom iznosi 81% uz 7%
progresije u AP/BC
* 40% bolesnika je prekinulo studijski imatinib
* CCR je postiglo 456 od 553 (82%) bolesnika
— 17% onih koji su postigli CCR naknadno su ga
izgubili

— 3% onih koji su postigli CCR progrediralo je u
AP/BC

— 0d 456 bolesnika koji su postigli CCR, 10 (2%)
je umrlo od KML

— vrijeme potrebno za postizanje CCR nije
korelirao sa stopama progresije u AP/BC

» Stope MMR 1 veli¢ina molekularnog odgovora se
povecavaju tijekom vremena

* Nisu zabiljeZeni novi problemi sa sigurnoséu
imatiniba

* Imatinib u dozi od 400 mg dnevno - potvrdeni
je standard prve linije lijecenja kroni¢ne faze
KML.

Trajnost c

genetskog odgovora

Prekimuls edonib
[no= TH AT

Slika 2. Trajanje citogenetskog odgovora u bolesnika IRIS studije

MNajutestalije prijavljene nuspojave: Prva linija
lijeéenja imatinibom
MNajutestalije

nuspajave (na 5
goxdina pracenja)

Muspojave svil
slupnjeva,
pacijenti®

Nuspajave siupnja
¥, pacijenti %

Slika 4. Najucestalije prijavijene nuspojave imatiniba u bolesnika IRIS
studije
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Preporuke ELN za dijagnostiku, terapiju i pracenje KML-2009

Dubravka Sertié¢, dr. med.
Zavod za hematologiju

Klinika za unutarnje bolesti
Klinicki bolnicki centar Zagreb
E-posta: dsertic@net.hr

Grupa eksperata za kroni¢nu mijeloi¢nu leukemi-
ju (KML) u sklopu European Leukemia Net (ELN)
donijela je u 2009. godini nove preporuke lijecenja
KML. Preporuke su prvi puta prikazane u rujnu na
sastanku u Barceloni, a objavljene u Journal of Cli-
nical Oncology krajem 2009. Namjera ekspertnog
tima je bila objaviti preporuke za lijeCenje KML
imatinibom 1 lijekovima druge generacije inhibitora
trozin kinaze (TKI), te alogeni¢nom transplantaci-
jom hematopoetskih mati¢nih stanica u KML. Po-
treba za promjenom preporuka iz 2006. godine na-
stala je zbog dugotrajnijeg iskustva u lije¢enju KML
imatinibom (7-godisnje pracenje IRIS studije, mno-
go vise bolesnika do sada lijeCeno imatinibom uz
duze pracenje), mnogo vise iskustva s nilotinibom
1 dasatinibom koji su u meduvremenu registrirani
kao druga linija lijecenja, te zbog napretka u lijeCe-
nju alogeni¢nom transplantacijom hematopoetskih
mati¢nih stanica.

Definicija terapijskog odgovora
Definicija hematoloskog, citogenetskog i mole-
kularnog odgovora je ostala ista kao 2006. godine
(Tablica 1.) dok je procjena terapijskog odgovora
imatiniba u KML u prvoj kroni¢noj fazi (Tablica 2.)
nesto izmijenjena. Prvi puta se definira optimalni
odgovor na terapiju.

Pracenje terapijskog odgovora

Prema preporukama ELN kompletnu krvnu sliku
s analizom krvnog razmaza potrebno je uciniti pri
dijagnozi, potom svaka 2 tjedna dok se ne postigne
kompletan hematoloski odgovor, te kasnije najma-
nje svaka 3 mjeseca. Klasi¢nu citogenetsku analizu
treba raditi nakon 3 1 6 mjeseci, te svakih 6 mjeseci
dok se ne postigne i potvrdi kompletna citogenetska
remisja, te uvijek u slucaju neuspjeha lijecenja ili
sumnje na MDS. U slucaju da se ne moze osigurati
pracenje terapijskog odgovora kvantitativnim PCR
treba uciniti FISH. Kvantitativni PCR predstavlja
osnovu pracenja terapijskog ucinka i trebalo bi ga
raditi svaka tri mjeseca dok se ne postigne 1 potvrdi
veliki molekularni odgovor, te potom najmanje sva-
kih 6 mjeseci. Mutacije na ber-abl domeni treba ra-

diti u slucaju suboptimalnog odgovora ili neuspjeha
lijeCenja a uvijek prije promjene TKI.

Preporuke lije¢enja KML

U prvoj kroni¢noj fazi preporuca se sve bolesni-
ke lijeciti u prvoj liniji imatinibom a u slu¢aju ne-
podnoSenja imatiniba nilotinibom 1ili dasatinibom.
Nakon neuspjeha ili suboptimalnog odgovora na
imatinib definirane su preporuke lijeCenja (Tablica
3.). Takoder su definirane 1 preporuke lijeCenja u
uznapredovaloj fazi lijeCenja — akceleriranoj fazi ili
blasti¢noj transformaciji (Tablica 4.). U tih bolesnika
potrebno je nakon predtretmana inhibitorima tirozin
kinaze uvijek kada je moguce provesti alogeni¢nu
transplantaciju hematopoetskih mati¢nih stanica od
srodnog ili nesrodnog davatelja. Dane su preporu-
ke kada izvrsiti pretrazivanje srodnog ili nesrodnog
davatelja (Tablice 5. 1 6.) te indikacije za alogenic-
nu transplantaciju hematopoetskih mati¢nih stanica
(Tablica 7.).

DEFINICIJA HEMATOLOSKOG, CITOGENETSKOG |
MOLEKULARNOG ODGOVORA

HEMATOLOSKI Kompletan hematoloski odgovor C HR
Leukociti< 10x10°%/I
Bazofili<5%
Bez mijelocita, promijelocita mijeloblasta u DKS
trombociti < 450x10%/|
slezena se ne palpira

CITOGENETSKI Kompletni nema Ph+metafaza
Djelomigni 1-35% Ph+metafaza
Mali 36-65% Ph+metafaza
Minimalni 66-95% Ph+metafaza

Bez citog. odgovora >86% Ph+ metafaza
Potpuni nedetektabilni RQ-ili RT- PCR u dva

uzastopna uzorka
Veliki ber-abl/abl (1S) <0,1%

MOLEKULARNI

ELN, Blood 2006; 108: 1809 -1820
ELN panel June 6, 2009; J.Clin.Oncol. 2009

Tablica 1.

ELN-KML-1. kroni¢na faza, procjena terapijskog
odgovora na imatinib 2009

OPTIMALNI SUBOPTIMAL | NEUSPJEH OPREZ!
ODGOVOR NI ODGOVOR
NA NA NA

Pridg. Visoki rizik -
CCA/Ph+

-manje od CHR NA

-manje od PCgR  -bez CgR NA
(Ph+>35%) (Ph>95%)

-PCgR -manje od PCGR  -manje od
(Ph+<35%) (Ph+>35%) MMolR

-manje od MMoR -manje od CCgR NA

- CHR, i najmanje | -bez CgR
(Ph>95%)

-stabilan ili
poboljsan

-gubitak MMoR
-mutacije*

-gubitak CHR -svaki porast ber-
-gubitak CCgR abl transkripta

-mutacije** CCA/Ph-

108: 1809-1820
, 2009; J.Clin.Oncol. 2009

Tablica 2.
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KML- PREPORUKE LIJECENJA, KRONICNA FAZA

I "

1.LINLJA

2.LINUA

IMATINIB-NEPODNOSENJE

2.LINJA

IMATINIB- NEUSPJEH

2.LINJA

IMATINIB -SUBOPTIMALNI

ODGOVOR

-Imatinib
-Allo HSCT u odabranih
bolesnika

IFNo+LD AraC

Allo HSCT

Imatinib povecanje
doze

Allo HSCT

Imatinib-povecanje
doze

Allo HSCT u odabranih
bolesnika

-lmatinib 400 mg dnevno

Dasatinib ili nilotinib

Dasatinib ili nilotinib

Allo HSCT u odabranih
bolesnika

Allo HSCT u bolesnika nakon
neuspjeha dasatinibom ili
nilotinibom

Imatinib povecanje doze
Imatinib ista doza
Nilotinib ili dasatinib
(istrazivacki protokoli)

PREPORUKE ZA HLA PRETRAZIVANJE NESRODNIH
DAVATELJA HEMATOPOETSKIH MATICNIH STANICA

Pri dijagnozi

Nakon neuspjeha
lije¢enja imatinibom

Tijekom ili nakon
lije¢enja drugom
generacijom TKI

Trazenje HLA identi¢nog nesrodnog davatelja
ako nije naden srodni

«Kod bolesnika koji su pri dg u AP/BP,

-Kod progresije u AP/BP,
«Mutacije T315!
-Hematoloske rezistencije na imatinib

¢Kod svih bolesnika nakon neuspjeha s TKI
*Kod bolesnika s suboptimalnim odgovorom na
TKI i EBMT rizikom 0-2

ELN,Blood 2006; 108: 1809-1820
ELN panel June 6, 2009; J.Clin.Oncol. 2009

Tablica 3.

ELN panel June 6, 2009; J.Clin.Oncol. 2009

Tablica 6.

KML- PREPORUKE LIJECENJA, UZNAPREDOVALE FAZE (AP,BP) PREPORUKE ZA ALOGEN|CNU HSCT

1.LINIJA, BOLESNICI KOJI -Imatinib ili drugi TKI Allo HSCT,

NISU UZIMALI IMATINIB potom Allo HSCT predtretman s
imatinibom 600-
800mg ili drugiim TKI
(ako su prisutne
mutacije rezist. na
imatinib)

Allo HSCT,
predtretman s
nilotinibom ili
dasatinibom

PRI DIJAGNOZI Kod bolesnika koji su pri dijagnozi u AP/BP,
preporuca se predtretman s TKI

NEUSPJEH
IMATINIBOM

Kod bolesnika koji su razvili AP/BP, preporuca se
predtretman s 2. gen.TKI

2.LINJA -mutacija T315!

IMATINIB REZISTENTNI
NEUSPJEH

2.GENERACIJE TKI

Kod svih podobnih bolesnika

ELN,Blood 2006; 108: 1809-1820
ELN panel, 2009; J.Clin.Oncol. 2009

Tablica 4.

ELN panel June 6, 2009; J.Clin.Oncol. 2009

Tablica 7.

PREPORUKE ZA HLA PRETRAZIVANJE SRODNIH
DAVATELJA HEMATOPOETSKIH MATICNIH STANICA

200! TraZenje HLA id

Pri dijagnozi +Kod bolesnika koji su pri dg u AP/BP,

«djeci i adolescentima do 20 god,

« bolesnicima ¢ija KML pri dijagnozi zahtjeva oprez

Neuspjeh lije¢enja  Kod svih podobnih bolesnika

imatinibom

ELN panel June 6, 2009; J.Clin.Oncol. 2009

Tablica 5.
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Ana Boban, dr. med.
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Klinicki bolnicki centar Zagreb
Medicinski fakultet Sveucilista u Zagrebu
E-posta: bobanana@gmail.com

Anagrelid je derivat imidazokinazolina, a smanjuje
broj trombocita djeluju¢i inhibitorno na proliferaciju i
sazrijevanje megakariocita. Budu¢i da ne djeluje cito-
statski ve¢ selektivno pogada trombocitnu lozu, hema-
toloske nuspojave poput anemije i leukopenije se vidaju
vrlo rijetko. Zbog ovih je obiljezja pogodan u lijecenju
kroni¢nih mijeloproliferativnih bolesti u kojima domi-
nira trombocitemija. Ovdje ¢emo prikazati nasa isku-
stva u lijeCenju anagrelidom.

U razdoblju od 2002. do 2009. godine u Zavodu za
hematologiju KBC-a Zagreb anagrelidom je ukupno
lije¢eno 34 bolesnika. Zbog nedostatka svih podata-
ka, o ovom ¢emo osvrtu analizirati 29 bolesnika. Ka-
rakteristike bolesnika pokazuje Tablica 1. Dijagnoza
esencijalne trombocitemije (ET) 1 kroni¢ne mijeloicne
leukemije (KML) je postavljena na temelju standardnih
dijagnostickih kriterija. Ve¢ina bolesnika (28) je ranije
bila lijeena hidroksiurejom, u monoterapiji ili u kom-
binaciji s interferonom ili imatinibom. Svi bolesnici s
KML-om su primli imatinib. Samo je jedan bolesnik
u prvoj liniji bio lije€en monoterapijom interferonom.
Terapiju anagrelidom smo zapoceli dozom od 1,0 mg/
dan kroz 5-7 dana, nakon Cega je lijecenje nastavljeno
onom dozom koja je pokazala Zeljenu djelotvornost uz
prihvatljivu toksi¢nost. Maksimalna primijenjena doza
bila je 2,0 mg/dan. Devet bolesnika je zbog slabog od-
govora na terapiju uz anagrelid dobivalo 1 hidroksiureju.
Bolesnici koji su prije uklju¢ivanja anagrelida uzimali
acetilsalicilnu kiselinu nastavili su s antiagregacijskom
terapijom. Anagrelid je primijenjen u peroralnom obli-
ku, podijeljen u dvije do tri dnevne doze, uz redovne
ambulantne kontrole jednom mjese¢no kroz tri mjeseca,
a potom jednom svaka tri mjeseca. Odgovor na lijecenje
procijenjen je u onih bolesnika koji su primali terapi-
ju kroz barem 3 mjeseca. Smanjenje broja trombocita
na vrijednosti manje od 450x10°/L ocijenili smo kao
povoljan odgovor, a smanjenje broja trombocita na vri-
jednosti manje od 700x10%/L kao djelomi¢no povoljan
odgovor. Broj trombocta ve¢i od 700x10%L, te svaku
pojavu tromboze ili epizodu krvarenja shvatili smo kao
nepovoljan odgovor na lijecenje.

Rezultate lijecenja prikazuje Tablica 2. Trajanje li-
jecenja je bilo 1-72 mjeseca, medijan je bio 12 mjeseci.

Prosjecna doza lijeka je bila 3x0,5 mg. Za postizanje
terapijskog odgovora bilo je potrebno izmedu mjesec
dana i1 7,5 mjeseci, medijan 4 mjeseca. Tijekom prace-
nja bolesnika nije bila zabiljezena niti jedna arterijska
niti venska tromboza. Terapiju je prekinulo ukupno 8
bolesnika. Razlog prekida uzimanja anagrelida je bila
pojava nuspojava u 5 bolesnika, transformacija bolesti
1 pojava druge maligne bolesti u po jednog bolesnika,
dok je jedna bolesnica prekinula uzimanje anagrelida
zbog planiranja trudnoce. Najcesce su bile nuspojave
gastrointestinalnog trakta, zatim one srediSnjeg zivca-
nog sustava, te pojava anemije u 2 bolesnika (Tablica
3.). Ozbiljna nuspojava je zabiljezena u samo jednog bo-
lesnika koji je razvio akutni pankreatitis.

Pokazali smo da je anagrelid ucinkovit lijek u lije-
cenju ET u bolesnika koji ne reagiraju na hidroksiureju.
Lijek se pokazao sigurnim, uz rijetku pojavu ozbiljnih
nuspojava, te je dobro prihvacen od strane bolesnika.
Temeljem navedenih rezultata mozemo zakljuciti da je
anagrelid djelotvoran lijek u drugoj odnosno trecoj liniji
terapije trombocitoza u mijeloproliferativnim bolesti-
ma, posebice ET.

Bolesnici 29
Spol M 27
Z 2
Dob (godine) raspon (medijan) 22-75 (54)
Dijagnoza ET 26
KML 3
Tablica 1.
Odgovor Broj bolesnika, %

Povoljan odgovor 10/24, 42%

Djelomi¢no povoljan odgovor 7/24, 29%
Nepovoljan odgovor 7/24, 29%
Tablica 2.
. Broj Prekid
L o bolesnika lijecenja
Hematoloske anemija 2 ne
leukopenija 0
Gastrointestinalne  mucnina 2 da
bolovi u Zlicici 2 da
pankreatitis 1 da
Sredisnji ziv€ani sustav
glavobolja 2 da/ne
Kardiovaskularne
lupanje srca 1 da
Neuromuskularni sustav
zarenje ruku 1 da
Tablica 3.
Literatura:

1. Boban A, Serti¢ D, Radman I, Zupan¢ié-Salek S, Zadro R, Labar B.
Anagrelide u lijeCenju bolesnika s esencijalnom trombocitemijom. Lije¢
Vjesn. 2008;130(5-6):141-5.
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Josip Batini¢, dr. med.
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Klinika za unutarnje bolesti

Klinicki bolnicki centar Zagreb
Medicinski fakultet Sveucilista u Zagrebu
E-posta: batinic.josip@gmail.com

Registar oboljelih od multiplog mijeloma i dru-
gih poremecaja plazma stanica zapoceo je s aktiv-
nim radom u listopadu 2008. godine, te je, uzevsi
u obzir pocetne, tehnicke nedostatke, pocetak rada
registra bio poprilicno dobar i obeéavajuci i u pr-
vih mjesec dana u registar su upisani podaci za 71
bolesnika iz sedam centara. Od tada, registar je
viSe puta bio predstavljan na razli¢itim sastancima,
ukljucujuéi i sastancima Hrvatske kooperativne
grupe za hematoloske bolesti (Krohem), na kojima
se izvjeStavalo o stanju u registru, raspravljalo se o
eventualnim nedostacima i nac¢inima kako unaprije-
diti registar, a ujedno i motiviralo sudionike na ak-
tivno sudjelovanje u izradi i popunjavanju registra.

Sada, godinu i pol dana nakon pocetka rada, u
registar su uneseni podaci za ukupno 327 bolesnika,
iz jedanaest centara od ukupno dvadeset, kako je
prikazano u tablici.

BROJ UPISANIH
AT BOLESNIKA

KBC Zagreb 105
OB Koprivnica 37
KB Dubrava 35
KBC Split 31

KBC Osijek 22
OB Sibenik 22
OB Varazdin 21

KB Merkur 20
KBC Rijeka 17
KB “Sestre milosrdnice” 9

OB Slavonski Brod 8

UKUPNO 327

Obzirom da je broj od 327 bolesnika reprezentati-
van, odlucili smo uciniti osnovnu, deskriptivnu, sta-
tisticku analizu, s ciljem dobivanja detaljnijeg uvida
u bazu podataka i uocavanja eventualnih nedostata-
ka, uzimajuci u obzir ¢injenicu da je podatke upisala
samo polovica centara zbog ¢ega rezultati analize ne
mogu predstavljati i epidemioloske podatke za cije-
lu Hrvatsku. Analizom smo dobili sljedece podatke:
u najveceg broja bolesnika postavljena je dijagnoza
multiplog mijeloma (289), slijedi dijagnoza mono-

klonalne gamapatije neutvrdenog znacenja - MGUS
(19) te bolest lakih lanaca (6), dok su ostale dijagno-
ze iz skupine poremecaja plazma stanica zastupljene
sporadi¢no ili s malim brojem slucajeva (Slika 1.).

DIJAGNOZA (N)

H MULTIPLI MIJELOM (289)

B MGUS (19)

B BOLEST LAKIH LANACA (6)

B SOLITARNI PLAZMOCITOM (5)

= PLAZMOCITNA LEUKEMUA (4)

M EKSTRAMEDULARNI PLAZMOCITOM

(2)
BOLEST TESKIH LANACA (1)

Slika 1.

U registar je upisano vise bolesnica (178) nego
bolesnika (149). Raspon dobi bolesnika iznosio je
od 38 godina do 89 godina, s medijanom dobi od
64,8 godina. Prema dobi bolesnike smo svrstali u
dvije velike skupine; na mlade od 65 godina kojih je
upisano 147, 1 na starije od 65 godina, kojih je upi-
sano 174; Sto se odraZava 1 na podatak o terapijskom
pristupu tj. jesu li ili nisu kandidati za lijecenje tran-
splantacijom. Bolesnika koji su ocijenjeni kao kan-
didati za transplantaciju upisano je 139, a onih koji
to nisu 188. Od ukupnog broja upisanih, preminulo
je 59, 1 u vecine njih uzrok smrti bila je infekcija
(48). Pomnije analiziraju¢i 1 usporedujuci podatke,
osobito one o dobi 1 podatke o lije€enju transplan-
tacijom, uocili smo neke nelogi¢nosti 1/ili greske,
kao $to su: neki preminuli bolesnici su oznaceni
kao kandidati za transplantaciju, pojedini bolesnici
mladi od 65 godina nisu kandidati za transplantaciju
(mozda zbog komorbiditeta?), dok neki stariji jesu i
sli¢no.

Nadamo se da ¢e ovaj tekst doprinijeti kako tocni-
jem 1uspjesnijem upisivanju podataka u registar, tako
1 zajedni¢kom rjeSavanju postojecih 1 buduc¢ih nedo-
stataka, 1 motivirati centre koji jo$ ne sudjeluju aktiv-
no u registru da to i ucine, odnosno centre koji vec¢
upisuju podatke da to nastave Ciniti. Na kraju podsje-
¢amo Vas jos jednom na internetsku stranicu na kojoj
se nalazi registar, www.mijelom.net, 1 na adresu elek-
troni¢ke poste na koji mozete slati svoje prijedloge 1
pitanja vezane uz registar (podrska@mijelom.hr).
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Doc. dr. sc. Antica Duleti¢-Nacinovic, dr. med.
Zavod za hematologiju, reumatologiju i klinicku
imunologiju

Klinicki bolnicki centar Rijeka

Medicinski fakultet Sveucilista u Rijeci

E-posta: antica.duletic-nacinovic@ri.t-com.hr

Jedan od najces¢ih indolentnih limfoma je fo-
likularni limfom (FL) stoga ga ¢esto uzimaju kao
primjer za indolentne limfome. Ce$¢i je u starijih
osoba, medijan dobi je 60 godina. Karakterizira ga
spori rast, 1 pocetno visoka stopa odgovora na te-
rapiju, ali se obi¢no nakon nekog vremena potvrdi
relaps bolesti 1 bolest progredira. Ima naizmjenicni
relaps/remisija tijek bolesti. Pokazuje trend smanje-
nja trajanja odgovora nakon svake sljedece linije li-
jecenja. Medijan prezivljenja je relativno dug, ¢esto
oko 10 godina. Cilj lijeCenja je odrzavati bolesnike
u remisiji Sto je moguce duze i odrzavati kvalitetu
zivota. Vecina folikularnih limfoma je CD20+

Modaliteti lijecenja

Folikularni limfom je neizljeciv uz standardnu
terapiju. Pocetno lije¢enje omogucuje vrlo dobar te-
rapijski odgovor s parcijalnom ili kompletnom remi-
sijom. Vrlo agresivno lije¢enje, kao i mijeloablativna
terapija s transplantacijom koStane srzi moze izlije-
¢iti samo neke bolesnike, ali ovakvo lijecenje najce-
S¢e je nemoguce primijeniti kod vecine bolesnika.

Standardna prva linija lijje€enja simptomatskih
folikularnih limfoma je kemoterapija (COP, CHOP,
fludarabin, klorambucil). Uklju¢ivanjem anti-CD20
protutijela (rituksimaba) gore navedenoj kemotera-
piji potvrden je znacajno bolji terapijski odgovor,
trajanje odgovora, prezivljenje bez progresije i uku-
pno prezivljenje, Sto je potvrdeno u viSe randomi-
ziranih studija (1-3). Nazalost, bolesnici su i nakon
imunokemoterapije skloni relapsu, iako su potvrde-
ni kasniji relapsi u odnosu na ranije lijecenje samo
kemoterapijom.

Lijecenje prvog relapsa

Kod kasnog relapsa folikularnog limfoma mogu-
¢e je primijeniti viSe modaliteta lije¢enja: ponovno
ponavljanje primarnog lijeCenja, primjena samog ri-
tuksimaba kao pojedinacnog lijeka (monoterapije),
kombinacija rituksimaba i kemoterapije. U rando-
miziranoj studiji EORTC 20981 (European Organi-
sation for Research and Treatment of Cancer) bole-
snici s relapsom/refraktornim folikularnim NHL su

randomizirani u grupu onih koji su primali CHOP
kemoterapiju s ili bez rituksimaba. Bolesnici koji su
odgovorili na indukcijsko lije¢enje ponovno su ran-
domizirani u grupu onih koji su samo opservirani i
one na odrzavanju rituksimabom svaka tri mjese-
ca kroz dvije godine. Ova posljednja grupa je ima-
la medijan prezivljenja bez progresije (PFS, engl.
progression-free survival) 51.9 mjeseci u odnosu na
one koji su samo opservirani €iji je median iznosio
23.1 mjeseci (p<0.0001) (4). Druga studija GSLG
(German Low-grade Lymphoma Study Group) lije-
¢ila je bolesnike FCM kemoterapijom (fludarabin,
ciklofosfamid, mitoksantron). Bolesnici koji su od-
govorili na terapiju se potom randomiziraju u grupu
bolesnika koji se samo opserviraju i grupu koji jed-
nom kroz Cetiri tjedna u treCem i devetom mjesecu
primaju rituksimab. Rezultati potvrduju da medijan
trajanja odgovora nije postignut za bolesnike koji su
bili na odrzavanju rituksimabom, dok je oko 26 mje-
seci za one koji su samo opservirani (p=0.035) (5).

Lijecenje drugog relapsa

Coiffier i suradnici potvrduju da su bolesnici u
drugom relapsu indolentnog limfoma u kojih je pro-
vedeno lijecenje ili samo rituksimabom ili rituksi-
mabom plus kemoterapija odgovorili na lijeCenje s
42% kompletnih 1 51% parcijalnih remisija. Potvr-
den je duzi medijan vremena do ponovne progresije
(TTP, engl., time to progression) u odnosu na pred-
hodni relaps (6). Slicne rezultate potvrduju i Lemi-
eux 1 suradnici.

Terapija odrZavanja rituksimabom u indolentnih
limfoma i terapija odrZavanja nakon relapsa
Ciljevi terapije odrzavanja su:

— odrzati remisiju — jer produZena remisija
predvida i bolje ukupno prezivljenje (OS, engl.,
overall survival) (7)

— unaprijediti kvalitetu odgovora (PR-CR)

— eradicirati minimalnu rezidualnu bolest (MRD) i
tako potencijalno povecati OS

Pretpostavlja se da se opravdanost terapije odr-
zavanja rituksimabom bazira na: kontroli preostalih
malignih stanica i poboljSanju prezivljenja (izlje-
¢enje se smatra nemogucim u indolentnom NHL;
odgoditi sljedecu kemoterapiju $to je moguce vise),
minimalnom remecenju svakodnevnog zivota (do-
bra dugoro¢na sigurnost, minimalne akutne nus-
pojave, prikladnosti primjene). Tablica 1. prikazuje
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klju¢ne studije u kojima je potvrdena svrsishodnost
terapije odrzavanja rituksimabom.

Vise studija je potvrdilo vaznost terapije odrzava-
nja rituksimabom kod bolesnika s indolentnim lim-
fomom u relapsu. Studija EORTC 20981 potvrduje
da je kod 465 bolesnika s folikularnim limfomom
u relapsu indukcijska terapija R-CHOP-om superi-
orna prema CHOP-u i u stopi odgovora i u PFS. Te-
rapija odrzavanja je superiorna prema opservaciji u
PFS-u (kod svih bolesnika, i u svim podskupinama
bolesnika bilo da su postigli CR, PR, ili su lijeceni
R-CHOP-om ili samo CHOP-om). Terapija odrzava-
nja poboljsava OS (i kod onih koji su postigli CR ili
onih sa PR, nakon R-CHOP ili samo CHOP) (4).

Takoder 1 studija grupe GSLG potvrduje da te-
rapija odrzavanja rituksimabom rezultira zna¢ajnim
poboljsanjem PFS-a u usporedbi s opservacijom
(p=0.001) uz trend poboljsanja ukupnog prezivljenja
(OS) (3-god stopa 82% vs 55%; p=0.056) i da je sto-
pa ozbiljnih infekcija sli¢na u obje grupe (5).

Terapija odriavanja rituksimabom versus
ponovno lijecCenje

Tablica 2. prikazuje modalitete terapije odrzava-
nja. Terapija odrzavanja rituksimabom u bolesnika s
FL u relapsu znacajno poboljsava PFS i OS u uspo-
redbi s opservacijom. Korist je postignuta bez obzi-
ra jesu li bolesnici u indukcijskom lijecenju primali
rituksimab kao monoterapiju, samo kemoterapiju ili
rituksimab+ kemoterapiju. Pozitivni ucinak terapije
odrzavanja R-om na PFS i1 OS je takoder potvrden
1 u prvoj liniji nakon indukcije rituksimabom kao
monoterapije ili kemoterapijom. Terapija odrzavanja
rituksimabom se dobro podnosi bez kumulativne
toksicnosti tijekom vremena.

Sazetak: Rituksimab monoterapija je ucinkovita
1 dobro podnosljiva u lijecenju relapsa indolentnog
(folikularnog) limfoma. Rituksimab + kemoterapija
poboljsava PFS 1 OS u odnosu na samu kemotera-
piju. Ponovno lije¢enje rituksimabom ili rituksima-
bom + kemoterapijom donosi daljnju korist bolesni-
cima. Riruksimab moze imati ulogu u ASCT kod
nekih bolesnika s FL u poboljsanju CR. Terapija
odrzavanja rezultira znacajnim produljenjem PFS i
OS u usporedbi s opservacijom.

Na tablicama 3-5. prikazani su nas$i bolesnici s
indolentnim NHL-om lijeCeni R+kemoterapija od
2005. do 2008.

I na kraju mozemo zakljuciti da su razlozi lije-
¢enja relapsa indolentnog NHL-a rituksimabom +
kemoterapijom sljedeci:

— benefit prikazan u predhodnim studijama

— Hrvatski konsenzus

— indikacija odobrena od HZZO-a (Osnovna lista
lijekova).

Terapija odrzavanja rituksimabom u FL:
kljuéne studije

Studyigroup Trial design Satting (line) Study induction

Minnie Pearl™ Phase I 151 Rituzimat

SAKK 3588 Phase (Il 1sti2nd Rituximab
Minnie Paarl™
ECOG 14964 s il 18t cvp

EOQRTC 20981°

Phase |l 2 Ritunimats
CHOP £ rituximab
and FCM £ rituximab

InCLaies Al Pl BARAOREAE]  PRR TR S YL |ED

mansrm wiih e ceil e

Mimrrwwnrin J0, o 6l 5
e I, e8

Tablica 1. Terapija odrzavanja rituksimabom u FL: kljucne studije

Tipovi terapije odrzavanja: svi pokazuju
znaéajno poboljsani ishod

Studija Raspared |=hod
SAKK 3558 1 dora svaka 2 mjeseca EFS (medijan)
x4 232 vs 11.8 mjeseci

Minnfse Peadl 4 doze svakih & mjesec| PFS (medijan)

2 godine

odriavanja nakon indukcije: kemoterapija

vakih B mjeseci PFS (medijan)

31.3vs 7.4 mjeseca

. 61 vs 15 mjesaci
EOQORTC 20881 1 doza svaka 3 mjeseca PFS [medijan)
2 gosine 51.6 ve 15 mjeseci
DR (medijan)
NR ve 1T mjesaci

GLSG ddozanadi

9 m|esech

Tablica 2. Tipovi terapije odrzavanja u indolentnih limfoma
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Karakteristike bolesnika sa indolentnim NHL-om
lijeéenih (R+kemoterapija) od 2005. do 2008.

Tablica 3. Karakteristike bolesnika s indolentnim NHL-om lijece-
nih u KBC Rijeka

Lijecenje bolesnika sa indolentnim NHL
(pracenje max. 43 mj.)

R-CHOF |

1 2 st is

T 1 Bebirsnil | v I primio g

CH o+ PR s T Bobranika (13% holeshnlka)

A1+ progreaiis; T boleunika [04%)

Tablica 4. Lijecenje bolesnika s indolentnim NHL-om u KBC Rijeka

Lijecenje bolesnika sa indolentnim NHL
(pratenje max. 43 mj.)

Tablica 5. Lijecenje bolesnika s indolentnim NHL-om u KBC Rijeka

Literatura:
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3. Herold M, Pasold R, Srock S, et al. Results of a prospective
randomised open label phase III study comparing rituximab
plus mitoxantrone, chlorambucile, prednisolone chemothera-
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Zavod za hematologiju, Klinika za unutarnje bolesti,
Klini¢ka bolnica Merkur i Medicinski fakultet Sveucilista u
Zagrebu

E-posta: bjaksic@mef.hr

Ovaj tekst je sinopsis izlaganja ¢lanova podod-
bora za KLL na redovitom sastanku u Osijeku
06.11.2009. Prikazi su dijelom temeljeni na tekstu
koji je tiskan u proSlom broju Biltena, s ciljem da
se istaknu dileme oko mogucih prijepornih tocaka i
aktualnih kontroverzi s jedne strane, a s druge stra-
ne da se prikazu i velike moguénosti zajednickog
djelovanja u okviru Krohema kako u standardnoj
dijagnostici 1 lijeCenju tako i1 u istrazivackim pri-
stupima. Izvjestitelji pojedinih dionica u ime grupe
navedeni su u zagradama, tekstove su za ovaj Bilten
priredili izvjestitelji, a odredene urednicke zahvate
u tekstu izvrsio je B. Jaksi¢. Struktura prikaza na
plenarnom sastanku obuhvacala je:

—_

Uvodne napomene i Registar KLL (B. Jaksi¢)
2. Priprema hrvatskog konsenzusa
2.1. Dijagnostika

2.1.1. Dijagnostika i klasifikacija tipa bolesti (minimalna, optimalna, istraZivacka)

2.1.1.1. Proto¢na citometrija (O. JakS$ic)

2.1.1.2. Molekularna dijagnostika (P. Korac)
2.1.1.3. Morfologija i kinetika (I.Kardum-Skelin)

2.1.2. Ostala dijagnostika (B.Jaksic¢)
2.2. Terapijski pristup
2.2.1.Ciljevi terapije i kada lijeciti (B. JakSic¢)

2.2.2. Terapije za prvu liniju i terapija relapsa/progresije (V. Pejsa)

2.2.3. Istrazivacke terapije (O. JakSic)

2.2.4. Profilaksa i lije€enje infekcija (R. Vrhovac)

3. Prijedlozi istrazivanja

3.1. Obrazlozenje i razrada projekta ,Istrazivanje progresije/ Evolucije B-KLL-a - KROHEM-KLL01“ (O. Jaksi¢)

4. Rasprava

UVODNE NAPOMENE I REGISTAR KLL
Branimir Jaksic¢

Tekst u Biltenu broj 2 prikazuje defi-
niciju nozoloskih cjelina koje obuhvaca
rad pododbora te evoluciju od tradici-
onalnih prema suvremenim klasifika-
cijama KLL. DanasSnja klasifikacija
temelji se na tipicnom imunofenotipu

te na osnovu kombinacije imunoloskog 5000/l
fenotipa 1 raspodjele tumorske mase
raspoznaje tri entiteta tipicnog fenotipa
(MBL, KLL 1 LML), shematski prika-
zano na Slici 1.
iwCLL 2008

PK

I

niss,
[Tirls
DFH,

alg bk Jul W &Y

1.5¢cm

Slika 1. Razvrstavanje u nozoloske entitete. B-KLL: B kronicna limfocitna leukemija;
MBL: monoklonalna B limfocitoza; LML: limfom malih limfocita, na ordinati je raz-
djelnica apsolutnog broja klonalnih limfocita tipicnog fenotipa koji je prikazan na slici
limfocita, na apscisi je razdjelnica na temelju velicine limfnog cvora.
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Registar

Smatramo da bi za sve grupe bolesti bilo potreb-
no u okviru Krohema zadrzati: (1) Osnovni zajed-
nicki ulaz u kojem bi bili osnovni demografski po-
daci te lijecnik (ustanova) koji prijavljuje u registar.
(2) Pridruzivanje u registar KLL temeljit ¢e se na
temelju prisutnosti (a) minimalnih kriterija za klasi-
fikaciju, a uz to (b) predvidena je proSirena obrada
s ciljem prikupljanja ¢im vise podataka (ukljucujuci
banku uzoraka). (3) Za longitudinalno pracenje bit
¢e odabrani jednostavni, pouzdani pokazatelji te de-
finirane fiksne vremenske tocke za pracenje evoluci-
je prethodno definiranim kriterijima ocjenjene tocke
moguce kvalitativne statusne promjene.

Priprema hrvatskog konsenzusa — Dijagnostika

PROTOCNA CITOMETRIJA
Ozren Jaksié

B-KLL imunofenotip

B-stani¢na kroni¢na limfocitna leukemija (B-
KLL) je prema iwCLL i SZO definirana tipi¢nim
imunofenotipom:
— B-stani¢ni (CD19+CD20+CD23+slg*"*") klonalni

poremecaj (restrikcija kappa ili lambda)
— uz koekspresiju CD5 (T-biljeg)
— ekspresija CD23 (LPZ CD23-)
— slab CD20, CD79b, negativan CDI10

Monoklonalnu B-limfocitozu (MBL) i limfom
malih limfocita (LML) obiljeZava isti imunofenotip
(te su prema SZO dio istog nozoloskog entiteta), no
razli¢iti je stupanj zahvacanja pojedinih odjeljaka,
odnosno razina i tip limfocitoze (limfocitoza, B-
limfocitoza, klonalni B-limfociti) te veli¢ina i za-
hvacéenost limfnih ¢vorova (Slika 1.).

DIJAGNOZA

Obzirom da se dijagnoza temelji na imunofenoti-
pu, metode za njegovo odredivanje imaju srediSnje
mjesto u dijagnostici B-KLL-a. Naj¢eS¢e primje-
njivane su metode protocne citometrije te imuno-
histokemije (imunocitokemije). Metoda protoc¢ne
citometrije osobito je prikladna zbog brzine, osjetlji-
vosti, analize velikog broja stanica te istovremenog
odredivanja viSe biljega na istim stanicama, no zbog
relativno skupe opreme dostupna je samo u veéim
centrima. Proto¢na citometrija uzorka periferne
krvi dostatna je za dijagnozu, no mogu se analizira-
ti 1 uzorci kostane srzi ili drugih tkiva. Preporuceni
dijagnosticki panel za proto¢nu citometriju je kappa/
lambda, CD19, CD20, CD5, CD23 i CDI10. Takoder

je vazno odrediti i apsolutni broj B-limfocita §to je
kriterij za dijagnozu prema iwCLL te za distinkciju
prema MBL i LML. Metoda koja takoder omogucu-
je odredivanje imunofenotipa je metoda imunohisto-
kemije odnosno imunocitokemije koja je dostupna
vecem broju centara. Preporuceni dijagnosticki pa-
nel za ove metode je CD3, CDS5, CD10, CD20, CD23
i ciklin D1.

PROGNOZA

Velik broj stani¢nih biljega pokazao je svoju vri-
jednost u prognozi B-KLL-a medu kojima se isti-
¢u kao osobito vazni CD38 i/ili ZAP-70 zbog svoje
vaznosti u biologiji B-KLL-a i zbog odredene po-
vezanosti s mutacijskim statusom varijabilnih regi-
ja imunoglobulinskih gena. Stupanj standardizacije
odredivanja metodama protocne citometrije te odre-
divanja razina pozitivnosti zasluzuje preporuku za
njihovo rutinsko odredivanje, no uz napomenu o po-
stojanju odredenih problema (prije svega pri odredi-
vanju unutarstanicnog biljega ZAP-70).

ISTRAZIVACKI

Veliki broj povrsinskih 1 unutarstani¢nih mole-
kula koje imaju vaznu ulogu u biologiji B-KLL-a
moguce je odrediti metodama protocne citometrije
poput ve¢ spomenutih CD38 i ZAP-70, adhezijskih
molekula (CDlla, CD11b, CDllc, CDI18, CD29,
CD31, CD49c, CD49d, CD50, CD56, CD61, CD62L,
CDI102), kemokinskih receptora (CXCR3, CXCR4,
CXCRS, CCR7), biljega proliferacije i apoptoze (Ki-
67, bcl-2, p53, akt-1, survivin, p27) terapijskih meta
(CD20, CD52, CD40, CD40L). Istrazivanje njihove
ekspresije (intraklonalne 1 interklonalne varijabilno-
sti) uloge u patogenetskom mehanizmu te njihove
povezanosti s klinickim tijekom omogucit ¢e daljnje
unapredivanje dijagnostickog i terapijskog procesa
u B-KLL-u.

MOLEKULARNA DIJAGNOSTIKA B-KLL
Petra Korac¢

U radu Doéhner et al., 2000. opisane su najcesce
citogenetske aberacije u kroni¢noj limfocitnoj leu-
kemiji (KLL-u). Dokazano je da se promjene mogu
pronac¢i u 82% slucajeva. NajCes¢e su: delecija re-
gije 13q (55%), delecija regije 11q (18%), trisomija
kromosoma 12 (16%), delecija regije 17p (7%) 1 de-
lecija regije 6q (6%). Delecija 17p vezana je za loSu
prognozu, a negativan prognosticki znac¢aj imaju 1
delecija 11q 1 trisomija 12. Pokazatelj bolje prognoze
je delecija 13q.
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Ove se promjene mogu detektirati fluorescencij-
skom in situ hibridizacijom (FISH-em), koja se na
nasem Zavodu radi na dvije vrste uzoraka. Koriste
se rezovi biopsija kostane srzi fiksirane formalinom
1 uklopljene u parafin te razmazi aspirata koStane
srzi ili limfnog C¢vora, odnosno razmazi periferne
krvi.

Budu¢i da se histoloski preparati dobivaju reza-
njem tkiva uklopljenog u parafin, kod utvrdivanja
numerickih aberacija postoji opasnost lazno pozitiv-
nih rezultata zbog odsjecanja dijela jezgara tijekom
pripreme uzorka. Zato se u dijagnostici B-KLL-a
najcesce koriste razmazi aspirata kostane srzi. Sama
se metoda izvodi prema standardnom protokolu, ko-
mercijalno dostupnom probom za KLL panel kojom
je moguce detektirati deleciju regije 13q, deleciju
regije 11q, trisomiju kromosoma 12 i deleciju regije
17p, kao 1, takoder komercijalno dostupnom, pro-
bom za regiju 6q (Slika 2.).

Metoda FISH sastavni je dio dijagnostickog proto-
kola za svaki uzorak koji na nas Zavod dolazi pod uput-
nom dijagnozom B-kroni¢ne limfocitne leukemije.

L]
| —re— —
® s Kromasom 17
s I
& Kromosom 11 Mormana
~ T — stanica
AT

|
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® Kromosom 12
— I —
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43
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Slika 2. Detekcija numerickih aberacija gena/kromosoma.

MORFOLOGIJA I KINETIKA
Ika Kardum-Skelin

Izuzevsi akutnu limfati€nu leukemiju, svi ostali
limfocitni leukemijski oblici svrstavaju se u kronic-
ne leukemijske limfoproliferativne bolesti (KLLPB)
odnosno diseminirane oblike zrelih B ili T-limfocit-
nih neoplazmi, kao izrazito heterogenu grupu vari-
jabilne klinicke slike. Tipi¢ni oblici B-KLL-a poka-
zuju morfologiju malih zrelih limfocita u perifernoj
krvi, kostanoj srzi i limfnim ¢vorovima, ekspresiju
CD19, CD5 1 CD23 antigena, te nisko proliferativnu
aktivnost.

Medijan preZivljenja varira od 2-20 godina za
razlicite stadije bolesti. Tako nepredvidiv tijek in-
spirirao je, preko 30 godina, mnoge klinicke hema-
tologe 1 onkologe da traze nove pokazatelje koji ¢e
predvidjeti prezivljenje i progresiju bolesti te objek-
tivizirali korist od ranog terapijskog pristupa, na-
ro€ito u ranim stadijima. Zadnjih godina, ulazu se
napori kako bi se povecala dijagnosticka sigurnost i
dobile nove prihvatljive informacije samog procesa
uvodenjem sofisticiranih kompjuterskih tehnologija.
Medu njima su morfometrijske karakteristike limfa-
ti¢nih stanica, osobine regije nukleolarne organiza-
cije (AgNOR) i odredivanje kolicine DNA stati¢kom
DNA citometrijom (ICM).

Osobine regije nukleolarne organizacije su jed-
nostavan put za razlikovanje stanica u mirovanju od
onih koje su ukljucene u stani¢ni ciklus. Broj 1 veli-
¢ina AgNOR-a korelira s razinom rDNA transkrip-
cije, stupnjem stani¢ne proliferacije 1 frakcijom tu-
morskog rasta, te se kvantifikacija AgNOR-a uzima
kao obiljezje 1/ili stupnjevanje razlicitih tipova mali-
gnih stanica u citoloskim 1 histoloskim preparatima.

Diferenciranje AgNOR-a u tri inovativna tipa:
homogeni, inhomogeni 1 prstenasti pokazuju stati-
sticku znacajnost s osobinama DNA histograma 1
morfometrijskim karakteristikama stanice i jezgre,
kao 1 ulogu u preZivljenju, tipu distribucije tumor-
ske mase, bioloSkom ponasanju tumorske bolesti te
morfoloSkim karakteristikama limfati¢nih stanica u
koStanoj srzi 1 perifernoj krvi.

Dugo je poznato kako je tumorska geneza Cesto
udruzena s kromosomskim abnormalnostima, pro-
mjenama genoma, mjerljivim razlikama u koli¢ini
DNA tzv. ploidiji 1 varijacijama u stani¢nom ciklu-
su neoplasti¢nih stanica. Koli¢ina DNA 1 varijacije
stani¢nog ciklusa mogu se brzo izmjeriti protocnim
citometrom te kompjuterskom, odnosno statiCkom
DNA citometrijom. Budu¢i je tipicna B-KLL nisko
maligna neoplazma s diploidnim DNA indeksom i
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niskom proliferativnom aktivnosti, u literaturi ima
malo podataka o tim vrstama analiza.

U analizi DNA histograma malignih tumora di-
ploidni tipovi histograma su smatrani kao dobri pro-
gnosticki pokazatelji 1 kao takvi nisu detaljnije ana-
lizirani. Medutim, ako se primijenjeni novi modi-
ficirani pristup analize diploidnog tipa histograma:
odredivanje postotka stanica u vrsku DNA histo-
grama; postotka stanica koje sadrze manju i/ili ve¢u
koli¢inu DNA od stanica u vrsku uz ve¢ standardne
karakteristike: postotak stanica u S-fazi stani¢nog
ciklusa te postotak stanica s kolicinom DNA viSom
od 4N, dobiveni podaci su adekvatni za kineticku
analizu metodom staticke DNA citometrije 1 imaju
utjecaja na prezivljenje.

Na osnovu statisticki znacajne razlike u preziv-
ljenju bolesnika s KLLPB i B-KLL+V (Tablica 1.)

moze se izdvojiti 9 najreprezentativnijih (od uku-
pno 41) ICM 1 AgNOR pokazatelja u svrhu odre-
divanja proliferacijsko-kinetickog indeksa (PKI)
kao neovisnog prognostickog pokazatelja, posebno
za cjelokupnu populaciju KLLPB, a posebno za B-
KLLA+V. Statisticki znacajno bolju prognozu imaju
bolesnici s KLLPB (p=0,00118) i u grupi B-KLL+V
(p=0,03589) kad je PKI bio manji od 4.
Morfometrijske karakteristike homogenih, inho-
mogenih i1 prstenastih AgNOR-a te karakteristike
diploidnog tipa histograma (u razli¢itim odjeljcima
tumorske mase (kosStane srzi, periferne krvi i lim-
fnog ¢vora) potvrduju hipotezu kako se i unutar re-
lativno nisko malignih neoplazmi kao sto je KLLPB
1 njene podskupine mogu izdvojiti prognosticki losi-
je/bolje podskupine te predvidjeti tijek bolesti.

KOM:;X:E;SKA POKAZATELJI KS PK LC
KLLPB B-KLL+V KLLPB | B-KLL+V KLLPB | B-KLL+V

AGBHOM <0,25 >0,3 >0,3
AGSHOM (pm?) <0,43 >0,3 >0,3
AGHOM/J <0,004 <0,004 >0,002 >0,002

IAGNOR AGSINH (pm?) <3,5 <3 <3,1 <3,674
AGSINH/NJ <0,04 <0,047
AGBPR <0,65 <0,65
AGSPR (pm?) 2,3
AGBUKUP <1,6 <1,65 >1,37
AGSUKUP (pm?) <6,4 >4 <6,5 <5
AGSUK/J <0,07 >0,06 <0,07 <0,07 <0,065
DNA%SPIK <47>28,2 | <47>33 >35
DNA%S<PIK >20 >20

ICM DNA%S>PIK <55 <55 <45 <45
DNA%S>4N <2,5
DNA%SFC >4,1 >4,1

Legenda:

AgNOR-srebrom prikazane regije nukleolarne organizacije; ICM-staticka DNA citometrija; KLLPB-leukemijski oblici kroni¢nih
limfoproliferativnih bolesti; B-KLL+V-B kroni¢na limfocitna leukemija s varijantama; KS-kostana srz; PK-periferna krv; LC-limfni
¢vor; AGBHOM-broj homogenih AgNOR-a; AGSHOM-povrsina homogenih AgNOR-a; AGSHOM/J-omjer homogenih AQNOR-a
i jezgre; AGSINH-povrsina inhomogenih AQNOR-a; AGSMAINH-najve¢a povrsina inhomogenih AQNOR-a; AGSINH/J-omijer in-
homogenih AGNOR-a i jezgre; AGBPR-broj prstenastih AgQNOR-a; AGSPR-povrsina prstenastih AQNOR-a; AGSMAPR-najveca
povrsina prstenastih AQNOR-a; AGBUKUP-ukupan broj svih AQNOR-a; AGSUKUP-ukupna povrsina svih AgNOR-a; AGSUK/J-
omjer ukupne povrsine AQNOR-a i jezgre; DNA%SPIK-postotak stanica u vrsku DNA histograma; DNA%S<PIK-postotak stanica
koje sadrze manju koli¢inu DNA od stanica u vr§ku; DNA%S>PIK-postotak stanica koje sadrze vecu kolicinu DNA od stanica u
vrS§ku; DNA%S>4N-postotak stanica koje sadrze DNA viSe od 4N; DNA%SFC-postotak stanica u S-fazi stani¢nog ciklusa

Tablica 1. Statisticki znacajni pokazatelji boljeg prezivljenja AgNOR-a i staticke DNA citometrije u razlicitim odjeljcima tumorske mase u
bolesnika s KLLPB i B-KLL+V; Kaplan-Meier, razina statisticke znacajnosti p<0,05
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OSTALA DIJAGNOSTIKA
Branimir Jaksi¢

Osim dijagnostike fenotipa bolesti, potrebno je
prosiriti dijagnostiku kako bi se odredila proSire-
nost bolesti (klinicki stadiji /Rai 1 Binet/ 1 TTM skor
predstavljaju pouzdane, lako primjenjive i dobro
validirane sustave klinicke procjene), a sve vise se
uz klinicke parametre koriste i metode oslikavanja
(UZV, CT i sl.). Sustavno se odreduju hematoloski
parametri te biokemijske pretrage, uz ostale potreb-
ne pretrage neophodne za procjenu opceg stanja i
pridruZenih bolesti.

PRIPREMA HRVATSKOG KONSENZUSA -
TERAPIJA

CILJEVI TERAPIJE I KADA LIJECITI
Branimir Jaksi¢

Nema dvojbe da bi osnovni cilj svakog lijeCenja
trebao biti izlijecenje. Postavljaju se medutim pita-
nja: je li cilj dohvatljiv? Je li prihvatljiv rizik? Ukoli-
ko je odgovor potvrdan na oba pitanja primjenjuje se
ucinkovita terapija, danas preteZno kemo-imunote-
rapija, a ukoliko to nije dovoljno, terapija se pojaca-
va, ukljucujuéi metode alotransplantacije. Ukoliko
se pak rizik procjenjuje prevelikim, legitimni cilj
terapije moze biti 1 postizanje remisije, stabilizacija
bolesti ili odrzanje kvalitete Zivota. U tom slucaju

iwCLL criteria for active (progressive/symptomatic) disease

(Hallek, Blood, 2008)

1. Evidence of progressive marrow failure manifested by development of, or worsening of anaemia and/or

primjenjuju se manje ,,agresivne’ terapijske strate-

gije kako bi se postigla zeljena (ili moguca) razina

terapijskog odgovora.

Sve bolesnike nakon postavljanja dijagnoze KLL
nije neophodno odmabh lijeciti. To otvara vrlo vaz-
no pitanje postavljanja jasnih indikacija za terapi-
ju. Danasnje preporuke temelje se na dosadasnjim
rezultatima klini¢kih pokusa, tako da se radi o po-
drucju koje se stalno razvija. Danas se smatra da:

— Asimptomatski bolesnici ne zahtjevaju terapiju
(ovo medutim predstavlja otvoreno i vazno
istrazivacko pitanje)

— Simptomatski (aktivni/progresivni) predstavljaju
indikaciju za terapiju. Indikacija istovremeno
formulira neposredne terapijske ciljeve (!) :

* Znacajni B-simptomi (jaki umor, profuzno
znojenje, mrsavljenje vise od 10%/6 mjeseci,
povisena temperatura >38° C)

* Prijetnja funkciji organa

* Velika tumorska masa /TTM vise od 9 (ili
15?)/ ,,Bulky* bolest (slezena > 6 cm pod
LRL, limfonodi > 10 cm)

* Vrijeme podvostruc¢enja tumorske mase
(TTM) < 12 mjeseci ili broja limfocita < 6
mjeseci

» Zatajenje koStane srzi: hemoglobin < 100g/L
(ili progresivna anemija) i/ili broj trombocita <
100000/mm?

Ubrzano se dograduju kriteriji, Sto je vidljivo u

Tablici 2.

thrombocytopenia. a
2. Massive (ie, at least 6 cm below left costal margin) or progressive or symptomatic splenomegaly '\Q/Iu;
3. Massive nodes (ie, at least 10 cm in longest diameter) or progressive or symptomatic lymphadenopathy ,\QAI:,I;
4. Progressive lymphocytosis with an increase of more then 50% over a 2-month period, or lymphocyte doubling P
time (LDT) of less then 6 months. LDT can be obtained by linear regression extrapolation of 2 week pver an
observation period of 2-3 months. In patients with initial blood lymphocyte counts of less then 30x10 /I LDT
should not be used as single parameter to define a treatment indication. In addition, factors contributing to
lymphocytosis or lymphadenopathy other then CLL (eg, infections) should be excluded.
5. Autoimmune anemia and/or thrombocytopenia that is poorly responsive to corticosteroids or other standard M
therapy Qual
6. Constitutional symptoms defiend as any one or more of the following disease related symptoms and signs: M
a. Unintentional weight loss of 10% within the prevoious 6 months; Qual

b. Significant fatigue (ie, ECOG PS 2 or worse; inability to work or perform usual activities);
c. Fevers >38 C for 2 or more weeks without other evidence of infection; or
d. Night sweats for more then one months without evidence of infection

Hypogammaglobulinemia or monoclonal or oligoclonal paraproteinemia nor absolute lymphocyte count do not by

themselves constitute indication for therapy.

Tablica 2. Kriteriji za aktivnu/progresivnu bolest prihvaceni od iwCLL 2008. U tablicu je dodana procjena kategorizacije pri cemu ,,M*
oznacuje kvantitativnu kategoriju, ,,P" oznacuje kriterije koji procjenjuju progresivnost te ,,Qual* oznacuju kvalitativnu kategorizaciju.
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Na temelju rezultata dosadasnjih klinickih poku-
sa uobicajena je stratikfikacija za terapiju:
— Stratifikacija prema FISH nalazu (moze posluziti
izbjegavanju neucinkovitih terapija):
* Bezdel 17p
» del 17p
— Stratifikacija prema dobi 1 komorbiditetu:
* (a) znatni komorbiditet (nemogucnost
toleriranja purinskih analoga)
* (b)>65 (ili 70) god
* (c) mladi od gornje grupe (b) ili stariji s
dobrim indeksom komorbiditeta
Na temelju dobi i pridruzenih bolesti bolesnici se
stratificiraju u kategorije vrlo korisne u planiranju
osnovne terapijske strategije. Obicno se radi o kva-
litativnim procjenama koje imaju razli¢ite nazive :
* ,,Go go*“ili,,Slow go”;
o Fit“ili,, frail”;
» ,dobro“ili,, lose* stanje bolesnika

TERAPIJE ZA PRVU LINIJU I TERAPIJA
RELAPSA/PROGRESIJE
Vlatko Pejsa

Kronic¢na limfocitna leukemija (KLL) je klonska

limfoproliferativna bolest obiljezena limfocitnom
infiltracijom koStane srzi i1 periferne krvi, uz pro-
mjenjiv stupanj infiltracije limfnih ¢vorova, slezene
1 ostalih organa.

U 1. liniji lije€enja danas se primjenjuje indi-
vidualni pristup koji razlikuje 3 osnovna tipa: tzv.
,»20-g0“ (R-FC kao standard), ,,slow-go* (,,povra-
tak* klorambucila) i ,,no-go* (opservacija) pristup
ovisno o op¢em stanju bolesnika i komorbiditetima.
Po IWCLL smjernicama (Hallek, Barcelona 2009.)

R-FC je standard aktivne terapije u prvoj liniji. Vaz-
no je naglasiti da starija dob KLL bolesnika sama
po sebi ne treba biti glavni 1 ogranicavajuci faktor
prilikom odabira terapije, pa se algoritam lijeCenja
ovih bolesnika vodi statusom bolesnika (pomo¢ pri
gerijatrijskoj procjeni su razlicite skale: Sorror ver-
zija Charlsonovog indeksa, CIRS-cumulative IIness
Rating Scale i Indeks koegzistiraju¢eg morbiditeta) 1
njihovim ocekivanim trajanjem zivota (i za to posto-
je skale za procjenu). Rituksimab je postao standard
u lijeCenju koji ciljeve terapije mijenja iz tradicio-
nalne palijacije na teznju za Sto duljom remisijom
1 boljom kvalitetom zivota. U terapiji je potrebno
obratiti paznju i na znac¢aj minimalne ostatne bolesti
(MRD-minimal residual disease- MRD negativnost
znaci detekciju < 1 KLL stanice u 10° normalnih
leukocita, odreduje se PCR-om), naime 6-godiSnje
prezivljenje znacajno je vece u bolesnika koji su po-
stigli MRD negativnost.

Ciljevi lijecenja KLL u 2. liniji su poboljsanje i
kvantitete 1 kvalitete zivota. Indikacije za pocetak
lijeCenja istovjetne su onima za prvu liniju. Prepo-
ruka Europskog drustva za medicinsku onkologiju
(ESMO) je da se 1. linija lijeCenja moze ponoviti ako
se relaps ili progresija dogode > 12 mj. nakon inici-
jalne terapije. Tako je 1 najpoznatija studija za relap-
sne KLL —REACH (vidi Robak T, et al. Blood 2008.
112:Abstract LBA-1) pokazala da R-FC produljuje
PFS za 10 mjeseci u usporedbi s FC. Rezultati su
bili znacajni i konzistentni u podgrupama ukljuciv-
§i 1 one s nepovoljnom prognozom. Uslucaju ranog
relapsa R-FC je takoder opcija uz, naravno, alemtu-
zumab (p53!), sam ili u kombinaciji s fludarabinom,
ofatumomabom, bendamustinom... (prikazano na
Tablici 3.)

ECR (BR, FR, FA)
symptomatic Del(17p): ECR. A, FAa AlloTx
AB+C CLB, (reduc. doze F, FC, B, FCR lite, CLB+R ili O ili
SlowGo 5 101, monoth. MoAt) ik
Go Go A, FA, FC-R, (flavopiridol) a Allo Tx CLLX2
feaf:'a"cgzr;ﬂﬁ:;:e SlowGo  P33mut.: A, (lenalidomid, Ofatumumab il RHD? .o
Bez p53 mut B, FCR lite, F (eksperimentalne th.)
Late (> 1 year) (S;Icc)) S%ﬁ‘ Repeat first line

Tablica 3. Lijecenje KLL — zakljucak. Prikazuje osnovnu kategorizaciju te prvu i drugu liniju terapije (Hallek, IWCLL, Barcelona, 2009)
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B-KLL ISTRAZIVACKE TERAPILJE
Ozren Jaksié

Istrazivacko i standardno lijeCenje

Standardi u lije€enju bolesti pa tako i B-KLL-a
imaju obiljezje stalno mijenjajuceg krajolika zbog
stalnog klinickog istraZivanja i novih rezultata koje
donose. Brojna su pitanja na koja se klinickim istra-
zivanjima nastoji dobiti odgovor (koga lijjeciti, ¢ime,
kako, kada, koliko, i sli¢no). Danas smo svjedoci
preko 400 aktivnih registriranih studija u B-KLL.
Istrazuju se indikacije za lijecenje, lijekovi, kombi-
nacije, metode, odrzavanje odgovora na lijecenje,
utvrdivanje odgovora na lijecenje, individualna te-
rapija, “pametno” lijeCenje itd..

Osnovni smjerovi istrazivanja (prema najzna-
¢ajnijim klinickim istrazivanjima koja su u tijeku)
mogu se podijeliti na istrazivanje strategije lijecenja
te istrazivanje novih lijekova. Za spomenuti su:

— strategija

* Rano lijecenje bolesnika s negativnim

prognosti¢kim ¢imbenicima — GCLLSG CLL7

* OdrZzavanje postignutog odgovora — npr.

lenalidomid

» Konsolidacija postignutog odgovora — MRD

negativni status — alemtuzumab
* lijecenje prilagodeno dobi, komorbiditetu —
GCLLSG CLLI11

 Transplantacija (RIC, allo, auto)

— novi lijekovi

 Bcl-2 antagonisti — Oblimersen, Obatoclax,
ABT-263

* Protutijela — Ofatumomab (antiCD20),
Lumiliximab (antiCD23), Chir 12.12
(antiCDA40), GA101 (antiCD20)-(CLL11-RH),
HuMaxCD3s, ...

* CDK inhibitori — Flavoperidol, SNS-032

+ PKC inhibitor — Enzastaurin

* HSP 90/ZAP-70 — CNF 2024

* IMID — Lenalidomid (ORIGIN — RH)

* SRC inhibitor — Dasatinib

 PI3K inhibitor — CAL -101

+ Alkiliraju¢i citostatici - bendamustin

PROFILAKSA I LIJECENJE INFEKCIJA
Radovan Vrhovac

Infekcije su znacajan klinicki problem kod bole-
snika s KLL. Ozbiljne se infekcije javljaju kod ve-
¢ine bolesnika, a predstavljaju i jedan od vodec¢ih (i
do 60%) uzroka smrti. Brojni ¢imbenici vezani uz

samu bolest odgovorni su za pojacanu sklonost bo-
lesnika infekcijama, ali 1 noviji oblici lijecenja, iako
povisuju stopu odgovora u usporedbi s alkiliraju¢im
lijekovima, dovode do znacajne (dodatne) imunosu-
presije produljenog trajanja, Sto dovodi ne samo do
vece incidencije infekcija, nego 1 do promjene epide-
miologije njihovih uzro¢nika. Tako se uz uobicajene
bakterijske infekcije u tih bolesnika ¢esce javljaju 1
druge, oportunisticke infekcije (Nocardia, Listeria,
mikobakterije, Candida, Aspergillus, Pneumocystis
Jjirovecii, Varicella zoster, Adenovirus, Citomegalo-
virus, reaktivacija B-hepatitisa, itd.).

Budu¢i da ne postoje prospektivne randomizirane
klinicke studije o antimikrobnoj profilaksi u KLL, o
tome nema niti univerzalno prihvacenih smjernica.
Neke od preporuka o profilaksi infekcija i cijepljenju
bolesnika s KLL prikazani su u tekstu koji slijedi.

Profilaksa infekcija kod bolesnika s KLLLL

Ne postoje prospektivne randomizirane klinicke
studije o AB profilaksi u KLL
— Profilaksa vjerojatno nepotrebna:

* uranijim fazama bolesti

* kod normalnih ili blago snizenih vrijednosti
imunoglobulina te

* uz lijecenje alkiliraju¢im lijekovima

— Uz terapiju purinskim analozima stavovi su
kontroverzni:

* Najveci rizik prethodno lijeeni bolesnici
uznapredovalog klinickog stadija s renalnom
insuficijencijom

e Ako da, TMP/SMX ili amoksicilin-
klavulonska kiseslina i to sve do 2 mj. nakon
zavrSetka terapije

* Antivirusna profilaksa najvise koristi
bolesnicima s CD4+ < 50/uL

— Uz terapiju alemtuzumabom:

* flukonazol, TMP/SMX, aciklovir,
monitoriranje CMV-DNA svaka 2 tjedna (ili
valganciklovir)

Cijepljenje bolesnika s KLLLL

Rezultati dvojbeni, osobito kod bolesnika s uzna-
predovalom bolesc¢u, odnosno slabim imunolos-
kim odgovorom. Najbolji rezultati kod bolesnika s
IgG>7 g/L. Neki od prijedloga ukljucuju:

— Godisnje cijepljenje protiv v. Influenzae

— Pneumokokna (+/- Haemophilus) vakcina svakih
S5g.

— Izbjegavati sve zive vakcine

Bilten KROHEMA — Vol. 2, br. 1
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Predlozena je mogucnost istrazivackog projekta
s podrucja infekcija i KLL-a, a pod okriljem KRO-
HEM-a. Radilo bi se o neinterventnoj studiji u kojoj
bi mogli (s obzirom na incidenciju KLL-a i necentra-
liziranu distribuciju bolesnika) sudjelovati svi centri
¢lanovi KROHEM-a. Cilj bi studije bio ispitati inci-
denciju, epidemiologiju i mortalitet od infekcija kod
bolesnika s KLL te istraziti kako ti podaci koreliraju
s nekim osnovnim znacajkama bolesti i lijecenja.

Prijedlozi istrazivanja
KROHEM-KLLO01

Ozren Jaksic

Osnovna ideja za istrazivanje progresije/evolucije
B-KLL prikazana je na prethodnom sastanku KRO-
HEM-a kao 1 u prethodnom Biltenu. Na sastanku u
Osijeku prikazan je sinopsis istrazivanja te je dogo-
voreno pisanje zavrsne verzije protokola (uz osniva-
nje odbora za pisanje, rjeSavanje pravne regulative
—KLL biobanka kao i ispitivanje izvedivosti uz su-
djelovanje istrazivaca iz raznih dijelova RH.

_/

*
TTh= _

UZMAPREDOWALS

R " " Shasttia~—
D, prag

/ PROGRESIVMA

Th. prag

[k *

VRIJEME

Slika 3. TerminoloSke napomene. (a) Rana/uznapredovala bolest —
klinicki stadij; (b) Stabilna/progresivna — klinicki stadij x vrijeme
— tip evolucije

U nastavku slijede dijelovi prikazanog sinopsisa.
Cijelokupni sinopsis i prijedlog protokola bit ¢e dostu-
pni na http://www.b-cll.org/krohem/krohemO1.html.

NASLOV

ISTRAZIVANJE PROGRESIJE/EVOLUCIJE
B-KLL-a - KROHEM-KLLO01

TIP ISTRAZIVANJA
multicentri¢no, opservacijsko, neinterventno, longi-
tudinalno istrazivanje

Ciljevi
e Primarni
— ustanoviti ¢imbenike pri dijagnozi koji su
povezani s tipom progresivnosti bolesti
— ustanoviti dolazi li u pojedinim tipovima

progresije do mjerljivih promjena u stanicama
neoplasticnog klona (evolucija)
* Sekundarni

— Standardizirana i kvalitetna obrada svih
ukljuc¢enih bolesnika pri dijagnozi i prije
pocetka lijecenja te standardizirano pracenje —
u svim centrima u RH

— Stvaranje osnove za registar B-KLL bolesnika

— Stvaranje biobanke — kao podloge za dodatna
istrazivanja (tipa progresivnosti, stanicne
biologije, otkrivanje i validacije biomarkera,
predikcije odgovora na lijeCenje) — odrzavanje
1 dostupnost regulirana posebnim pravilnikom

ISPITANICI:

Kriteriji za uklju€ivanje:

 svi nelijeceni bolesnici s tipicnim B-KLL
imunofenotipom (B-KLL, MBL)

* potpisan informirani pristanak

Ukoliko postoji interes u istrazivanje mogu biti
ukljuceni kao posebne grupe:

» KLL s atipi¢nim fenotipom

* LML s tipicnim fenotipom

PLAN ISTRAZIVANJA

Registracija

* Demografski podaci

Klini¢ki podaci (LC, slezena, ECOG, CIRS)

Laboratorijska obrada

— Standardne hematoloske, biokemijske pretrage
(uk. imunoglobulini, B2mikroglobulin),
koagulacija, imunohematoloska ispitivanja
(Coombs, anti-trb?)

— Imunofenotip:

dijagnosticki (preduvjet za ulaz) — probir

prognosticki — CD38, ZAP-70, imunoloski status

— Morfologija (PHD, citologija, FISH)

Radioloska obrada (CT toraksa i abdomena, UZ

vrata)

Pohrana uzoraka — Biobanka (stanice, serum/

plazma, parafinske kocke, DNA)

Pracenje
* uobicajeno klinicko pracenje (3-6 mjeseci)
— Klinic¢ki pregled, krvna slika, DKS, TTM -
minimum
— Biokemijska obrada (ukljucujuci i npr. B2
mikroglobulin) - optimum
— Dodatne pretrage ovisno o tijeku bolesti
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Reevaluacija

Kriteriji za revaluaciju — dosizanje odredene
kriti¢ne tocke:

Potreba za lijeCenjem

Odredena razina tumorske mase (Limfocitoza,
TTM, LC)

Promjeni u tijeku bolesti (prema unaprijed
postavljenim pravilima)

Kod stabilnih, svake 2 godine

Tablica 4. Plan istrazivanja

ULAZ Pracéenje Prac¢enje nakon
-REGISTRACIJA (3-6m) evaluacua lije€enja (6m)

Klinicki pregled, KKS, DKS, TTM X
Biokemija (kompletna uz B2MG, Ig) X
Imunofenotip X
Morfologija PHD, citologija X
FISH X
CT, Uz X

X

Pohrana Istrazivanje

MJERE ISHODA (END-POINTYS)

Vrijeme do pocetka lijeCenja (time to treatment —
TTT)

vrijeme do pocetka progresije (time to
progression)

vrijeme do dosizanja odredenih granica
tumorske mase (TTM 9, 15)

Prezivljenje

* Ponavlja se obrada ucinjena pri registraciji

(potrebno prije pocetka lijecenja) + potrebna
obrada ovisno o predmijevanom lije¢enju

» Pohrana uzoraka — biobanka (stanica, seruma,

DNA, parafinskih kocki)

+/-

X X X X X X X

STATISTICKA RAZMATRANJA

U RH incidencija oko 225 bolesnika

Oko 1/3 bolesnika nikad ne zahtijeva terapiju, do
1/3 bolesnika zahtijeva terapiju pri dijagnozi

do 2/3 ukupnog broja bolesnika na kraju
zahtijeva lijeCenja

populacija obuhvacena ovom studijom ukljucuje
sve bolesnike koji pri dijagnozi ne zahtijevaju
terapiju, $to predstavlja oko 2/3 dijagnosticiranih
bolesnika

broj o¢ekivanih ishoda (TTT) u RH od 100 do
150 godisnje

Bilten KROHEMA — Vol. 2, br. 1
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MOLEKULARNE METODE U DIJAGNOSTICI
LIMFOPROLIFERATIVNIH BOLESTI PREMA KLASIFIKACIJI
SZ.0 2008.

Snjezana Dotli¢, dr. med.

Dr. sc. Ivana Ili¢, dr. med.

Klinicki zavod za patologiju i citologiju
Klinicki bolnicki centar Zagreb
E-posta: sdotlic@hotmail.com
iilic5@yahoo.com

Klasifikacija SZO iz 2008. godine donosi broj-
ne novosti u odnosu na prethodna izdanja; jedna od
bitnih je naglasak na definiranje pojedinih entiteta
multidisciplinarnim pristupom. Pojavljuju se i1 novi
entiteti, za Ciju je adekvatnu dijagnostiku neophod-
na opseznija imunohistokemijska analiza, ali 1 mo-
lekularne 1 genetske metode. U skupini limfopro-
liferativnih bolesti morfologija 1 dalje ostaje jedan
od temelja klasifikacije, ali imunofenotip 1 genetske
osobine tumora pridonose objektivnosti dijagnosti-
ke, povecavaju reproducibilnost klasifikacije i kat-
kada omogucuju znacajne prognosticke informacije.
Vazno je napomenuti da klinicke osobine postaju
dio definicije pojedinih entiteta i dijagnozu nije mo-
guce postaviti bez pouzdanih i detaljnih klinickih
informacija (primjerice nodalna ili ekstranodalna
lokalizacija, leukemijska prezentacija, primarna lo-
kalizacija koznih, medijastinalnih ili CNS limfoma,
multiple koStane lezije). Takoder, gradus limfoma,
odnosno procjena klinicke agresivnosti koristi se
unutar pojedinih entiteta, dakle viSe se ne preporu-
cuje pojedine entitete pojednostavljeno oznacavati
indolentnima ili agresivnima.

Razlike izmedu 3. 1 4. izdanja klasifikacije SZO
obuhvacaju preciznije imunofenotipski 1 genetski
definirane kategorije limfoproliferativnih bole-
sti. Prepoznaje se 1 pojava tzv. linijske plasti¢nosti
(klonalna povezanost nekih neoplazmi histiocitnih/
dendritickih stanica i limfoma). Kod limfoprolifera-
tivnih bolesti B-imunofenotipa definirani su entiteti
koji se oc¢ituju minimalnim klonalnim populacijama
limfocita (monoklonalna B-limfocitoza, MCL in
situ, MGUS, FL in situ), a preduvjet za dijagnozu su
pouzdane molekularne tehnike. Predstavljen je kon-
senzus oko novih kriterija za MM, Waldenstromo-
vu makroglobulinemiju/limfoplazmocitni limfom,
KLL. Neki od novih entiteta su neklasificirani lim-
fomi slezene, nove podvrste FL, intermedijarne ka-
tegorije limfoma (,,sive zone* izmedu DLBCL 1 BL,
te izmedu DLBCL 1 cHL).

B-limfoblasti¢ne leukemije/limfomi svrstavaju se
u nekoliko genetski definiranih podtipova (Tablica 1.).

U SZO klasifikaciji iz 2001. postojala su 3 podti-
pai5 morfoloskih varijanti DLBCL, a u klasifikaciji
2008. definirani su brojni klini¢ko-patoloski entiteti
u heterogenoj kategoriji DLBCL (Tablica 2.).

U skupini T/NK limfoma takoder se pojavljuju
entiteti definirani dokazom monoklonalne popula-
cije tumorskih stanica (EBV+ limfoproliferativne
bolesti djecje dobi, hidroa vaccinifome-like lymp-
homa), neke podvrste koznih T-limfoma (primarni
kozni agresivni epidermotropni CD8&+ T-limfom
i primarni kozni gamma-delta limfom koji treba
razlikovati od supkutanoga panikulitisu-slicnog T-
limfoma). Iako je ALK+ ALCL dobro definirani en-
titet, za razlikovanje ALK- ALCL od Hodgkinovog
limfoma cesto je neophodan dokaz preuredbe TCR
u tumorskim stanicama.

Kod perifernog T limfoma NOS, dijagnoza se
katkada moze postaviti na temelju karakteristi¢nih
morfoloskih promjena i ,,gubitka imunohistoke-
mijskih T-markera, medutim ovi limfomi Cesto ne
pokazuju niti jednu od navedenih karakteristika i
jedini je nacin za potvrdu dijagnoze dokaz preured-
be TCR u tumorskim stanicama. Molekularni dokaz
monoklonalnosti, uz klini¢ku sliku, sastavni je dio
dijagnoze primarnih koznih limfoma.

Dijagnoza Burkittovog limfoma danas se ne smi-
je postaviti bez FISH analize (translokacije C-MYC
1 BCL2) koja omogucava razlikovanje ,,double hit*
limfoma 1 intermedijarne kategorije limfoma s oso-
binama izmedu DLBCL i BL (Slika 1.). Kod ovih
bolesnika potrebno je i citogenetskom analizom is-
kljuciti kompleksne kromosomske anomalije (Slika
2.). Histoloski i imunofenotipski ovi entiteti mogu
biti potpuno jednaki.

Sasvim je jasno: za to¢nu dijagnozu limfoprolife-
rativne bolesti patologu odavno nije dovoljna inter-
pretacija histoloskog preparata.

Napomena: Slike ljubaznoscéu prof. Eliasa Campa, Hospital Clinic-
University of Barcelona, Spanjolska.
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B limfoblasti¢ne leukemije/limfomi

- B limfoblasti¢na leukemija, NOS
- B-limfoblasti¢na leukemija s rekurentnim genetskim

DLBCL - SZO 2008

« Difuzni velikostani¢ni B limfom, NOS
— Podrijetla germinativnog centra
— Aktiviranih B-limfocita (non-GC)
— EBV pozitivni DLBCL, NOS

anomaﬁjama « _Difuzni velikostani¢ni B limfom bogat T limfocitima
- 1022 DLBCL povezen s kioriénom upslom
' « Primarni medijastinalni (timi€ni) velikostani¢ni B-limfom
- 1(v;11923) Primarni DLBCL CNS-a
- 1(12;21) Primarni kozni DLBCL, (“leg type”)
— S HIPERDIPLOIDIJOM +__Intravaskularni velikostani¢ni B-limfom
ALK + velikostani¢ni B limfom
— S HIPODIPLODIJOM Plazmablastiéni limfom
— 1(5;14) «  Primarni efuzijski limfom
— {(1;19) Velikostani¢ni Iimfom_B—imunofenotipa kod multicentricne
! Castlemanove bolesti povezane s HHV8
Tablica 1. Tablica 2.

1(8:14)(qg24:q32)

B8R  x a8 K s ax

43-46,XX,dup(1)(q25q32) +der(1)1(1:9)(q12:p21),4,1(8:14)(q24:32) +der(8)1(8:14)(q24:932) der(9)t(1:9)(q12:p21),
del(11)?(q22q23) der(11)t(1:11)(q12:q22) der(13),der(14),17 +marl,+mar2 +mar3 +mar4[cp5]/46 XX[4]

Slika 1.

Slika 2.

Kratice: SZO — Svjetska zdravstvena organizacija, MCL — limfom plastene zone, engl. mantle cell lymphoma, MGUS — mo-
noclonal gammopathy of unknown significance, FL — folikularni limfom, MM — multipli mijelom, CLL — kroni¢na limfocitna
leukemija, engl. chronic lymphocytic leukemia, DLBCL — difuzni velikostani¢ni B limfom, engl. diffuse large B cell ympho-
ma, BL — Burkittov limfom, cHL — klasi¢ni Hodgkinov limfom, ALCL — anaplasti¢ni limfom velikih stanica, engl. anaplastic

large cell lymphoma, TCR — T cell receptor
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Na XTIV sastanku Europskoga hematopatoloskog
drustva odrzanom u Bordeauxu u rujnu 2008. godi-
ne prikazali smo slucaj vezan uz procjenu klonalno-
sti unutar sekcije Meet the Professor: Han van Krie-
ken, Nijmegen, The Netherlands, ‘Clonality Testing’.

Pacijentici (1937., Diabetes mellitus) je u sijec-
nju 1990. godine dijagnosticiran pseudolimfom na
uzorku resekcije tumora gornjega reznja lijevoga
plu¢a. Godine 2007. uzorak toga tumora zaprimljen
je na nasem Zavodu kako bi se napravio test za klo-
nalnost. Tumor je imunohistokemijski bio: CD20+,
CD23-,Ki67~30%, MUMI+/~, BCLI-, CDI138-,
(CD2, CD3, CD4, CD5, CD7: +/-). Metodom lanca-
ne reakcije polimerazom (PCR) nadeno je klonalno
preslagivanje gena za T-stani¢ni receptor gamma,
ali 1 klonalna preuredba gena za teski lanac imuno-
globulina (IGH) u regiji IGH FR3-JH.

Pregled tumorskoga tkiva iz 1990. godine trazen
je u sklopu pretraga zbog relapsa bolesti koji je utvr-
den rendgenskim pregledom 2007. godine. Ponovno
je napravljena resekcija gornjega reznja lijevoga plu-
¢a. Nije bilo limfadenopatije kao ni organomegali-
je. Histopatoloski nalaz: limfom marginalne zone.
PCR-om je nadeno klonalno preslagivanje gena za
T-stani¢ni receptor beta u regiji Vb-Jb2, ali 1 klo-
nalna preuredba gena za teski lanac imunoglobulina
(IGH) u regijama IGH FR1-JH, IGH FR2-JH, IGH
FR3-JH i IGH DH7-JH. Pacijentica nije dobila tera-
piju. U veljac¢i 2008. godine doslo je do infiltracije
baze gornjega reznja i infiltracije donjega reznja lije-
voga pluc¢a. Limfadenopatija ni organomegalija nisu
nadene. Preporucena je kemoterapija, no pacijenti-
ca je odbila pa je jedina terapija bilo zracenje. Kroz
ozujak, travanj, svibanj i lipanj zabiljezene su infek-
cije 1 hiperglikemija, bez limfadenopatije. U srpnju
iste godine zamijec¢ena je limfadenopatija u lijevoj
aksili. Pacijentica je umrla u kolovozu.

Slucaj je izloZzen zbog dvostruke klonalnosti (B
1 T) koja je pratila bolest, a koja ne samo da je bila
dvostruka ve¢ je nadena u razli¢itim regijama IGH 1
TCR lokusa. Voditelj sekcije, prof. Han van Krieken,
1 njegova suradnica, dr. sc. Patricia Groenen, zami-
jetili su razliku u nacinu vizualizacije nasih rezulta-
ta odredivanja klonalnosti i vizualizacije rezultata
odredivanja klonalnosti prema preporuc¢enom pro-
tokolu grupe BIOMED-2. Protokol za odredivanje
klonalnosti osmisljen je unutar projekta BIOMED-2
koji nudi vrste 1 sekvence pocetnica za PCR reakcije
kao 1 detaljan pregled predtretmana i vizualizacije
rezultata. Dogovoreno je da uzorke tkiva iz 1990. 1
2007. godine posaljemo u Nizozemsku, u Odjel za
patologiju, Radboud University Nijmegen Medical
Centre, gdje ¢e rezultati PCR-a biti vizualizirani na
poliakrilamidnom gelu (mi smo koristili komercijal-
no dostupan gel visoke razlucivosti, Spreadex, El-
chrom), a bit ¢e napravljena i detekcija fragmenata
sekvencerom, te da sami pokusamo poboljsati test
koristec¢i nakon reakcije PCR-a i heterodupleks. Po-
zvani smo na radionicu BIOMED-2/EUROCLONA-
LITY WORKSHOP ON CLONALITY ASSESSMENT
koja se odrzala u Nijmegenu krajem veljace 20009.
godine. Na radionici smo prikazali 3 nova slucaja
odabrana kroz 2008. godinu kriterijem dvostruke
klonalnosti. Sva tri slu¢aja prikazana su u Nijmege-
nu i sva su tri bila upitne klonalnosti (T-NHL limfo-
idna papuloza, tip C; ekstranodalni B-limfom mar-
ginalne zone; bez dijagnoze — ,,hematoloski nalazi
zadovoljavajuéi”).

Koriste¢i znanje 1 sugestije steCene na radionici,
nabavili smo odgovarajuci sustav za poliakrilamid-
nu gel elektroforezu (PAGE), a metoda je u naSem
laboratoriju poboljSana vizualizacijom rezultata
odredivanja klonalnosti bojenjem srebrom umjesto
bojom SyberGold. Usavrsili smo metodu prema re-
zultatima koje su nizozemski kolege dobili na uzor-
cima pacijentice ¢iji smo slucaj prikazali u Bordea-
uxu. U uzorku te pacijentice iz 2007. godine nadena
je preuredba u genu za teSki lanac imunoglobulina
(IgH) u regijama IGH FR1-JH, IGH FR2-JH, IGH
FR3-JH i preuredba u genu za laki lanac imunoglo-
bulina kappa IGK Vk-Jk, dok u uzorku iz 1990. go-
dine odredivanje klonalnosti nije bilo moguce zbog
slabe kvalitete DNA.

U cilju unapredenja dijagnostike NHL-a u Hrvat-
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skoj, po povratku smo pokusali saznati tko u Hr-
vatskoj 1 prema kojem protokolu nudi odredivanje
B i T klonalnosti. Pritom su koriStene stranice Hr-
vatske komore medicinskih biokemicara (HKMB),
na kojima su, medu ostalima, navedene i pretrage
B i T klonalnosti i njihova cijena. Na pismeni upit
HKMB-u odgovor nije dobiven pa smo odlucili
steCena znanja prikazati na sastanku KROHEM-a
u studenome 2009. godine klini¢arima i dijagnosti-
carima kojima je prema novoj klasifikaciji Svjetske
zdravstvene organizacije ova pretraga nuzna za po-
stavljanje dijagnoza pojedinih NHL-a.

Sva cCetiri pacijenta koja su imala i B 1 T klonalan
tumor razrijeSeni su metodom doradenom prema
preporukama BIOMED-2 grupe. Nazalost, tocni re-
zultati dosli su ¢ak nekoliko mjeseci nakon postav-
ljanja dijagnoze. lako su, zahvaljuju¢i iskustvu nasih
patologa i hematologa, navedeni pacijenti u pravom
trenutku dobili tocnu dijagnozu, misljenja smo da je
procjenu klonalnosti potrebno usavrsiti 1 ujednaciti
prema protokolu BIOMED-2 grupe na razini cijele
Hrvatske kako se ovakvi sluc¢ajevi ne bi ponovili.

Ponavljamo stoga reference koje predlazemo kao
osnovu za harmonizaciju i standardizaciju specijal-
nih pretraga, u ovome slucaju procjene B 1 T klonal-
nosti:

1) Design and standardization of PCR primers
and protocols for detection of clonal immuno-
globulin and T-cell receptor gene recombina-
tions in suspect lymphoproliferations: report
of the BIOMED-2 Concerted Action BMH4-

CT98-3936.

van Dongen JJ, Langerak AW, Briiggemann M, Evans
PA, Hummel M, Lavender FL, Delabesse E, Davi F,
Schuuring E, Garcia-Sanz R, van Krieken JH, Droese J,
Gonzélez D, Bastard C, White HE, Spaargaren M, Gon-
zalez M, Parreira A, Smith JL, Morgan GJ, Kneba M,
Macintyre EA.

Leukemia. 2003;17(12):2257-317.

2) Improved reliability of lymphoma diagno-
stics via PCR-based clonality testing: report
of the BIOMED-2 Concerted Action BHM4-

CT98-3936.

van Krieken JH, Langerak AW, Macintyre EA, Kneba
M, Hodges E, Sanz RG, Morgan GJ, Parreira A, Molina
TJ, Cabegadas J, Gaulard P, Jasani B, Garcia JF, Ott M,
Hannsmann ML, Berger F, Hummel M, Davi F, Briigge-
mann M, Lavender FL, Schuuring E, Evans PA, White
H, Salles G, Groenen PJ, Gameiro P, Pott Ch, Dongen JJ.
Leukemia. 2007;21(2):201-6.

3) Significantly improved PCR-based clonality
testing in B-cell malignancies by use of mul-
tiple immunoglobulin gene targets: report
of the BIOMED-2 Concerted Action BHM4-

CT98-3936.

Evans PA, Pott Ch, Groenen PJ, Salles G, Davi F, Berger
F, Garcia JF, van Krieken JH, Pals S, Kluin P, Schuuring
E, Spaargaren M, Boone E, Gonzalez D, Martinez B,
Villuendas R, Gameiro P, Diss TC, Mills K, Morgan GJ,
Carter GI, Milner BJ, Pearson D, Hummel M, Jung W,
Ott M, Canioni D, Beldjord K, Bastard C, Delfau-Larue
MH, van Dongen JJ, Molina TJ, Cabecadas J.

Leukemia. 2007;21(2):207-14.

4) Powerful strategy for polymerase chain re-
action-based clonality assessment in T-cell
malignancies: report of the BIOMED-2 Con-

certed Action BHM4 CT98-3936.

Briiggemann M, White H, Gaulard P, Garcia-Sanz R,
Gameiro P, Oeschger S, Jasani B, Ott M, Delsol G, Orfao
A, Tiemann M, Herbst H, Langerak AW, Spaargaren M,
Moreau E, Groenen PJ, Sambade C, Foroni L, Carter GI,
Hummel M, Bastard C, Davi F, Delfau-Larue MH, Kne-
ba M, van Dongen JJ, Beldjord K, Molina TJ.Leukemia.
2007;21(2):215-21.

Do uspostave standardiziranih i ujednacenih te-
stova klonalnosti, isti¢emo vaZzne tocke postupka
procjene klonalnosti:

a) procjena kvalitete izolirane DNA — fragmenti
izolirane DNA moraju biti veliki barem 300
pb da bi test mogao biti pouzdan;

b) razlike u testovima izolacije DNA tkiva
uklopljenoga u parafin — postoje razni
komercijalno dostupni testovi; nasi rezultati
pokazuju da najvece fragmente daje
standardni postupak izolacije pomocu sredstva
za deparafinizaciju, digestijskoga pufera (tris/
EDTA/tween) i proteinaze K;

¢) razlika kvalitete svjezega uzorka i uzorka
fiksiranoga formalinom uklopljenoga u parafin
— koriStenje svjezega uzorka kad god je to
moguce;

d) optimalna metoda vizualizacije rezultata —
preporucuje se poliakrilamidni gel 1 bojenje
srebrom;

e) odabir pocetnica, uvjeta PCR-a, koristenje
heterodupleks metode — komercijalno
dostupni kitovi napravljeni prema sekvencama
BIOMED-2, pracenje preporuka u
prilozenome protokolu;

f) ocitavanje dobivenih rezultata — trajna
edukacija kroz radionice BIOMED-2 grupe ili
u europskim laboratorijima koji rade prema
njihovim protokolima;
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g) koristenje 4 vrste kontrola — pozitivna
monoklonalna, pozitivna poliklonalna,
negativna koja umjesto uzorka ima vodu,
negativna koja umjesto uzorka ima DNA
izoliranu iz npr. epitelnih stanica;

h) odredivanje potrebnih reakcija za procjenu
B, odnosno T klonalnosti — B klonalnost
procjenjivati s pomoc¢u IGH 1 IGK testova,
T klonalnost procjenjivati s pomoc¢u TCRp i
TCRg testova; ovakve kombinacije testova
prema literaturi daju ispravan rezultat u 99%
slucajeva.

U nadi da ¢e se prepoznati potreba unapredivanja
procjene klonalnosti na nacionalnoj razini, stojimo
na raspolaganju zainteresiranim kolegama:

pkorac@gmail.com,

mariana.kardum@zg.t-com.hr,
mara.dominis@zg.t-com.hr.

MorfoloSke metode utvrdivanja zahvacenosti koStane srzi plazma stanicama u
multiplom mijelomu
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Analiza koStane srzi je neizostavna pri postavlja-
nju dijagnoze multiplog mijeloma (MM) bez obzira
na indikativni radioloSki i imunoloski nalaz (1,2).
Ona osigurava neophodne informacije o stupnju za-
hvacenosti koStane srzi plazma stanicama kao 1 o
njihovim morfolosSkim osobitostima (2). Kvantifici-
ranje plazma stanica osim toga se koristi pri eva-
luaciji morfoloske remisije (3) 1 minimalne ostatne
bolestt MM (4). Visoki je postotak plazma stanica
u kostanoj srzi prepoznat kao pouzdan prediktor re-
lapsa mijeloma u bolesnika nakon terapije (5). Upra-
vo stoga su do sada provedene brojne studije s ciljem
da se preporuci najpouzdanija metoda za procjenu
plazmastanicnih infiltrata u rutinskom radu.

Morfoloske metode koje se koriste pri utvrdi-
vanju procjene postotka zahvacenosti koStane srzi
stanicama mijeloma su analiza aspirata koStane srzi
1 koStane biopsije. Aspirati koStane srzi su esenci-
jalni 1 najadekvatniji za evaluaciju plazmastani¢ne
diferencijacije. Tako se temeljem plazmastani¢ne
morfologije u razmazima koStanih srzi mijelomi

mogu klasificirati na zrele, intermedijarne, nezrele 1
plazmablasti¢ne (6). Utvrdeno je da ovakva podjela
korelira s prezivljenjem bolesnika, jer oni s plazma-
blasticnom morfologijom imaju medijan prezivljenja
10, a svi ostali 35 mjeseci (6,7).

Neosporno je da je MM u relativno visokom
postotku fokalni proces (prema naSim podacima u
20% slucajeva), Sto moze znacajnije utjecati na toc-
nost 1 pouzdanost procjene broja plazma stanica u
aspiratu. Razlike postotka plazma stanica u aspira-
tu 1 koStanoj biopsiji su izrazenije u infiltracijama
nodularnog tipa odnosno u uzorcima srzi s izraze-
nom retikuloplazijom, koja moZe znac¢ajno smanjiti
celularnost aspirata. Literaturni podaci ukazuju na
znacajne razlike 1 relativno slabu podudarnost po-
stotka plazma stanica utvrdenog u aspiratu u odnosu
na koStanu biopsiju (8). Ovakve ¢injenice ukazuju
na potrebu analize koStane biopsije bolesnika s MM.

Plazmastani¢ni infiltrat u koStanoj biopsiji moze
se podijeliti na intersticijski, nodularni 1 difuzni tip,
koji su proporcionalni stadiju bolesti. Intersticijski 1
nodularni infiltrati se uocavaju uz jos uvijek ocuva-
nu hematopoezu dok je difuzni udruzen sa suprimi-
ranom hematopoezom. Drugim rije¢ima transfor-
macija intersticijskog ili nodularnog tipa infiltrata u
difuzni govori u prilog progresije bolesti (7,9).

Dodatno se u novije vrijeme, a sve u cilju §to
to¢nije procjene plazma stanica u koStanoj biopsi-
Ji, koristi imunohistokemijska analiza primjenom
protutijela na CD138 antigen, odnosno syndecan-1.
Radi se o transmembranskom proteoglikanu boga-
tom heparan sulfatima. Smatra se visoko specifi¢-
nim markerom normalne i neoplasti¢ne plazma sta-
nice te biljegom limfoidnih tumora s plazmacitnom
diferencijacijom (5,10-12). Rezovi obojeni s CD138
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omogucuju izvrsnu procjenu broja plazma stanica i
njihove distribucije u kostanoj biopsiji.

Ovako obojeni preparati mogu se kvantificira-
ti pod svjetlosnim mikroskopom, kao i primjenom
raCunalno potpomognute analize slike (Slika 1.).
Noviji radovi ukazuju na visoku razinu reproduci-
bilnosti ovakve kvantifikacije (13,14). Ova metoda
osobito je vazna tijekom pracenja bolesnika (15) jer
moze detektirati neoplasti¢nu distribuciju, tj. reku-
renciju bolesti bez obzira na ukupan broj plazma
stanica u kostanoj srzi (5,16). Narocito je znacajna

u kontekstu poslijeterapijskih hipocelularnih srzi u
kojima plazma stanic¢ni infiltrati mogu biti mali ili u
vidu mikroagregata koji se mogu previdjeti (4).

Zakljucno se moze istaknuti da svaka pojedina
metoda ima svoja ograniCenja, stoga kombinirana
primjena vise analiza, aspirata i biopsije omogucava
temeljitiji 1 objektivniji pristup u procjeni zastuplje-
nosti 1 morfologije plazma stanica u kostanoj srzi,
koja moze biti znacajna za dijagnozu, klinicko pra-
¢enje 1 prognozu bolesti.

Slika 1. (a) Razmaz aspirata kostane srzi bojane May-Grimwald-Giemsa bojanjem. Binukle-
arna plazma stanica s eozinofilnim protruzijama citoplazme na poveéanju x1000. (b) Imu-
nohistokemijsko bojanje cilindra koStane biopsije sa CD138 na poveéanju x20 (detalj slike
na povecanju x400). (c) Racunalno potpomognuta analiza slike. Snimke zaslona skeniranog
uzorka s detaljima histologije slike, rasclamba na osnovi razlika u boji uzorka.
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T regulatorne stanice CD4+CD25+high ¢ine su-
bpopulaciju T limfocita, i mogu biti ,,naivne* ako
nastaju iz timusa (nTreg) ili ,,inducirane (iTreg)
ako nastaju de novo, tj. konverzijom perifernih
CD4+CD25- limfocita. Ova podskupina T limfocita
u zari$tu je interesa brojnih istrazivanja zbog vazne
uloge koju ima u modifikaciji imunoloske reakcije
tumora kao 1 u regulaciji upalne (bakterijske, viru-
sne) te autoimune reakcije. Specificni marker Treg
limfocita je FOXP3, koji je ¢lan forkhead winged
helix family transkripcijskih ¢imbenika a njegov se
gen nalazi na X kromosomu (Xp11.23).

Carreras 1 suradnici (2006.) su dokazali da po-
vecéani broj FOXP3 limfocita u folikularnim limfo-
mima (FL) direktno korelira s boljom prognozom
(>10% FOXP3 stanica, petogodiSnje prezivljenje
80%; <5% FOXP3 stanica, petogodisnje prezivljenje
50%). Tzankov i suradnici (2008.) takoder su dobi-
li pozitivnu prognosticku korelaciju s ve¢im brojem
FOXP3 limfocita u FL, difuznom B velikostanic-
nom limfomu 1 klasi¢nom Hodgkinovom limfomu.
Povecani broj FOXP3 limfocita u nekim je tumori-
ma povezan s loSijom prognozom (karcinom jajnika
i dojke).

Cilj naSeg istrazivanja (pilot studija u sklopu Si-
reg projekta o FOXP3 stanicama u limfoprolifera-
tivnim bolestima) bio je istraziti prisutnost FOXP3
u upalnom infiltratu Zeluca u sklopu infekcije s He-
licobacter pylori (Hp) — MALT-u, te u MALT-tipu
limfoma Zeluca — MALTom-u.

Infekcija s Hp povezana je s akutnim kroni¢nim
gastritisom, ¢ija je jedna od glavnih karakteristi-
ka mucosa associated lymphoid tissue - MALT, t;.
upalni infiltrat s aberantnom imunoloskom reakci-
jom obiljezenom limfati¢nim folikulima (LF). Kao
posljedica dugogodisnje infekcije u jednog manjeg
broja nelijeCenih bolesnika nastaje ekstranodalni
limfom marginalne zone tj. MALTom.

MALTom-i se ¢eS¢e javljaju u starijih Ljudi (6 -7.
desetljece), nesto su ¢es¢i u zena, 50-60% primarno
nastaju u Zelucu, obi¢no su klinickog stadija I 1 I,
a vrlo rijetko su diseminirani. Lokalizirani tumori
se mogu izlijeciti “trojnom” terapijom. MALTom-i
su gradeni od centrocitima sli¢nih limfocita, mono-

citoidnih B stanica i plazma stanica. Cest je nalaz
limfoepitelne lezije (LEL).

U istrazivanju su analizirani konsekutivni biop-
ticki uzorci 9 pacijenata s MALTom-om (2003. do
2008.), 1 to ukupno 85 uzoraka. Uc¢injeno je izmedu 2
1 9 endoskopskih pregleda kod pojedinog bolesnika
1 tom prilikom je uzeto izmedu 2-13 bioptickih uzo-
raka od Cega je imunohistokemijski analiziran po
jedan uzorak s tumorskim infiltratom (MALTom-
om) te po jedan uzorak s MALT-om. Imunohistoke-
mijsko bojenje (IHC-HRP) ucinjeno je anti-FOXP3
antitijelom (236A/E7). Broj FOXP3 limfocita odre-
den je po 1 mm?2, prema Tzankov A. i suradnicima
(2008.). Na istim uzorcima ispitali smo i prisutnost
trisomije 3, te translokacije BCLI0 1 MALTI gena
metodom fluorescentne in situ hibridizacije (FISH)
obzirom da su ova dva gena prema mnogim istra-
zivanjima ukljucena u etiopatogenezu MALTom-a.

Dobili smo znacajno veci broj FOXP3 pozitivnih
stanica u uzorcima tumorskog infiltrata, MALTom-
a (~80,1/lmm? u rasponu 12,3-172,7) u usporedbi s
uzorcima sluznice zeluca izvan tumorskog infiltra-
ta, MALT-a (~12,4/lmm? u rasponu 1,3-29.6). Tri-
somija 3 nadena je u 5 bolesnika (u 10 uzoraka s
MALTom-om i 5 uzoraka s MALT-om). Nismo nasli
translokaciju BCLI0 gena niti u jednom od 85 uzo-
raka. Od 79, za analizu adekvatnih, interpretatibil-
nih uzoraka translokacija MALTI gena nadena je u 4
bolesnika (ukupno 11 uzoraka). U jednog bolesnika
je translokacija MALTI nadena i u fazi MALT-a i u
MALTom-u, dok je kod preostala tri bolesnika tran-
slokacija MALTI nadena samo u tumorskom infil-
tratu tj. MALTom-u.

Moze se zakljuciti da je broj FOXP3 pozitivnih
stanica povezan s obilnijim infiltratom 1 prisutan u
znacajno vecem broju u uzorcima MALTom-a. Po-
treban je znatno veci broj pacijenata i uzoraka da
bi se moglo odrediti eventualno prognosticko zna-
¢enje FOXP3 pozitivnih stanica u mikrookolisu
MALTom-a. Misljenja smo da bi mogla postojati
povezanost FOXP3 pozitivnih stanica i translokacije
MALTI gena u tumorskim stanicama kod etiopato-
geneze ovog tumora.
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CD25+"eh CD4+/FOXP3+ stanice tipicne su za
mikrookoli§ razli¢itih tumora, a i njihova prisutnost
ima razliciti utjecaj na klini¢ko ponaSanje. Ne-Hod-
gkinov limfom folikularnih stanica (FCC-NHL)
indolentni je limfom, medijan prezivljenja je oko
deset godina. Klini¢ki tijek FCC limfoma je razli-
¢it, u vecine bolesnika relapsi i remisije bolesti su
Cesti 1 mogu trajati godinama, kod drugih bolesni-
ka je tijek bolesti brzo progresivan i prezivljenje je
kratko. Danas se zna da mikrookoli§ vrlo vjerojatno
ima odlucujucu ulogu u klinickom ponaSanju FCC
limfoma, no nije jo$ u potpunosti definirano o kojim
se sve stanicama radi, pa su zato i rezultati jo$ uvijek
konfliktni. Visoki se broj neaktiviranih stanica (T
stanica/FOXP3+) kod FCC limfoma najceS¢e smatra
povoljnim, tj. ti bolesnici imaju bolji odgovor na tera-
piju 1 dulje prezivljenje, dok visoki broj dendritickih
stanica i makrofaga ima suprotni smjer tijeka bolesti.

U 100 bolesnika s histoloskom dijagnozom FCC-
NHL-a odreden je broj FOXP3+ stanica i usporeden
je s odgovorom na terapiju i prezivljenjem. Morfo-
loska dijagnoza je postavljenja prema kriterijima
SZO (2008). Broj FOXP3+ stanica (MoAB—Abcam-
Cambridge, UK odreden je semikvantitavnom me-
todom (0-30=1; 30-50=2; >50=3) na ukupan broj tu-
morskih stanica, vidno polje 40x10. Karakteristike
bolesnika i efekt primljene terapije prikazani su na
Tablicama 1.1 2., te Slici 1.

Rezultati su pokazali da broj FOXP3+ stanica
nije u nasih 100 bolesnika povezan s boljim odgo-
vorom na terapiju, kao i da ne postoji povezanost s
brojem FOXP3+ stanica i prezivljenjem.

Limfomi malih limfocita (SLL) su isto tako indo-
lentni limfomi i pokazuju sli¢ne klinicke karakteri-
stike s FCC-NHL, a i pristup terapiji je vrlo slian.
O povezanosti FOXP3+ stanica s klinickim ponasa-
njem SLL-a nema podataka u literaturi. 56 bolesnika
s primarnom morfoloskom dijagnozom SLL su ree-
valuirani i1 odreden je broj FOXP3+ stanica (Tabli-
ca 3., Slika 2.). Metodologija odedivanja pozitivnih
stanica bila je ista kao 1 kod FCC limfoma. Vrijed-
nosti FOXP3+ stanica su usporedene s odgovorom
na terapiju i prezivljenjem. Rezultati su pokazali da

u nasih bolesnika broj FOXP3+ stanica ne utjece na
terapijski u¢inak 1 nije povezan s prezivljenjem.

Smatramo da se ovi rezultati, a koji su dodatak
nejasnoj ulozi FOXP3 stanica u limfomima, mogu
objasniti: a) metodologijom ocitavanja FOXP3+ sta-
nica, b) heterogenim terapijskim pristupom u oba
obradena klini¢ko morfoloSka entiteta.

Tablica 1. FCC- NHL

gradus score
lokalizacija 112 |3A|3B||1 2|3 |4
limfni ¢vor — 88 35|32 11| 10([ 64| 14| 4
ekstranodalno - 12 511 313 6 | 1 3

Score: 1 nodularno; 2 nodularno i difuzno; 3 parcijalno nodularno;
4 difuzno

TERAPIJA ODGOVOR NA TERAPIJU
+ Opservacija 5 * R+ varijante 56
* Remisija 55 R + varijante + PBSCT 3
« Parcijalna remisija 10 neR + varijante 21
* Progresija 15 neR + varijante + PBSCT 1
* Relaps 6 PBSCT 2
* Lost 9 Nihil 8
+ Lost 8

STATUS

ZIVI 72

MRTVI 19

LOST 9

Tablica 2. FCC-NHL

FOXP 3 - ODGOVOR NA TERAPIJU

FOXP3 ODGOVOR NA TERAPIJU
¢ 1i2 1 R+ PR 1
3 2 Progresija, relaps 2

*  neg. 3 Opservacija 3
« NI 9 Lost 9
Fisher’s Exact Test Table Probability (P) 0.0339
FOXP3/n

Pr<=P P=0.6484

Sample Size = 91
Fisher’s Exact Test Table Probability (P) 0.0029
FOXP3/i

Pr<=P P=0.2358

Sample Size = 90

Tablica 3. SLL/CLL

56 malostani¢nih B-NHL-a nakon reevaluacije grupirano je:

SLL 18
SLL/CLL 30
“mantle cell” NHL 2
“marginal zone” NHL 2

limfoplazmocitoidni NHL 4

TERAPIJA ODGOVOR NA TERAPIJU

« R+ VARIJANTE 22 + OPSERVACIJA 5

+ neR+VARIJANTE 20 + REMISIJA 29

« NIHIL 8 + PARCIJALNAREMISIJA 8

+ LOST 6 + PROGRESIJA 8
+ LOST 6
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Slika 1. Krivulja prezivijenja FCC
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Slika 2. Krivulja prezivijenja za SLL/CLL
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Sporazum o suradnji izmedu Republike Hrvatske i glasovitog americkog
Nacionalnog instituta za rak

U Cavtatu je 25. ozujka 2010. tijekom petog Hr-
vatskog onkoloskog kongresa potpisan sporazum o
suradnji izmedu Vlade Republike Hrvatske (RH) 1
Nacionalnog instituta za rak (National Cancer In-
stitute, NCI) Nacionalnih instituta za zdravlje (Na-
tional Institutes of Health, NIH) Sjedinjenih Ame-
rickih Drzava. Sporazum su potpisali dopredsjednik
Vlade RH 1 ministar zdravstva 1 socijalne skrbi dr.
Darko Milinovi¢, ministar znanosti, obrazovanja i
Sporta dr. Radovan Fuchs, te direktor Odjela za me-
dunarodnu suradnju NCI dr. Joe Harford. Pokretac
suradnje izmedu americkog NCI 1 RH bio je dr.
Steven Zivko Pavleti¢ s NCI, Bethesda, Maryland,
SAD, koji je svoju karijeru svojedobno zapoceo na
hematologiji zagrebackog KBC Rebro.

NCI je stoZerna americka institucija za lijecenje
1 istrazivanje zlo¢udnih bolesti. Zlocudne bolesti su
medu najve¢im zdravstvenim problemima danasnji-
ce u svijetu i u Hrvatskoj. Hrvatska se potpisivanjem
ovog 1zuzetno vaznog sporazuma o suradnji nasla
medu rijetkim privilegiranim drZzavama kojima se
omogucava izmjena znanja 1 iskustava s NCI. Hr-
vatski lijecnici koji se bave hematoloskom onkolo-
gijom, onkolozi, medicinske sestre, te znanstveni-
ci koji se bave istrazivanjem raka moci ¢e oti¢i u
NCI na struc¢no i znanstveno usavrSavanje. Moze
se pretpostaviti da ¢e potpisana suradnja rezultira-
ti unaprjedenjem prevencije, dijagnostike 1 lijecenja
bolesnika sa zlocudnim bolestima u RH, te da ce
suradnja rezultirati brojnim daljnjim zajednickim
projektima izmedu hrvatskih institucija 1 glasovitog
americkog NCI.
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