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D. Nemet

Uvodnik

Uvodnik

Drage kolegice i kolege, clanice 1 c¢lanovi
KROHEM-a,

pred vama je novi broj Biltena koji se radao dugo,
duze nego obicno, unato¢ vrlo sadrzajnom 1 kvali-
tetnom jesenskom sastanku KROHEM-a s obiljem
vrlo dobrih prezentacija, stavova i prijedloga. Pod-
sjetio bih ¢lanove da prezentacije brzo izblijede iz
sjecanja slusatelja, eventualno se opca slika zadrzi
do kraja sastanka ali detalji izblijede ve¢ za vrijeme
svecane vecere. Stoga bih podsjetio na svima dobro
poznatu izreku: The job is not finished until the pa-
perwork is done!

Dakle, pozivamo sve ¢lanove da nakon uspjesnih
prezentacija u radnim skupinama obavezno u Bilte-
nu objave svoje rezultate, preglede suvremenih spo-
znaja ili smjernice.

Registar hematoloskih bolesti nakon jednogo-
diSnje stanke zbog promjene izvodaca i preurede-
nja baze podataka ponovno je u funkciji. Uz registar
AML, u funkciji su i do sada dva najveca registra,
malignih limfoma i multiplog mijeloma, prethodno
prikupljeni podaci uspjesno su transferirani u nove
baze podataka. Registar KML 1 MPN su takoder
zavrseni 1 otvoreni za unoSenje podataka. Na po-
sljednjoj sjednici Upravnog odbora odluceno je da
se nastavi s izradom registara za MDS 1 KLL. Ovaj
vazan projekt ostat ¢e uzaludan napor bez suradnje
svih ¢lanova KROHEM-a, posebno mladih, u ispu-
njavanju registra, odnosno sustavnom unosenju po-
dataka o bolesnicima.

Izraden je jo$ jedan vazan registar — Registar
¢lanova KROHEM-a. Broj ¢lanova KROHEM-a se
povecava, narocito se povecava broj mladih ¢lano-
va, hematologa internista i pedijatara, ali i suradnih
laboratorijskih struka. Svrha postojanja registra ¢la-
nova je adekvatno pracenje ¢lanstva, bolje poznava-
nje i olakSavanje komunikacije medu ¢lanovima, po-
znavanje sklonosti i uklju¢ivanje ¢lanova u rad poje-
dinih radnih skupina, a takoder i pracenje aktivnosti
¢lanova na projektima i zadacima KROHEM-a. O
svemu ¢e ¢lanovi biti podrobno obavijesteni.

Gotovo sve radne skupine vrlo su aktivne, plano-
vi rada skupina za ovu godinu su vrlo ambiciozni.
Limfomska skupina organizirala je vazan meduna-
rodni sastanak u Dubrovniku, mijelomska skupina
odrzava tradicionalno uspjeSne sastanke u veljaci,
zadnji u Slavonskom Brodu ove godine. Napredak
se o€ituje u tome da mnoge skupine provode retros-

pektivne 1 poneke prospektivne opservacijske studi-
je sto je vrlo veliki napredak. Ima naznaka organizi-
ranja prospektivnih, intervencijskih studija ili uklju-
¢ivanja u multicentri¢ne internacionalne studije.

U tom smislu je od iznimnog znacenja ukljuce-
nost KROHEM-a u projekt ,,Clinical and biological
factors determining severity and activity of chronic
graft-versus-host disease after allogeneic hemato-
poietic stem cell transplantation kojeg su voditelji
prof. dr. Steven Zivko Pavleti¢ iz Nacionalnog in-
stituta za rak u SAD-u i prof. dr. Damir Nemet. U
projekt su joS ukljucene i druge institucije kao Insti-
tut Ruder Boskovi¢, Stomatoloski fakultet 1 drugi.
Znacenje projekta potvrdeno je i ¢injenicom da je
za realizaciju dobivena financijska potpora od Fon-
da ,,Jedinstvo uz pomo¢ znanja* (Unity Through
Knowledge Fund, UKF) u ukupnom iznosu od
1,800.000 kuna. U studenom prosle godine odrzan
je 1 Prvi medunarodni simpozij o kroni¢noj reakciji
transplantata protiv primatelja i dugoro¢nim kom-
plikacijama nakon transplantacije krvotvornih ma-
ti¢nih stanica u organizaciji Zavoda za hematologiju
KBC-a Zagreb, Nacionalnog instituta za rak iz SAD
1 KROHEM-a.

Sve u svemu KROHEM 7Zivi punim Zivotom,
raste 1 razvija se, napreduje kvantitativno i kvalita-
tivno zahvaljuju¢i motiviranosti i entuzijazmu svih
¢lanova 1 voditelja skupina. Uprava KROHEM-a
vrlo vrijedno obavlja sve administrativne poslove,
mnos$tvo ugovora, prikupljanja sredstava za rad
KROHEM-a, organiziranje sastanaka dva puta
godiSnje, osigurava edukaciju i prisustvovanje na
struénim 1 znanstvenim skupovima brojnim ¢lano-
vima. Napredak hrvatske hematologije i ujednace-
nost pristupa lijecenja u svim regijama je evidentan
no jos$ uvijek postoji prostora za vecu implementaci-
ju dogovorenih dijagnostickih i terapijskih standar-
da i algoritama.

Svjestan opterecenja koje nosi svakodnevni rad s
bolesnicima pozivam opet sve ¢lanove na Sto aktiv-
nije sudjelovanje u radu KROHEM-a, pri ¢emu svat-
ko doprinosi kolektivhom napretku, a pojedinacno
moze naci potvrdu svoga rada i samoga sebe.

Predsjednik KROHEM-a
Prof. dr. sc. Damir Nemet
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Uvod

Imunofenotipizacija je rutinska laboratorijska me-
toda za dijagnostiku, klasifikaciju 1 prac¢enje bolesti
krvotvornog sustava, posebice neoplasticnih prolife-
racija (1-3), a sve vecu primjenu nalazi i u dijagnostici
i pra¢enju monoklonskih gamapatija (MG) (4-5).

MG ¢ine Sirok spektar bolesti, od asimptomatske pri-
sutnosti malobrojne monoklonske populacije plazma-sta-
nica (PS) pa sve do potpune infiltracije koStane srzi zlo-
¢udnim plazma-stanicama u multiplom mijelomu (MM)
1 plazmocitnoj leukemiji (PCL). Zajednicko obiljezje
navedenim poremecajima jest prisutnost monoklonskog
proteina koji moZze biti u obliku intaktnog imunoglobuli-
na, imunoglobulinskih ulomaka ili slobodnih lakih lana-
ca imunoglobulina u serumu i/ili u urinu (4).

Za ocjenu veli¢ine tumorske mase, odnosno broja
monoklonskih plazma-stanica u bioloSkom materija-
lu rutinski se rabe morfoloske i imunopatohistoloske
metode, prije svega citoloSka analiza punktata koStane
srzi te patohistoloska i imunohistoloska analiza biop-
tata kosti. Imunofenotipizacija koStane srzi s pomocu
multiparametrijske protocne citometrije (MPC) sve do
nedavno bila je ograni¢ena uglavnom na klinicka istra-
zivanja i diferencijalnu dijagnostiku neuobicajenih ili
nejasnih slucajeva. Medutim, otkricem plazmocitnog
biljega CDI138/syndecana-1, kao i specificnih aberan-
tnih imunofenotipova plazma-stanica u MG-u omogu-
¢ena je preciznija protocnocitometrijska identifikacija i
razlikovanje aberantnih (monoklonskih) od normalnih
(poliklonskih) plazma-stanica, ¢ak i u onim slucajevi-
ma kad je njihov udio u uzorku vrlo malen (5, 6).

Vaznost protoCne citometrije u dijagnostici i pra-
¢enju MG-a moze se prema preporukama European
Myeloma Network 1 drugih istrazivaca (6-8) svrstati u
nekoliko kategorija (Tablica 1):

Tablica 1. Indikacije za primjenu multiparametrijske
protoéne citometrije u monoklonskim gamapatijama
(prema ref. 6-8)

Parametri mjereni

Klinicka primjena protoénom citometrijom

Diferencijalna dijagnoza:

- multipli mijelom (MM)

- monoklonska gamapatija
nepoznatog znacaja (MGUS)
- asimptomatski (,tinjajuci®)
MM

- neuobicajeni IgM+ MM

- ne-Hodgkinov limfom (NHL)
- reaktivna stanja

Udio plazma-stanica u
odnosu na ukupan broj
leukocita

Imunofenotip plazma-stanica
Klonalnost plazma-stanica
Udio aberantnih plazma-
stanica u odnosu na ukupan
broj plazma-stanica

Otkrivanje prognostickih
biliega u simptomatskom
mijelomu

Izrazaj specificnih antigena
na aberantnim plazma-
stanicama:

npr. CD45/CD56/CD117/
CD28

Predvidanje tijeka bolesti
u bolesnika s MGNZ-om i
asimptomatskim mijelomom

Udio aberantnih plazma-
stanica u odnosu na ukupan
broj plazma-stanica

Odredivanje minimalne
ostatne bolesti u bolesnika
s MM-om tijekom terapije

i odredivanje ,striktnog“
kompletnog odgovora (sCR)

Udio plazma-stanica s
aberantnim imunofenotipom i
citoplazmatskih /A u odnosu
na ukupan broj leukocita ili
plazma-stanica

1. diferencijalnu dijagnostiku MM-a i drugih
poremecaja plazma-stanica, uklju¢ujuci ne-
Hodgkinov limfom (limfoplazmocitni tip), kao 1
dijagnostiku neuobic¢ajnog IgM+ oblika MM-a;

2. utvrdivanja prognostickog znacaja podskupina
simptomatskog MM-a, kao i otkrivanje
prognostickih biljega povezanih s rizikom
progresije bolesti u slu¢ajevima monoklonske
gamapatije neutvrdenog znacaja (MGUS, prema
engl. monoclonal gammopathia of undetermined
significance) i asimptomatskog ili tzv. ,tinjaju¢eg"
(engl. smoldering) mijeloma (aMM);

3. pracenje terapijskog odgovora mjerenjem udjela
minimalne ostatne bolesti (MRD, prema engl.
minimal residual disease) s ciljem odredivanja
imunofenotipske, odnosno striktne kompletne
remisije prema smjernicama International
Myeloma Working Group (9).

I. Protoc¢na citometrija u dijagnostici mijeloma i
srodnih bolesti

Proto¢nocitometrijska imunofenotipizacija ima
jedinstvene karakteristike i prednosti u odnosu na
druge dijagnosticke metode za identifikaciju i anali-
zu plazma-stanica. Pove¢anjem liste klinic¢ki korisnih

Bilten KROHEMA — Vol. 6, br. 1
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1 komercijalno dostupnih monoklonskih protutijela,
kao i razvojem suvremenih digitalnih proto¢nih cito-
metara opremljenih s 2-3 lasera, uz veliki broj novih
kompatibilnih fluorokroma i sofisticiranih analitickih
programa omoguceno je istovremeno mjerenje vise od
6 stanic¢nih biljega i analiza vrlo kompleksnih imuno-
fenotipskih profila i do milijun stanica u kratkom vre-
menu (10).

Za otkrivanje 1 odredivanje brojnosti plazma-sta-
nica proto¢nom citometrijom potrebna su minimalno
dva biljega (CD38 i1 CD138), a za otkrivanje aberant-

nih plazma-stanica, odnosno diferencijalnu dijagno-
stiku 1 odredivanje MRD-a broj biljega, tj. analizi-
ranih parametara moze se povecati na 10-12 (4-7). U
cilju standardizacije i validacije proto¢ne citometrije
u dijagnostici plazmocitnih neoplazmi, europski kon-
zorcij EuroFlow dao je detaljne preporuke za analizu
plazma-stanica. Prema tim preporukama, rabe se dva
panela monoklonskih protutijela, svaki s po 8 biljega/
fluorokroma, Sto ¢ini sveukupno 12 razli¢itih biljega
(Tablica 2.) (10-11).

Tablica 2. EuroFlow-paneli za klasifikaciju i karakterizaciju monoklonskih gamapatija (prema ref. 11)

Fluorokromi
Epruveta PacB PacO FITC PE PerCPCy5.5 PECy7 APC APCHY7
Biljezi
1 CD45 CD138 CD38 CD56 32-mikro CD19  cylgk cylgA
2 CD45 CD138 CD38 CD28 CD27 CD19 CD117 CD81

Epruveta #1 sluzi za otkrivanje i razlikovanje normalnih i aberantnih (klonskih) plazma-stanica, a epruveta
#2 za dodatnu evaluaciju biljega s potencijalnim prognosti¢kim znacenjem, kao i za odredivanje ostatne bolesti

Navedenim panelima moguca je pouzdana i tocna
identifikacija 1 kvantifikacija plazma-stanica, razliko-
vanje normalnih/reaktivnih i aberantnih plazma-sta-
nica, analiza njihovog omjera, kao i otkrivanje biljega
s prognostickim znacenjem. Okosnicu (engl. backbo-
ne) oba panela ¢ine biljezi CD19, CD38, CD138 1 CD45
u kombinaciji s fizickim parametrima (velicinom/
FSC i zrnato$¢u/SSC) stanica. Izrazaj biljega CD38 u
kombinaciji s biljegom CD138 sluzi za identifikaciju i
kvantifikaciju plazma-stanica ¢iji se fenotip dodatno
analizira ostalim biljezima u panelu. Pri tome normal-
ne plazma-stanice imaju malene vrijednosti fizickih

parametara (veliCine/FSC 1 zrnatosti/SSC), jak izra-
zaj CD38 kao i CD19+CD56- fenotip. Nasuprot tome,
aberantne plazma-stanice pokazuju vece vrijednosti
fizickih parametara, slabiji izrazaj CD38, kao 1 CD19-
CD56+ ili (rjede) CD19-CD56- fenotip, uz varijabilni
izrazaj CD45. Drugi biljezi u panelu sluze za dodat-
nu karakterizaciju aberantnih imunofenotipova koji
se najcesc¢e ocCitavaju kao: 1) smanjeni izrazaj CDI19,
CD27, CD38, CD45 i CDSI; 2) prekomjerni izrazaj
CD28 i CD56; 1 3) asinkroni izrazaj CD20 i CDI117,
kao i membranskog Ig (Tablica 3.) (5-10).

Tablica 3. Vaznost dodatnih biljega plazma-stanica u dijagnostici i praéenju monoklonskih gamapatija

(prema ref. 6-8,11)

- lzrazaj na normalnim Izrazaj na Bolesnici S _\_Iaznost_za _
Biljeg . abnormalnim abnormalnim dijagnostiku i
plazma-stanicama - N o P

plazma-stanicama izrazajem (%) praéenje
CD19 Pozitivan (>70%) Negativan 95% Neophodan
CD56 Negativan (<15%) Jako pozitivan 75% Neophodan
CD117 Negativan (0%) Pozitivan 30% Preporucen
CD20 Negativan (0%) Pozitivan 30% Preporucen
CD28 Slabo pozitivan (<15%) Jako pozitivan 15-45% Preporucen
CD27 Jako pozitivan (100%) Slab/negativan 40-50% Preporucen
CD81 Pozitivan (100%) Slab/negativan Predlozen

Biljezi u 1. epruveti (CD56, B2-mikroglobulin, ci-
toplazmatski Igk 1 IgA) zajedno s okosnicom mogu se
koristiti samostalno ili kao primarni (inicijalni) panel
u metodi dva koraka za dokaz monoklonalnosti teme-

ljem restrikcije citoplazmatskih Igk ili IgA, kao 1 ana-
lizu biljega s potencijalnim prognostickim znacenjem
(B2-mikroglobulin). Biljezi u 2. epruveti (CD27, CD28,
CDS8I 1 CDI117) ¢€ine tzv. sekundarni panel i predstav-
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ljaju dodatnu opciju za analizu imunofenotipskih abe-
racija koje se mogu rabiti za odredivanje MRD-a, od-
nosno za pracenje terapijskog odgovora (11).

Navedeni dijagnosticki paneli mogu se koristiti
1 u kombinaciji s panelima za dijagnostiku 1 klasifi-
kaciju zrelih B-limfoproliferacija. Na ovaj je nacin
moguca dodatna analiza monoklonskih B-limfocita
u limfoplazmocitnom limfomu u bolesnika s makro-
globulinemijom Waldenstrom s infiltracijom koStane
srzi limfocitima, plazma-stanicama i plazmacitoidnim
limfocitima (7-8,11).

2. Dijagnosticki i prognosticki znacaj protocne
citometrije u monoklonskim gamapatijama

Kvantifikacija plazma stanica

Udio plazma-stanica mjeren proto¢nom citometri-
jom pokazuje znacajno nize vrijednosti u odnosu na ci-
tomorfolosku analizu. Hemodilucija uzorka pri punk-
ciji koStane srzi smatra se glavnim uzrokom/razlogom
ovih razlika, zbog ¢ega bi uzimanje uzorka aspirata
kostane srzi za proto¢nocitometrijsku analizu treba-
lo prethoditi aspiratu za citomorfoloSku dijagnostiku.
Gubitak plazma-stanica moZe nastati i zbog njihove
adherencije na koStane spikule za vrijeme izolacije sta-
nica kod pripreme i obiljezavanja uzorka. Na kraju, ne
smije se zanemariti vijabilnost stanica u bioloSkom ma-
terijalu u kojem je pokazano brzo nestajanje CD138 na
apoptoticnim plazma-stanicama (4,6). Medutim, iako
citometrija daje manji udio plazma-stanica u odnosu
na citomorfologiju, pokazana je pozitivna korelacija
rezultata obiju metoda. Stovise, u nekim je studijama
udio ukupnih plazma-stanica u koStanoj srzi odreden
proto¢nom citometrijom predstavljao nezavisni pro-
gnosticki ¢imbenik za sveukupno prezivljenje (5).

Razlikovanju MGUS od MM pri dijagnozi

Izrazaj biljega CD19 i CD56 na plazma-stanicama
u monoklonskim gamapatijama pomaze u razlikova-
nju normalnih od malignih plazma-stanica i pomaze
u diferencijalnoj dijagnostici MGUS, MM, ekstra-
medularnog plazmocitoma i plazmocitne leukemije
(PCL) (5-8). Primjerice, u koStanoj srzi bolesnika s
MGUS-om i MM-om istovremeno se nalaze normalne
1 aberantne plazma-stanice, ali s razli¢itim udjelom:
>5% normalnih plazma-stanica u odnosu na sve plaz-
ma-stanice koStane srzi nalazimo u >80% bolesnika s
MGUS-om i <15% bolesnika sa simptomatskim MM-
om Stoga se nalaz >5% rezidualnih normalnih, poli-
klonskih plazma-stanica u plazmocitnom odjeljku ko-
Stane srzi smatra parametrom za razlikovanje MGUS-a
od MM-a pri dijagnozi.

Diferencijalna dijagnoza MM i LPL

Biljezi CDI19, CD56 1 CD138 su korisni u diferen-
cijalnoj dijagnosticic MM-a i limfoplazmocitoidnog
limfoma (LPL), kao i neuobicajenog (IgM+) obli-
ka MM-a. Monoklonske B-stanice u LPL (obi¢no
CD19+CD20+IgM+kappa+ ili lambda+) ne izrazava-
ju CDI38, dok istovremeno plazma-stanice pokazuju
jak izrazaj biljega B-stanica CDI9 (7-8). IgM+ MM
predstavlja prijelazni oblik izmedu MM-a i LPL-a s
najcesce opisanim fenotipom CD20-CD56-CD117- (8).

Predvidanje rizika progresije bolesti

Nalaz rezidualnih normalnih, poliklonskih PS-a
moze biti znacajan predskazatelj tijeka bolesti, od-
nosno rizika progresije MGUS-a i aMM-a u simpto-
matsku bolest (5,8). Opcenito, nalaz >5% normalnih
plazma-stanica u plazmocitnom odjeljku kostane srzi
povezuje s nizim rizikom za progresiju bolesti. Pri-
mjerice, stopa progresije MGUS-a iznosila je 5% u bo-
lesnika s >5% normalnih PS-a u plazmocitnom odjelj-
ku kostane srzi, naspram 25% u bolesnika s nalazom
<5% normalnih PS-a u odnosu na ukupan broj PS-a u
koStanoj srzi.

Nadalje, bolesnici sa simptomatskim MM-om koji
pri dijagnozi imaju >5% normalnih plazma-stanica u
plazmocitnom odjeljku imaju jedinstvena klinicka, bi-
oloska i citogenetska svojstva (5,8). To su prije svega
manji ukupni broj plazma-stanica u koStanoj srzi, vise
vrijednosti hemoglobina, niZe vrijednosti M-kompo-
nente, manju ucestalost prognosti¢ki nepovoljnih cito-
genetickih aberacija t(4;14), t(14;16) i del(17p). Navede-
ni bolesnici pokazuju bolji odgovor na terapiju i lijece-
nje autolognom transplantacijom krvotvornih mati¢nih
stanica kao 1 bolje sveukupno prezivljenje (4, 5,8).

Razina izrazaja CD27 podjednaka je na normalnim
plazma-stanicama i onima u MGUS-u, dok se gubitak
CD27 povezuje s progresijom bolesti i obicno je pra-
¢en gubitkom biljega CD19 (8).

Prognosticki znacaj biljega plazma-stanica

U odnosu na prognozu, pokazano je da izrazaj bi-
ljega CD19, CD28 1 CD117 na aberantnim plazma-sta-
nicama nosi odredenu prognosticku informaciju (8).
Pri tome je izrazaj CDI9 1 CD28 povezan s kra¢im
trajanjem prezivljenja bez znakova progresije i uku-
pnog prezivljenja u bolesnika s MM-om. Jak izrazaj
CD28 takoder se nalazi u ~60% bolesnika s medular-
nim relapsom 1 >90% s ekstramedularnim relapsom.

Biljeg CDI117 nije izrazen na normalnim plaz-
ma-stanicama, ali se nalazi u ~30% bolesnika s
MGUS-om i MM-om (5,7-8). Izrazaj CD117 kao i 2-
mikroglobulina povezan je s boljom prognozom pri
¢emu ekspresija f2-mikroglobulina na plazmocitnoj
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membrani negativno korelira s njegovim serumskim
vrijednostima, $to ga ¢ini potencijalno vaznim progno-
stickim biljegom (4,11). Noviji podaci govore da je gu-
bitak CD117 pracen pojavom biljega CD200 i CD221
na malignim stanicama i progresijom bolesti $to ih ¢ini
potencijalnim prognostickim pokazateljima (8).

Mjesto i znacenje drugih biljega u MM-u jos uvijek
nije jednoznacno odredeno (7-8). To se posebice odno-
si na izrazaj biljega CD45 1 CD56, za koje postoje pro-
turjecni podaci. Pojedina izvjes¢a povezuju neizrazaj
CD45 s losim ishodom i1 ukupnim prezivljenjem §to se
objasnjava drugim intrinzi¢nim ¢imbenicima biolos-
kog ponasanja, ukljucujuci ploidnost i/ili stopu proli-
feracije malignih stanica.

Liticke lezije kostiju i izraZaj CD56/NCAM

Izrazaj biljega CD56/NCAM na malignim plazma-
stanicama korelira s nalazom kostanih lezija u bole-
snika s MM-om, pri ¢emu se izrazaj CD56 nalazi u
gotovo 70% bolesnika s MM-om i svega 7% bolesnika
s MGUS-om (8).

Detekcija cirkulirajuéih plazma-stanica

Unato¢ nizim vrijednostima broja plazma-stani-
ca u odnosu na citologiju, velika osjetljivost proto¢ne
citometrije omogucuje otkrivanje vrlo malenog broja
cirkuliraju¢ih monoklonskih plazma-stanica u perifer-
noj krvi koje su pokazatelj aktivnosti bolesti i vazan
neovisni prognosticki ¢imbenik u bolesnika s MG-om.
Ovom je metodom moguce otkriti i monoklonske plaz-
ma-stanice u produktima leukafereze iz mobilizirane
periferne krvi bolesnika predvidenih za autolognu
transplantaciju krvotvornih mati¢nih stanicama (5,8).

Dijagnostika plazmocitne leukemije

Povecani relativni (>20%) i/ili apsolutni broj
(>2x10°/L) cirkulirajucih plazma-stanica sluzi kao di-
jagnosticki kriterij plazmocitne leukemije (PCL) (5,8).
Iako su klinicke znacajke MM-a i PCL-a sli¢ne, te dvi-
je bolesti predstavljaju razlicite entitete. Razlika po-
stoji 1 u imunofenotipu malignih stanica: biljezi CD56
1 CD117 su obi¢no negativni, a izrazaj CD20 ¢esci je u
PCL-u nego u MM-u (5-8). Dodatno razlikovanje pri-
marne od sekundarne PCL-a omogucuje biljeg CD28
koji je izrazen u 33% bolesnika s primarnom PCL-om
190% bolesnika sa sekundarnom PCL-om (8).

3. Procjena odgovora na terapiju - minimalna
ostatna bolest

Ucinak lijecenja neoplazmi krvotvornog sustava
procjenjuje se na temelju kriterija za postizanje remisi-
je bolesti pri ¢emu vaznu ulogu ima i osjetljivost testa
za mjerenje udjela ostatnih neoplasti¢nih stanica, od-
nosno odredivanja minimalne ostatne bolesti (MRD).

Odredivanje MRD-a tijekom lijeCenja predstavlja va-
zan prognosticki faktor za tijek i ishod bolesti, a upra-
vo su klinicke studije ALL-a u djece medu prvima
pokazale MRD kao vazan pokazatelj ranog odgovora
na lijecenje i1 jedan od najvaznijih ¢imbenika rizika za
relaps bolesti (13).

U monoklonskim gamapatijama dobro je poznata
¢injenica da konvencionalni parametri, kao Sto su ci-
tologija koStane srzi i serumska razina imunoglobu-
lina nisu dovoljno osjetljivi pokazatelji odgovora na
lijecenje (5-8). Nasuprot tome, protocna citometrija
ima razinu osjetljivosti od 10 (detekcija 1 aberantne
stanice na 10.000 stanica u uzorku), a metoda PCR
<107 (5,8,14). Medutim, proto¢na citometrija se moze
primijeniti u znatno vec¢em broju bolesnika (80-90%),
jeftinija je i vremenski manje zahtijevna od metode
PCR. U tom je smislu zanimljiv podatak da su odre-
divanje minimalne ostatne bolesti u MM-u pojedini
autori proglasili jednim od pet najvaznijih skorasnjih
postignu¢a hematopatologije (15)!

Obje metode trenutno se rabe za otkrivanje i razli-
kovanje dviju rizi¢nih skupina bolesnika MM-a na te-
melju udjela aberantnih plazma-stanica u uzorku, pri
¢emu nalaz <10 (<0,01%) aberantnih plazma-stanica
na ukupan broj stanica u ispitivanom uzorku koStane
srzi definira tzv. imunofenotipsku remisiju. Drugim
tijeCima, nalaz <10 stanica (MRD-neg. status) pred-
stavlja mali rizik, a nalaz >10-*aberantnih plazma-sta-
nica (MRD-poz. status) veliki rizik za progresiju bole-
sti 1 krac¢e sveukupno prezivljenje (8,13,15). Odsutnost
MRD, odnosno imunofenotipska remisija najrelevan-
tniji je neovisni prognosticki ¢imbenik u bolesnika li-
jecenih visokim dozama melfalana i transplantacijom
autolognih krvotvornih mati¢nih stanica pri ¢emu se
stratifikacija rizika prema razini MRD-a odreduje tri
mjeseca nakon transplantacije (14). Rezultati nedavno
objavljenih studija dodatno potvrduju klinicko znace-
nje proto¢nocitometrijskog odredivanja MRD-a u bo-
lesnika s MM-om na razini 10 (16-17).

Znacaj protocne citometrije u odredivanju MRD-a
za procjenu ucinka terapije i prognozu bolesti dodat-
no je potvrdila The International Myeloma Working
Group uvrstivsi taj parametar kao kriterij za definiciju
striktnog kompletnog odgovora (sCR) (9). Pored osta-
log, sCR zahtijeva odsutnost aberantnih/monoklon-
skih plazma-stanica protocnocitometrijskom analizom
minimalno 10° stanica koStane srzi, kao i normalan
omjer slobodnih lakih lanaca u serumu (5,9).

S metodoloskog aspekta, pouzdana procjena mini-
malne ostatne bolesti zahtijeva detekciju najmanje 100
aberantnih/malignih PS-a na milijun stanica u uzorku
(osjetljivost 0,01%) Sto je svakako otezano u ,,suhim®
aspiratima, kao i slucaju slabe celularnosti kostane
srzi (5,8,9). S primjenom osmerostrukog bojenja sta-
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nica (kao npr. s panelom EuroFlow) za oc¢ekivati jo§
vecu specifiénost i osjetljivost metode, na razini <10°.

Imunofenotipizacija monoklonskih gamapatija u
nas

Iz gore navedenog se moze jasno iscitati zahtjev za
standardiziranim proto¢nocitometrijskim pristupom
u dijagnostici monoklonskih gamapatija. Pri tome je
vazno istaknuti da imunofenotipizacija primjenom
ograni¢enog broja biljega/parametara (npr. <4-stru-
ko bojanje) na obi¢no malom broju plazma-stanica u
uzorcima kostane srzi nije u mogucnosti otkriti mo-
noklonske plazma-stanice, niti specificno razlikovati
normalne od aberantnih plazma-stanica, a pogotovo
ne u cilju odredivanja minimalne ostatne bolesti. Nove
generacije proto¢nih citometara s tri lasera i moguc-
noS¢u istodobne analize najmanje 6, a optimalno 8
boja/biljega povecavaju osjetljivost i specificnost me-
todologije, Sto proto¢nu citometriju stavlja u polozaj
nezaobilazne tehnike za rutinsku dijagnosticku obra-
du i pracenje bolesnika s MG-om.

Suvremenih klini¢kih citometara s 8 boja u Hrvat-
skoj jo$§ uvijek nema, pa su mogucnosti imunofeno-
tipske dijagnostike ograniceni i svedeni na 4-6 boja,
ovisno o laboratoriju. Stoga je za tocnu i pouzdanu di-
jagnostiku i pra¢enje monoklonskih gamapatija, osim
nabave odgovarajuce opreme, reagencija i sofisticira-
nih ra¢unalnih programa potrebna i edukacija analiti-
¢ara 1 klini€ara o moguénostima i dometima protocne
citometrije u svakodnevnom rutinskom radu kako bi
se na najbolji mogu¢i nain implementirale najnovije
preporuke struke.

10

PercP-»

=S

TD4s

?n

Slika 1. Aspirat koStane srii: aberantne (mijelomske)
plazma-stanice prikazane su crvenom, rezidualne
normalne plazma-stanice plavom, a sve ostale stanice
hematopoeze sivom bojom. Normalne i mijelomske
plazma-stanice izraZavaju biljeg CD138. Za razliku
od normalnih plazma-stanica, mijelomske plazma-
stanice pokazuju aberacije u vidu izraZaja biljega
NK-stanica CD56 i neizraZaja pan-leukocitnog
biljega CD45. Analiza je ucinjena s pomodcu citometra
BD FACS Calibur i programa Paint-A-Gate (BD
Biosciences).
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Registar oboljelih od multiplog mijeloma i bolesti
plazma stanica aktivan je ve¢ 5 godina, od listopa-
da 2008. godine. U tom periodu registar je redovito
predstavljan na sastancima Hrvatske kooperativne
grupe za hematoloske bolesti (Krohem) te radnim
skupinama za multipli mijelom unutar Krohem-a,
na kojima se izvjeStavalo o stanju u registru, raspra-
vljalo se o nedostatcima, od kojih su neki i ispravlj-
eni. Posljednji put o registru s e raspravljalo u veljaci
2013. godine na sastanku radne skupine za multipli
mijelom te ponovno u svibnju 2013. na redovnom
sastanku Krohem-a. Na navedenim sastancima
predstavljena je statisticka analiza podataka, ovog
puta ne samo epidemioloski podaci ve¢ se pokusalo
provesti pravu statisticku analizu prezivljenja t;.
korelaciju pojedinih laboratorijskih parametara i
prezivljenja. Dobiveni su sljede¢i rezultati.

Do veljace 2013. godine u registar je upisano uku-
pno 944 bolesnika, kako je prikazano u Tablici 1.

CENTAR " BOLESNIKA
KBC Zagreb 180
KBC Split 111
KB Merkur 9
KBC Rijeka 77
KBC Osijek 77
KBC “Sestre milosrdnice” 55
OB Koprivnica 54
OB Sibenik 49
OB Varazdin 48
KB Dubrava 46
OB Dubrovnik 32
OB Karlovac 30
OB Slavonski Brod 24
OB Pula 19
OB Svati Duh 14

OB Sisak 13
OB Virovitica 12
OB Cakovec

OB Zadar 5
OB Pozega 0
UKUPNO 944

Tablica 1.: Broj upisanih bolesnika po centrima.

Upravo zahvaljuju¢i trajnom i redovitom pred-
stavljanju registra, motivaciji i predanosti svih
ukljucenih, registar biljezi stalni porast broja upisa-
nih bolesnika i1 podataka, §to zorno prikazuje slika
(Slika 1.).
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Slika 1.: Unos podataka u registar.

Analizom podataka prema dobi i spolu dobiveni
su sljede¢i podaci: u registar je upisano 470 bolesni-
ka 1 474 bolesnice, u rasponu dobi od 29 do 89,7 go-
dina, s o¢ekivanim medijanom dobi od 67,28 godina.
Ocekivano, upisano je najvise bolesnika s multiplim
mijelomom (852), slijede bolesnici s MGUS-om (55),
plazmocitnom leukemijom (6), bolesti lakih lanaca
(11), Waldenstromovom makroglobulinemijom (15),
bolesti teskih lanaca (1) i amiloidozom (2) te 2 bole-
snika kod kojih pod kategorijom dijagnoza oznace-
no “drugo” (Slika 2.).

1% 0% 0% oo,
0%

1%

6%

= Multiplimijelom
MGUS

m Plazmocitna leukemij
Bolestlakih lanca

m Bolestte3kih lanaca

m Amiloidoza

m Waldenstrom

m Drugo

Slika 2.: Podjela po dijagnozama.
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Prema stadiju bolesti najvec¢i broj bolesnika je
bio stadija III prema Durie-Salmonovoj klasifikaci-
ji, odnosno stadija I prema ISS klasifikaciji. U kate-
goriji klasifikacija je ispravljen i nedostatak, a to je
da je prije, sam registar dodjeljivao stadij I ako se
podatak nije promijenio kod unosa, $to je vrijedilo 1
za sve dijagnoze. Greska je ispravljena dodavanjem
kategorije 0 koja je automatski dodijeljena bez obzi-
ra na dijagnozu, a tek ako se radi o bolesniku s mul-
tiplim mijelomom, klasifikacija se promjeni u odgo-
varajuci stadij. Medutim, ovom promjenom pojavio
se novi nedostatak, a to je da sada u registru postoje
bolesnici s multiplim mijelomom i klasifikacijom 0,
tj. nepoznatim stadijem bolesti. Naravno, ovaj nedo-
statak se moze lako ispraviti azuriranjem podataka
kod ve¢ unesenih bolesnika tj. tocnim unosom kod
unosenja podataka za novog bolesnika (Slika 3.).
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Slika 3.: Podjela bolesnika prema stadiju bolesti.

Kao $to je ve¢ reCeno, ucinjena je statisticka ana-
liza podataka u registru kojom se pokusalo dobiti
detaljniji uvid u populaciju bolesnika s multiplim
mijelomom, aliiuunesene podatke. Analiza je poka-
zala jos neke nedostatke 1 greske koje je potrebno is-
praviti. Na primjer, obradom podataka za vrijednost
hemoglobina kod dijagnoze dobiven je medijan od
40 g/L s rasponom od 0.01 do 173 g/L. Dobivene
vrijednosti o€ito su posljedica pogresaka prilikom
unosenja vrijednosti u registar, a prociS¢avanjem
podataka tj. cenzuriranjem onih podataka koji jako
odstupaju od mogucih i/ili o¢ekivanih vrijednosti
dobiven je medijan za vrijednost hemoglobina od
108 g/L. Slicno je 1 s drugim laboratorijskim po-
dacima Sto je prikazano u tablici 2. Napominjemo

takoder da za neke bolesnike nisu unesene sve labo-
ratorijske vrijednosti.

Ucinjena je i analiza prezivljenja za sve bolesnike
u registru neovisno o dijagnozi i dobiven je rezultat
da neki bolesnici (skoro 20%) imaju prezivljenje vise
od 600 mjeseci (Slika 4.). Naravno, ponovno se radi
o gresci prilikom unosenja podataka; najvjerojatnije
je zabunom datum rodenja upisan kao datum dija-
gnoze i/ili su datum pracenja i datum postavljanja
dijagnoze zamijenjeni. Za najvecu grupu bolesnika,
one s multiplim mijelomom, baza podataka je proci-
S¢ena te potom ucinjena analiza prezivljenja prema
kojoj je medijan prezivljenja oko 60 mjeseci (Slika
5.), Sto odgovara i1 podacima u literaturi.

Overall survival
6

o 120 240 360

months

aso 600

Slika 4.: Ukupno preZivijenje svih bolesnika u
registru.

Overall survival

o 60 120

months

180 240

Slika 5.: PreZiviljenje bolesnika s multiplim mijelomom.

Od protokola u prvoj liniji terapiji, najéesce je pri-
mjenjivana polikemoterapija po VAD protokolu (301
bolesnik), potom slijedi MP/MPT protokol (231),
samo deksametazon (48) te ostali protokoli u malog
broja bolesnika (Slika 6.). Za velik broj bolesnika,
njih 230 nije upisan podatak o prvoj liniji terapije.

POKAZATELJ RASPON MEDIJAN KORIGIRANO BROJ BOLESNIKA
Hemoglobin (g/L) 0.01-173 40 108 700
Trombociti (x1079/L) 11-689 215 moguce tocne vrijednosti 693
Kalcij (mmol/L) 1-183 4.76 2.34 665
Albumin (g/L) 2.2-158 14.4 39 647
beta-2-mikroglobulin (mg/L) 1-88 4.04 moguce toc¢na vrijednost medijana 512

Tablica 2.: Analiza laboratorijskih vrijednosti.
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Slika 6.: Prva linija terapije u bolesnika s multiplim mijelomom.

1z svega navedenog vidljivo je da se registar bole-
snika oboljelih od bolesti plazma stanica kontinuira-
no upotpunjavao i razvijao, ali da su i dalje potrebni
ispravci i nadogradnja. Pod tim se prvenstveno misli
na azuriranje i ispravljanje unesenih podataka (kla-
sifikacije stadija bolesti, laboratorijski podaci, da-
tum rodenja, linija terapije), tocnija formulacija po-
jedinih polja 1 kategorija tj. dodavanje novih ako je
potrebno, kako bi se dobio to¢niji i kvalitetniji uvid
u karakteristike ove populacije bolesnika. Na kra-
ju zeljeli bismo zahvaliti informati¢arima Robertu
Kufneru i Miroslavu Dadi¢u na pomo¢i u prikuplja-
nju podataka iz registra.
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Prema klasifikaciji Svjetske zdravstvene organi-
zacije hematoloskih bolesti zrele B stani¢ne novo-
tvorine s plazmastanicnom diferencijacijom pred-
stavljaju heterogenu skupinu tumora s obzirom na
etiopatogenezu, klinicku sliku 1 terapijski odgovor,
no s vrlo slicnim morfoloskim i imunofenotipskim
obiljezjima (1). U ovu skupinu ubrajaju se: plazma-
blasti¢ni limfom (PBL), limfom marginalne zone
MALT-tipa, limfoplazmacitni limfom, imunobla-
sticna varijanta difuznog B velikostani¢nog lim-
foma (DLBCL NOS), plazmablasticna varijanta
ekstramedularnog plazmocitoma (PEMP) te ekstra-
medularni diseminirani oblik multiplog mijeloma
(EMMM) (1-5).

Izmedu opisanih entiteta najve¢i izazov pred-
stavlja razlikovanje PBL-a te PEMP-a i EMMM-a
(2-5). PBL predstavlja difuznu proliferaciju velikih
tumorskih stanica morfoloski slicnog izgleda B
imunoblastima izraZzavaju¢i medutim plazmastanic-
ni imunofenotip. Za razlikovanje PBL-a i PEMP-a
svakako je najvaznija ekspresija jednog od latentnih
gena EBV-EBERI metodom in sifu hibridizacije
(EBV-ISH) (2,4,5).

Samo na temelju morfoloske slike nemoguce je
razlikovati PEMP od EMMM-a te u takvim sluca-
jevima osim klinicke prezentacije moZe pomoc¢i i
dodatna imunohistokemijska 1 citogeneticka anali-
za. EMMM cesc¢e ima ekspresiju CD56, BCLI1 1 p53
u usporedbi s PEMP-om u kojem navedeni proteini
nisu izraZeni, 1 u kojeg se gotovo nikada ne nala-
zi translokacija t(11;14)(q13;q32).U primjerima dva-

ju bolesnika prikazujemo dijagnosti¢ke probleme 1
dvojbe koje se mogu pojaviti u ovoj skupini tumora.

Slucaj 1: Muskracuudobi od 29 godina ucinjena je
ekscizija koze veli¢ine 15:14:7 cm u podrucju sakru-
ma pod klinickom dijagnozom pilonidalnog sinusa.
Cijela debljina dermisa sve do baze resekcije proZeta
je tumorskim tkivom. Tumor je graden od atipi¢nih
velikih stanica, velikih jezgara s istaknutim nukle-
olima (Slika 1.). U pojedinim stanicama prisutno je
1 perinuklearno prosvjetljenje. Sve tumorske stani-
ce su EBERI pozitivne, a tek djelomi¢no CDI138 1
MUMI (Slika 2.). Svi ostali biljezi su bili negativni
(CD20, CD19, CD79a, PAXS, CD38, CD30, BCL6,
CDI10, ALK, CDS5, EMA, LCA, CD56, CD3, HH V-
8). Postavljena je dijagnoza PBL.

Slika 1. Velike atipicne stanice s istaknutim
eozinofilnim nukleolima — plazmablasti. (H&E, 400x)

Slika 2. Intranuklearna EBERI pozitivna reakcija.
(EBV-ISH, 200x)
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Laboratorijski niti klinicki nije bilo obiljezja
multiplog mijeloma, a bolesnik nije bio imunokom-
promitiran (HIV, lijekovi).

Za inicijalnu procjenu proSirenosti bolesti bole-
sniku je prema protokolu u¢injen PET-CT te je pro-
cijenjen klini¢ki stadij ITA (6). U bolesnika je prove-
deno 7 ciklusa kemoterapije po shemi DA-EPOCH
nakon koje je prema algoritmu procjene odgovora na
terapiju postignuta parcijalna remisija (6). U€injena
je 1 transplantacija autolognih mati¢nih krvotvornih
stanica, a nakon toga 1 radioterapija zahvacene pre-
sakralne regije. Nakon ponovljene reevaluacije bole-
snik je u kompletnoj remisiji 28 mjeseci (6).

EBERI pozitivitet tumorskih stanica uz morfo-
losko obiljezje (perinuklearno prosvjetljenje) vrlo je
vazan za dijagnozu PBL-a kao 1 za razlikovanje PBL-
a od imunoblasti¢ne varijante DLBCL NOS-a. Plaz-
mablasti¢ni limfom je rijedak tip DLBCL-a (manje
od 1% svih NHL) koji moZe imati identi¢na morfo-
loska obiljezja kao 1 imunoblasticni DLBCL NOS
uz plazmastani¢ni imunofenotip (CD20-, CD138+,
CD38+). Oralni tip PBL koji zahvaca usnu Supljinu
je najces¢i oblik PBL-a , dok je tzv. ne-oralni tip
PBL-a rijedak oblik, pojavljuje se izvan usne Suplji-
ne, moze zahvatiti koZu te su bolesnici naj¢eS¢e u
vrijeme postavljanja dijagnoze u klinickom stadiju
IV. EBERI je takoder jedini parametar za razliko-
vanje PBL-a prema PEMP-u. Potrebno je svakako
spomenuti da su opisani 1 slucajevi PEMP-a koji su
bili EBERI pozitivni §to joS viSe oteZava postavlja-
nje tocne dijagnoze.

Slucaj 2: Muskarac u dobi od 70 godina je za-
primljen u bolnicu zbog bezbolne Zutice. Tri godine
prije u¢injena mu je orhidektomija u svrhu lijecenja
karcinoma prostate. Klinickim pregledom utvrden
je infiltrat glave guSterace i mezokolona. Citolos-
kom punkcijom tankom iglom je postavljena sumnja
na limfom. Uc¢injena je abdominalna eksploracija u
svrhu koledohojejunoanastomoze i uzimanja uzora-
ka tumora glave gusSterace 1 mezokolona za patohi-
stoloSku analizu.

U oba uzorka tumor je graden od velikih atipic-
nih stanica s istaknutim nukleolima unutar velikih
jezgara, te oskudnih citoplazmi (Slika 3.). Imuno-
histokemijski tumorske stanice su CD138, CD38,
EMA 1 MUMI pozitivne dok su svi ostali biljezi bili
negativni (CD20, LCA, PAXS, CD79a, CD19, CD30,
EBERI1, HHV-8, CD56, BCLI1, p53). Postavljena je
dijagnoza plazmablasti¢nog ekstramedularnog plaz-
macitoma. Analizom citoloSkih razmaza aspirata

koStane srzi nadeno je 35% atipi¢nih, malih, dobro
diferenciranih plazma stanica citoloskog gradusa
I, koje su se morfoloski razlikovale od tumorskih
stanica u gusteraci 1 mezokolonu iako su izraZavale
istovjetni imunofenotip (Slika 4.).

Slika 4. Dobro diferencirane plazma stanice. Aspirat
kostane srZi. (May Griinwald Giemsa, 600x)

Laboratorijskom obradom i klini¢kim pregledom
bolesnika uocena je povisena vrijednost serumskog
beta, mikroglobulina, Bence Jones proteina u urinu
(lambda tipa). Nisu nadene osteoliti¢ke lezije kostiju.

U bolesnika je provedeno lijeCenje sa 6 ciklusa
kemoterapije po shemi CHOP. Reevaluacijom kosta-
ne srzi ve¢ nakon prva dva ciklusa nisu nadene tu-
morske plazma stanice. Mjesec dana nakon zavrset-
ka kemoterapije tumor promjera 1 cm pojavljuje se u
postoperativnom oziljku. Citoloski punktat tvorbe,
koji je analiziran i proto¢nom citometrijom, odgo-
vara homogenoj populaciji stanica CD38+, CD138+
s ekspresijom lakih lanaca tipa lambda. CT-om ab-
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domena prikazala se povecana tumorska tvorba u
podrucju hvatiSta mezeterija uz opsezan ascites. Pe-
riferni limfni ¢vorovi nisu bili povecani. Iznenadna
smrt je nastupila unutar 24 sati od primitka u bolni-
cu, osam mjeseci od postavljanja dijagnoze.

Istovremeno pojavljivanje plazmastani¢nog tu-
mora u kostanoj srzi, gusteraci i mezokolonu, iako
morfoloski razli¢itog stupnja diferenciranosti (do-
bro diferencirane plazma stanice vs. plazmablasti),
diferencijalno dijagnosticki ukazuje na otvoreno
pitanje EMMM-a i PEMP-a. Dodatna imunohisto-
kemijska (negativni p53, CD56 i BCL1) i molekular-
na obrada (ne nalazi se translokacija gena BCLI niti
gena c-MYC) u ovom slucaju vise govori u prilog
ekstramedularne diseminacije multiplog mijeloma
(EMMM).

Stanice EMMM-a kao posljedica direktnog Sire-
nja tumora iz osteolitickih lezija mogu imati slabiji
stupanj diferenciranosti no jos uvijek pokazuju mor-
foloska obiljezja plazma stanica (3). U EMMM-u me-
tastatskog tipa Sirenja plazma stanice obi¢no imaju
morfoloske karakteristike plazmablasta, te ne stva-
raju teSke lance imunoglobulina ve¢ luc¢e samo lake
lance imunoglobulina (3). Obi¢no takvi bolesnici
pokazuju dobar odgovor na konvencionalnu kemo-
terapiju u smislu redukcije tumora u koStanoj srzi
te smanjenu koli¢inu M-komponente u serumu (3).
Citogeneticke promjene u tumorskim plazma sta-
nicama nisu per se odgovorne za ekstramedularno
Sirenje bolesti (3). Moguénost uvodenja terapijskih
protokola za limfome u kombiniranom lijeCenju
bolesnika s EMMM-om u smjernice lijeCenja mul-
tiplog mijeloma predstavlja novi izazov u pristupu
bolesnika s EMMM-om (3). Prethodno razlozenim
pristupom tumorima s plazmablasticnom diferen-
cijacijom moze se re¢i da su zadovoljeni i kriteriji
Coloma i suradnika za tre¢i podtip tumora s plaz-
mablasticnom slikom istovremenog ili uzastopnog
pojavljivanja uz multipli mijelom te time josS jednom
potvrdili obiljezja heterogenosti i sli¢nosti ove sku-
pine tumora (2).
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Na prethodnom jesenskom sastanku KROHEM-
a u Svetom Martinu na Muri prikazani su prelimi-
narni podaci iz registra CELG-AML1 i KROHEM-
AMLI1 opservacijske studije s ukupno do tada uklju-
¢enih 60 bolesnika oboljelih od akutne mijeloi¢ne
leukemije (AML), od toga 50 iz hrvatskih, te 13 iz
jednog bugarskog centra (Slika 1.). Medijan dobi
bolesnika iznosio je 57 godina (raspon 20-84), bez
znacajne razlike prema spolu (Slika 2.), no razlici-
te dobne strukture u pojedinim centrima. Oko 50%
bolesnika pri dijagnozi bilo je procijenjenog opéeg
stanja ECOG 1 do 2. U 46 od 60 bolesnika pri di-
jagnozi ucinjen je klasi¢ni kariogram od kojih je 18
imalo citogenetske aberacije. U 31 bolesnika ucinjen
je FISH, a PCR kod njih 42.

Prema klasifikaciji Svjetske zdravstvene organi-
zacije (SZO) iz 2008. godine, 10 bolesnika imalo je
AML iz/sa znac¢ajkama mijelodisplazije, 9 bolesni-
ka AML s rekurentnim genetskim promjenama, a
za 5 bolesnika nije navedena dijagnoza prema SZO
(Slika 3.). Trideset 1 osam posto bolesnika klasifici-
rani su kao bolesnici s nepovoljnim rizikom (Slika
4.) prethodno provodenju indukcijske terapije. Kla-
sicnu indukcijsku terapiju sa standardnim dozama
citarabina uz antraciklin s ili bez etopozida primilo
je 65% bolesnika, 6% visoke doze citarabina, dok u
42% bolesnika terapija nije provedena (Slika 5.). Na
primijenjenu indukcijsku terapiju 34% 1 10 % bole-
snika odgovorilo je kompletnom, odnosno parcijal-
nom remisijom, dok za 36% bolesnika odgovor u tre-
nutku analize podataka nije bio poznat. Ponovnom
procjenom rizika prije provodenja konsolidacijske
kemoterapije, 5% bolesnika imalo je povoljan, 15%
intermedijarni, a 13% nepovoljni prognosticki rizik,
dok za 67% bolesnika podatak nije bio poznat (Slika
4.). Konsolidacijsku terapiju sa standardnim dozama
citarabina uz antraciklin primilo je 23% bolesnika,
a njih 8% visoke doze citarabina, dok za njih 50%
podatak o konsolidacijskoj terapiji nije poznat.

Analizom ovih preliminarnih podataka uocljive

su demografske razlike medu bolesnicima lijeceni-
ma u pojedinim centrima kao 1 terapijski pristup.
Ipak, radi se o evaluaciji podataka o bolesnicima
kod kojih potpuni podaci o lijeenju i odgovoru
objektivno i nisu mogli biti dostupni budu¢i da je
u znacajnog broja njih lijecenje u trenutku analize
jos bilo u tijeku. Kvalitetniji 1 potpuniji podaci u bu-
duénosti mogu pruziti vrijedne podatke o demograf-
skim osobitostima bolesnika, razli¢itim terapijskim
pristupima i njihovoj djelotvornosti, barem na razini
Republike Hrvatske.

Slika 1. Broj bolesnika u pojedinim Centrima
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Slika 3. Dijagnoza AML prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji

Slika 4. Procijenjeni rizik prije idukcije/konsolidacije

Pre-induction

Pre-consolidation
assesed risk

assesed risk

] [}

W Adverse H Adverse
DOFavorable Oravorable
W intermediate W intermediate

28
45,50%

Slika 5. Indukcijska terapija

Induction?
15
I
B DncE
3+7
WeTG + supportive therapy
CIHD Ara-C
HLD Ara-C
[ miniMICE
Mot done
10
=
=
5 ==
o
|8
5
n-—l I

T T T
KB Merkur KB Split KBC Zagreb Sofia
Registration Center

16 Bilten KROHEMA — Vol. 6, br. 1



K. Gjadrov Kuvezdi¢ i S. Ries

Prikaz citomorfoloskih dijagnoza akutnih leukemija u KBC-u Zagreb tijekom dva trogodi$nja perioda

Prikaz citomorfoloSkih dijagnoza akutnih leukemija u KBC-u Zagreb
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Klinicki bolnicki centar Zagreb

E-posta: kgjadrov@kbc-zagreb.hr

Uvod

U Klini¢koj jedinici za hematolosku, urolosku,
citologiju dojke 1 ORL citologiju od 2000.-te godine
citomorfoloske dijagnoze hematoloskih bolesti svr-
stavamo prema klasifikaciji mijeloi¢nih i limfoidnih
neoplazmi Svjetske zdravstvene organizacije (SZO).

Cilj rada bio je prikazati citomorfoloske dijagno-
ze akutnih leukemija izmedu dva trogodiSnja perio-
da: od 2006. do 2008. godine (prije objave 4. izdanja
SZ0 Kklasifikacije) 1 od 2011. do 31.10. 2013. godine.
Novina u posljednjem izdanju SZO klasifikacije je
izdvajanje veceg broja akutnih leukemija prema ci-
togenetickim 1 molekularnim promjenama koje se u
njima javljaju. Zeljeli smo istraziti kako se ta inje-
nica odrazava na kretanje postavljanih citomorfo-
loskih dijagnoza u nasoj klinickoj jedinici.

Bolesnici i metode

U istrazivanje su uvrsteni svi bolesnici bez ob-
zira na dob, ¢iji su uzorci koStane srzi analizirani
u nasoj klini¢koj jedinici i kojima je postavljena di-
jagnoza akutne leukemije. Pri punkciji koriStena je
igla “Perfectus” (Medax,ltalija) a punkcija je radena
na podrucju prsne kosti, prednje kriste ilijacne ko-
sti 1, rijetko, straznje kriste ilija¢ne kosti. Uz uzorak
kosStane srzi svim bolesnicima uzet je i uzorak pe-
riferne krvi. Uzroci naneseni na predmetna stakla
strandardno su bojani May- Gruenwald Giemsa bo-
jenjem (MGG); mijelogram je odreden udjelom po-
jedinih stanica u 500 izbrojanih stanica u uzorku, a
leukogram udjelom pojedinih stanica na 200 izbro-
janih stanica. Dijagnoza akutne leukemije postav-
ljena je pronalaskom viSe od 20% blasta u uzorku
kostane srzi ili pojavom blasta u razmazu periferne
krvi. Standardno je, u prvom trogodiSnjem periodu,
radeno pet citokemijskih analiza: mijeloperoksidaza
(MPO), sudan black B, periodic acid Shiff (PAS),
alfa-naftil-acetat esteraza (ANAE) 1 inhibicija na-

trijevim fluoridom; tijekom drugog trogodiSnjeg
perioda uveli smo 1 dodatnu citokemijsku analizu:
naftol-ASD-klor-acetat esterazu (CAE). U pojedi-
nim slucajevima akutnih leukemija s nisko dife-
renciranim citokemijski negativnim blastima, kao i
onima sa sumnjom na akutnu eritroidnu leukemiju
ili akutnu megakarioblasti¢nu leukemiju, primijeni-
li smo ograni¢eni imunocitokemijski panel: CD117,
iMPO, CD3,CD19, CD68, glikoforin, glikoprotein.
CitomorfoloSka dijagnoza podtipa akutne leukemije
postavljena je, u sluc¢aju akutnih mijeloi¢nih leuke-
mija, prema AML NOS (engl. nesvrstane drugamo),
s izuzetkom akutne promijelocitne leukemije 1 akut-
ne leukemije povezane s mijelodisplazijom; u slu-
¢aju akutnih leukemija limfaticne loze postavljane
su dijagnoze akutne limfoblasticne leukemije i Bur-
kittovog limfoma/leukemije; uz pojedine podtipove
AML NOS diferencijalno dijagnosti¢ki naznaceno
je da se moze raditi o AML-u s citogenetickom gres-
kom (t(8;21), t(6;9), inv16) ili molekularnom promje-
nom (FLT3-ITD mutacija). Rezultati su prikazani
deskriptivnim statistickim metodama.

Rezultati

Tijekom prvog trogodiSnjeg perioda analizirali
smo 8932 uzorka koStane srzi; dijagnozu akutne le-
ukemije postavili smo u 255 bolesnika, u 226 bole-
snika radilo se o de novo dijagnosticiranoj leukemiji
(178 odraslih bolesnika i 48 pedijatrijskih bolesni-
ka), a u 29 odraslih bolesnika postavili smo dija-
gnozu transformacije odnosno progresije iz ranije
poznate hematoloske bolesti (Tablica 1). U drugom
trogodisSnjem periodu (2011. do 31.10.2013.) anali-
zirali smo 8656 uzoraka koStanih srzi, a dijagnozu
akutne leukemije postavili smo u 214 bolesnika, u
njih 180 de novo (150 odraslih bolesnika i 43 pedija-
trijska bolesnika), a u 33 odrasla bolesnika i jednog
pedijatrijskog transformaciju odnosno progresiju iz
ranije poznate hematoloske bolesti (Tablica 1). Dija-
gnoze akutnih leukemija dijagnosticiranih u odra-
slih 1 pedijatrijskih bolesnika prema podtipovima u
oba trogodiSnja perioda prikazane su u Tablici 2 1 3.
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Tablica 1. Prikaz de novo dijagnosticiranih akutnih leukemija i transformacija/progresija iz ranije poznatih
hematolo$kih bolesti u dva trogodiSnja perioda

de novo transformacija/
(adult/ped) progresija(adult/ped)

2005 80(62/18) 12
2006 77(60/17) 8
2007 69(56/13) 9
ukupno 226(178/48) 29
2011 60(42/18) 16

2012 55(43/12) 11(10/1)
: dozgi_?; 0) 65(52/13) 7

ukupno 180(150/43) 34(33/1)

adult-odrasli bolesnici, ped-pedijatrijski bolesnici

Tablica 2. Prikaz podtipova de novo akutnih leukemija dijagnosticiranih u odraslih bolesnika

AML | AML | AML Ak Ak Ak Ak
min bez sa mije [ mo mo Ak Ak | AML/| Ly Bur
LA dif saz saz | APL mo bl cit eritr | meg | MDS bl kitt uk
2005 5 3 6 18 1 1 2 4 1 8 12 1 62
2006 2 5 11 13 2 4 4 3 1 7 6 2 60
2007 2 4 13 3 8 3 5 3 4 10 1 56
uk 9 8 21 44 6 13 9 12 5 19 28 4 178
2011 5 1 3" 9* 3 4 2 1 3 4 42
2012 3 1 3 12%” 4 5” 2 5 4 3 1 43
do 31.10.2013.| 3 4 13*” 4 4 6 1 7 9 52
uk 11 2 10 34 1" 16 6 13 1 1 14 16 2 137

*diferencijalno dijagnosticki: t(8;21), inv(16)

“diferencijalno dijagnosticki ,cup-like®

LA-nediferencirana leukemija, AML-akutna mijeloi¢na leukemija, min dif-minimalno diferencirana, bez saz-bez sazrijevanja, sa saz-sa sazri-
jevanjem, APL-akutna promijelocitna leukemija, Ak mijemo-akutna mijelo-monocitna leukemija, Ak mobl-akutna monoblasti¢na leukemia, Ak
mocit-akutna monocitna leukemija, Ak eritr-akutna eritroidna leukemija, Ak meg-akutna megakariocitna leukemija, AML/MDS-akutna leukemija
sa znacima mijelodisplazije, Ak Ly bl-akutna limfoblasti¢na leukemija, Burkitt- leukemija Burkittovog tipa, uk-ukupno

Tablica 3. Prikaz podtipova de novo akutnih leukemija dijagnosticiranih u pedijatrijskih bolesnika

Ak AML | AML Ak Ak Ak

Ly Bur min sa [ mijelo| mo mo Ak Ak

bl kitt dif saz mo bl cit eritro | mega uk
2005 15 1 1 1 18
2006 13 2 1 1 17
2007 13 13
uk 41 2 1 1 1 1 1 48
2011 17 1 18
2012 11 1 12
do31.10. 2013. 7 2 3 1 13
uk 35 1 2 3 1 1 43

*diferencijalno dijagnosticki: t(8;21)

Ak Ly bl-akutna limfoblasti¢na leukemija, Burkitt- leukemija Burkittovog tipa, AML-akutna mijeloi¢na leukemija, min dif-minimalno diferencirana,
sa saz-sa sazrijevanjem, Ak mijemo-akutna mijelo-monocitna leukemija, Ak mobl-akutna monoblasti¢na leukemia, Ak mocit-akutna monocitna
leukemija, Ak eritr-akutna eritroidna leukemija, Ak meg-akutna megakariocitna leukemija, uk-ukupno
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Rasprava

Nasi rezultati u drugom trogodisnjem periodu
odnosili su se na razdoblje od sije¢nja 2011. godi-
ne do kraja listopada 2013. godine. UvrStenjem
dodatne 353 analize koStane srzi unutar posljednja
dva mjeseca 2013. godine broj ukupno pregleda-
nih uzoraka koStane srzi popeo se na 9009, te mo-
zemo reci da je broj pregledanih uzoraka kosStane
srzi ostao nepromijenjen. U dodatnom periodu od
dva posljednja mjeseca 2013. dijagnosticirali smo 17
de novo akutnih leukemija, u 13 odraslih bolesni-
ka i ¢etvero djece (ukupno 82 u 2013. godini, 197 u
drugom trogodi$njem periodu). U drugom trogodis-
njem periodu ukupno je dijagnosticiran nesto nizi
broj akutnih leukemija nego u prvom trogodiSnjem
periodu, $to se moze dijelom objasniti dvama razlo-
zima. Jedan je renoviranje Zavoda za hematologiju
nasSe Klinike za unutarnje bolesti, kada su pojedini
bolesnici usmjeravani u druge bolnice; drugi razlog
¢ini dovrSenje specijalizacije iz klinicke citologije
kolega u Mostaru, ¢ime je smanjen broj upucenih
bolesnika na citomorfolosku dijagnostiku iz te bol-
nice. lako je ukupan broj dijagnosticiranih akutnih
leukemija u drugom trogodiSnjem periodu sniZen,
primijetili smo porast broja dijagnoza od 2011. do
2013. godine, narocito u 2013. godini (u odnosu na
2012. godinu do 31.10. dijagnosticirano je 10 akut-
nih leukemija vise, a ako se uvrste i posljednja dva
mjeseca 2013. ukupno 27 akutnih leukemija vise).
Odnos broja dijagnoza izmedu pedijatrijskih 1 odra-
slih bolesnika tijekom dva trogodi$nja perioda nije
se odve¢ mijenjao.

Ukupno je dijagnosticirano viSe transformacija/
progresija iz ranije poznatih hematoloskih bolesti u
drugom trogodisnjem periodu, za §to nemamo ade-
kvatno objasnjenje.

Pregledom razvrstanih podtipova akutnih leu-
kemija uocili smo, u drugom trogodisnjem periodu,
nizi broj pojedinih podtipova akutnih mijeloi¢nih
leukemija, poput akutne mijeloi¢cne leukemije bez
sazrijevanja i akutne mijeloi¢ne leukemije sa sazrije-
vanjem. To dijelom mozemo objasniti postavljanjem
diferencijalnih dijagnoza akutnih mijeloi¢nih leu-
kemija s citogenetickim greSkama, sukladno napu-
cima SZO klasifikacije. Tijekom godina primijetili
smo 1 porast broja dijagnosticiranih podtipova akut-
ne mijelo-monocitne leukemije, akutne monocitne 1
akutne monoblasti¢ne leukemije, pogotovo u odnosu
na akutne mijeloicne leukemije s 1 bez sazrijevanja,
tako da smo u rutinske citokemijske analize uvrstili
CAE; u drugom trogodisnjem periodu imali smo i
veci broj dijagnosticiranih akutnih promijelocitnih
leukemija, za Sto takoder nemamo objasnjenje.

Premda postoje odredene posebnosti u broju dija-
gnoza i podtipovima pojedinih akutnih leukemija, u
prikazu rezultata naSe klinicke jedinice nismo uocili
znacajnija odstupanja u odnosu na podatke navede-
ne u literaturi SZO klasifikacije.
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LijeCenje kronicne mijeloicne leukemije danas
je temeljeno na terapiji inhibitorima tirozin kina-
ze (TKI) kao ciljanom molekularnom terapijom.
Uvodenje terapije inhibitorima tirozin kinaze u li-
jec€enje kroni¢ne mijeloicne leukemije omogucilo je
dugotrajno prezivljenje bolesnika s kroni¢nom mi-
jeloi¢nom leukemijom, uz dobru kvalitetu Zivota.
Pracenjem molekularnog odgovora kod pacijenata
mozemo pratiti i djelotvornost lije¢enja te ukoliko
je potrebno promijeniti terapiju inhibitorima prve
generacije u inhibitore druge generacije. Studije ta-
koder pokazuju da otprilike polovica bolesnika koji
dugotrajno postizu duboki molekularni odgovor
mogu u slucaju prestanka terapije zadrzati dobar
molekularni odgovor usprkos prestanku lijecenja,
ali za sada se prekid terapije ne preporuca osim u
okviru studije. Kod nekih bolesnika s dugotrajnim
dubokim odgovorom, koji razviju teske nuspojave
tijekom lijecenja TKI, prekid terapije je moguca
opcija. Ovdje su prikazana cetiri bolesnika lije¢ena
kroni¢ne mijeloi¢ne leukemije u KBC Zagreb, Kli-
nici za unutarnje bolesti, Zavodu za hematologiju,
kod kojih je zbog razvoja nuspojava morala biti pre-
kinuta terapija inhibitorima tirozin kinaze, te njihov
daljnji tijek bolesti. Bolesnici su molekularno pra-
¢eni u prvih 6 mjeseci jednom mjesecno, drugih 6
mjeseci svakih 6 tjedana, te u drugoj godini prekida
terapije svaka 2 mjeseca.

Prvi pacijent je Zena, 57 godina kod koje je dija-
gnoza KML postavljena u dobi od 39 godina 1995.
godine a prezentirala se splenomegalijom i leukoci-
tozom. Ucinjenom dijagnostickom obradom potvr-
dena je dijagnoza kroni¢ne mijeloi¢ne leukemije s
translokacijom 9;22 u kariogramu, a PCR metodom
je dokazan b2a2 prijepis. Rizik je procijenjen prema
SOKAL-u 1,09 (I), HASFORD-u (EU) 738(I) i za-

poceta je terapija hidroksiurejom. Godinu dana ka-
snije u€injena je alogeni¢na transplantacija koStane
srzi od srodnog donora. Nakon transplantacije trajno
se prati minimalna rezidualna bolest PCR metodom.
Nakon uvodenja metode kvantitativnog PCR na-
stavljeno je ovom metodom te se registrira se porast
prijepisa ber-abl do 1,12%. Stoga je u veljaci 2010.
zapoceta terapija imatinibom. U daljnjem pracenju
svaka 3 mjeseca nakon 9 mjeseci ber-abl prijepis po-
staje nemjerljiv tj. dolazi do kompletne molekularne
remisije bolesti. Tijekom lijeenja imatinibom javlja
se neutropenija do gradusa III prema NCI, uz infek-
tivne komplikacije godinu dana kasnije kada je bo-
lesnica hospitalizirana radi pijelonefritisa. U stude-
nom 2012. se prekida terapija imatinibom mesilatom
nakon 2 godine kompletnog molekularnog odgovo-
ra. U daljnjem molekularnom pracenju bolesti (16
mjeseci pracenja) bolesnica je 1 dalje u kompletnom
molekularnom odgovoru, uz oporavak krvne slike,
bez znakova infekcije.

Nas drugi pacijent je Zena stara 83 godine. Di-
jagnoza KML-a je postavljena s 74 godine, kada se
bolesnica javila u hematolosku ambulantu radi le-
ukocitoze 1 splenomegalije. U kariogramu koStane
srzi metodom FISH nadeno je 57% Ph pozitivnih
stanica. Inicijalni SOKAL bio je 1,5 (H), HASFORD
(EU) 1644 (H). Zapoceta je terapija hidroksiurejom
a u 3. mjesecu 2005. imatinib mesilatom. Nakon
pocetka terapije kod bolesnice se detektira najprije
kompletan molekularni odgovor, a nakon poboljsa-
nja osjetljivosti testa trajno molekularni odgovor s
mjerljivim ber-abl prijepisom u nivou MR4,5. Radi
razvoja teSke simptomatske anemije u 9. mjesecu
2012. prekida se s terapijom. Pacijentica je i nakon
prekida i dalje u MR4- MR4,5 subjektivno bez tego-
ba, uz normalizaciju krvne slike.

Treca bolesnica je Zena stara 63. godine kod koje
je dijagnoza kroni¢ne mijeloi¢ne leukemije postav-
ljena 2000. g. u dobi od 49. godina. Prilikom pre-
zentacije bila je prisutna hepatosplenomegalija s
anemijom 1 leukocitozom. Kariogram koStane srzi
je pokazao pozitivnu translokaciju t(9,22), inicijalni
SOKAL je bio 1,74 (H), HASFORD (EU) 1115,3 (I).
Zapoceta je terapija interferonom te hidroksiurejom.
U 7. mjesecu 2002. g. uvodi se u terapiju imatinib
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mesilat. Najbolji terapijski odgovor koji je postignut
uz imatinib bio je kompletni citogenetski odgovor.
U 7. mjesecu 2006. dolazi do progresije bolesti, u
kariogramu koStane srzi vidljivo je 43% Ph pozitiv-
nih stanica, na $to je pove¢ana doza imatinib mesi-
lata na 600 mg/dan. U kontrolama vidljiva je daljnja
progresija bolesti. UCinjeno je testiranje na mutaciju
Y253H koje je bilo pozitivno, stoga je u 3. mjesecu
2007. zapoceta terapija dasatinibom. Bolesnica u 6.
mjesecu 2007. postize kompletan citogenetski a 3
mjeseca kasnije 1 kompletan molekularni odgovor.
U 10 mj. 2012. dolazi do zaduhe i razvoja pleuralnih
izljeva koji su zahtijevali evakuaciju, radi ¢ega se
prekida terapija dasatinibom. U daljnjem pracenju
nakon prekida terapije dasatinibom odrzan je kom-
pletan molekularni odgovor (MRS5).

Kod nase Cetvrte bolesnice dijagnoza kroni¢ne
mijeloi¢ne leukemije postavljena je s 50 godina. Na-

kon inicijalne terapije hidroksiurejom i interferonom
u 4. mjesecu 2002. godine zapoceta je terapija imati-
nib mesilatom. Kontrolnom obradom utvrdeno je da
je bolest u kompletnom molekularnom odgovoru. U
5. mjesecu 2013. na prijedlog bolesnice a u dogovo-
ru s nadleznim hematologom prekida se terapija in-
hibitorom tirozin kinaze, bez poznate nuspojave na
lijecenje. U daljnjem molekularnom pracenju vidljiv
je porast razine prijepisa ber-abl no za sada bez gu-
bitka MMR-a.

U zakljucku, kod bolesnika s dugotrajnim du-
bokim molekularnim odgovom moguce je odrzati
postignut molekularni odgovor i nakon prekida li-
jeCenja inhibitorom tirozin kinaze. Iako se prekid
terapije ne preporuca izvan klinickih studija u slu-
¢aju razvoja teskih nuspojava moze se uz pristanak
bolesnika prekinuti lijeCenje TKI uz Cesto i redovito
molekularno pracenje.
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Uvod

Mastocitoze su klonalne neoplasti¢ne prolifera-
cije mastocita. Prema vazecoj Klasifikaciji tumora
hematopoetskog 1 limfnog sustava Svjetske zdrav-
stvene organizacije (SZO) iz 2008. godine podsku-
pina su mijeloproliferativnih neoplazmi (MPN), dok
su u prethodnim klasifikacijama bile posebna sku-
pina bolesti. Najces¢e su kutane mastocitoze koje
se obi¢no javljaju u dje¢joj dobi. U odrasloj dobi su
cesce sistemske mastocitoze (SM), a medu njima in-
dolentna sistemska mastocitoza (ISM) (Tablica 1.).

MASTOCITOZE

1. KUTANA MASTOCITOZA

2. INDOLENTNA SISTEMSKA MASTOCITOZA (46% SM)

3. SISTEMSKA MASTOCITOZA UDRUZENA S DRUGOM
KLONALNOM NEMASTOCITNOM BOLESCU (40% SM)

4. AGRESIVNA SISTEMSKA MASTOCITOZA (12% SM)
5. MASTOCITNA LEUKEMIJA (1% SM)

6. MASTOCITNI SARKOM (VRLO RIJEDAK)

7. EKSTRAKUTANI MASTOCITOM (BENIGNI TUMOR)

Tablica 1. Klasifikacija mastocitoza i ucestalost
pojedinih skupina sistemskih mastocitoza.

Za dijagnozu sistemske mastocitoze moraju biti
ispunjeni glavni i jedan sporedni kriterij ili mini-
malno tri sporedna kriterija (Tablica 2.).

KRITERIJI ZA DIJAGNOZU SISTEMSKE MASTOCITOZE

GLAVNI KRITERIJ

MULTIFOKALNI, GUSTI INFILTRATI MASTOCITA
(>15 STANICA) U KOSTANOJ SRZI I/ILI DRUGIM
EKSTRAKUTANIM ORGANIMA

SPOREDNI KRITERIJI

1. KS ILI EKSTRAKUTANI ORGAN - >25% MASTOCITA SU
VRETENASTI ILI ATIPICNI

2. DETEKCIJA MUTACIJE NA KODONU 816 U CKITU

3. IHC - CD2 I/ILI CD25 POZITIVNI + OSTALI MARKERI ZA
MASTOCITE (CD117)

4. TOTALNA SERUMSKA TRIPTAZA >20 NG/ML

Tablica 2. Kriteriji za dijagnozu sistemske mastocitoze.

Sistemska mastocitoza udruZena s drugom
klonalnom hematoloskom nemastocitnom
boleséu (SM-AHNMD)

Podvrsta sistemske mastocitoze SM-AHNMD se
javlja u otprilike polovice bolesnika sa sistemskom
mastocitozom. U 89% slucajeva pridruzena klonal-
na bolest je mijeloidna neoplazma. NajCeS¢e neo-
plazme su iz skupine mijelodisplasti¢nih sindroma/
mijeloproliferativnih neoplazmi (MDS/MPN) ili iz
skupine mijeloproliferativnih neoplazmi (MPN),
dok su rjedi razliciti oblici MDSa ili akutne mijelo-
i¢ne leukemije (AML). Rijetko je udruzena neoplaz-
ma 1z skupine limfoproliferacija. Profesor Horny sa
suradnicima je u trogodiSnjoj retrospektivnoj studi-
ji na Institutu za patologiju SveuciliSta u Liibecku,
Njemacka, analizirao 19 500 biopsija koStane srzi.
U ovoj velikoj seriji, SM su ¢inile 0,3% svih biop-
sija (ukupno ih je bilo 64) ili 1,5% svih mijeloidnih
neoplazmi. Od 64 SM, 35 je bilo indolentnih, 20
SM-AHNMD-a, 7 agresivnih SM-a te 2 mastocit-
ne leukemije. Izmedu 20 SM-AHNMD-a, udruze-
na neoplazma je u 7 slucajeva bila iz skupine MDS/
MPN-a, 4 AML-a, 3 MPN-a, 2 MDSa te 2 mije-
loma. U radu je naglaseno kako niti jedna od ovih
biopsija nije bila poslana s klinickom dijagnozom
sistemske mastocitoze. Druga velika retrospektivna
studija Lima 1 suradnika s Mayo klinike je u raz-
doblju 1976-2007. godine u biopsijama koStane srzi
nasla 342 SM-a. Od toga je 138 bilo iz skupine SM-
AHNMD, a udruZena neoplazma je bila najcesce
MPN ili MDS/MPN.

U nastavku prikaza, osvrnut ¢emo se na naSa dva
slucaja sistemske mastocitoze udruzene s mijelopro-
liferativnim neoplazmama.

Sluéaj 1.

Muskarac roden 1966. godine.

[z anamneze: Od 2007. godine trombocitoza (Trc
715x10°%/L) i bolovi u prstima desnog stopala. Tako-
der, dijagnosticiran erozivni gastritis 1 duodenitis.
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U 2. mj. 2012. godine, kod prijema u nasu bolni-
cu, eritromelalgi¢na bol u stopalu, u dobrom opéem
stanju, bez palpabilnih limfnih ¢vorova ili slezene.
U laboratorijskim nalazima E 5,18x10'%/L, hemoglo-
bin 158 g/L, L 17,7x10%/L, Trc 997x10°/L. U aspiratu
koStane srzi nadena je normocelularna koStana srz s
normoblasticnom eritropoezom i zrelom granulopo-
ezom te brojni, veliki 1 hiperlobulirani megakarioci-
ti koji odgovaraju MPN/ET-u. Vretenasti mastociti
prepoznati tek u ponovljenom pregledu (Slika 1.).

U biopsiji koStane srzi nadena je hipercelularna
koStana srz za dob (65%) s kompaktnim, pretezno
peritrabekularnim infiltratima vretenastih 1 okru-
glastih mastocita (¢ine oko 20% celularnosti) koji su

Slika 1. Vretenasti mastociti (strelice) u aspiratu
koStane srii.

imunohistokemijski CD117 1 CD25 pozitivni (Slika
2). Uz to, sve tri loze hematopoeze sazrijevaju, a
megakariociti su umnoZzeni, krupni 1 hiperlobulirani
te odgovaraju dijagnozi MPN/ET.

Slika 2. Nakupine vretenastih mastocita u biopsiji koStane srZi obojenoj imunohistokemijskim metodama.

CD117 blopsua kostane sr2i, 100)( 7

CD117 blopsua kostane srzi, 400x ||

/Q.'“ Tea 80 NIV
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Molekularnim analizama dokazane su KITD816V
1 JAK-2 V617F mutacije, tako da je postavljena ko-
nacna dijagnoza sistemske mastocitoze udruze-
na s drugom klonalnom nemastocitnom hemato-

loSkom boles¢u - esencijalnom trombocitemijom
(SM-MPN(ET)).

Sluéaj 2.

Muskarac, roden 1940. godine.

Iz anamneze: Lijeci arterijsku hipertenziju. Prije
2 godine javio se dermatologu kada je postavljena
dijagnoza kutane mastocitoze iz biopsije koze. Obi-
teljska anamneza: jedan brat umro od leukemije,
drugi od karcinoma prostate.

Kod prijema u 01/2013. godine prisutan generali-
zirani makulopapulozni osip, u dobrom opéem sta-
nju, bez palpabilnih limfnih ¢vorova ili slezene, uz
palpabilnu jetru 1 cm. U krvnoj slici E 5,38x10'%/L,
hemoglobin 158 g/L, L 10,5x10%/L, Trc 286x10°/L.
Triptaza 132 ng/mL. U aspiratu koStane srzi naden
obilnije celularan uzorak u kojem su prisutne sve tri
loze hematopoeze koje sazrijevaju te ZariSno umno-
zeni mastociti. U biopsiji koStane srzi hipercelularna
koStana srz za dob (60%) s agregatima vretenastih
mastocita koji su imunohistokemijski CD117 1 CD25
pozitivni (Slika 3.). Ostatak celularnosti ¢ine sve tri
loze hematopoeze koje sazrijevaju bez bitnijih mor-
foloskih promjena.

Slika 3. Nakupine tumorskih mastocita.

L wed®
.- &, w' .28 .,". e
. # -', F e

blupsua kuslzne srZi, Giemsa,400x |
S T R g e YT

2

Konvencionalnom citogenetikom dokazan je
normalni muski kariotip (46,xy), a molekularnim
testovima KITD816V 1 JAK-2V617F mutacije pa je
postavljena konacna dijagnoza sistemske mastoci-
toze udruzene s drugom klonalnom nemastocitnom
hematoloSkom boles¢u — mijeloproliferativnom neo-
plazmom (SM-MPN).

Zakljucak

Sistemska mastocitoza je rijetka bolest, Sto je po-
tvrdeno u retrospektivnim studijama na velikim se-
rijama biopsija koStane srzi. Unutar skupine sistem-
skih mastocitoza, dio ¢ine one udruZene s drugim
klonalnim nemastocitnim hematolo$kim bolestima.
U literaturi je prateca neoplazma najcesce iz skupi-
ne MDS/MPN (CMML) te iz skupine MPNa (PMF
1 PV). U ovom izvjeStaju prikazana su dva bolesnika
s dijagnozama SM- MPN. U prvom slucaju klinicka
slika primarno je bila povezana uz sliku MPNa, dok
su u drugom slucaju bili izrazeni simptomi mastoci-
toze. Morfoloski 1 imunohistokemijski u oba slu¢aja
su ispunjeni kriteriji za dijagnozu sistemske masto-
citoze, u prvom 1 za dijagnozu MPNa, a molekular-
nim metodama su u oba slucaja dokazane karak-
teristicne mutacije 1 za sistemsku mastocitozu i za
mijeloproliferativnu neoplazmu. S obzirom na broj
stanovnika 1 broj biopsija koStane srzi, treba imati
na umu kako se 1 u svjetskim razmjerima rijetke bo-
lesti, mogu naci i u naSem materijalu.
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Uvod

Megaterapija (visoko dozna kemoterapija) s tran-
splantacijom autolognih krvotvornih mati¢nih sta-
nica (TAKMS) primjenjuje se sve vise za lijeCenje
prognosticki nepovoljnih visokorizi¢nih solidnih tu-
mora kod djece. Maligni tumori djecje dobi kod ko-
jih se primjenjuje TAKMS su rijetke bolesti. Tu spa-
daju limfomi 1 solidni tumori (neuroblastom, Ewing
sarkom / primitivni neuroektodermalni tumor
(PNET), mekotkivni sarkomi (rabdomiosarkom),
nefroblastom, tumori mozga, tumori zametnih sta-
nica) (1,2,3,4). Postoji korelacija izmedu povecanja
doze kemoterapije 1 pozitivnog odgovora na lije¢enje
kod vec¢ine solidnih tumora djecje dobi. Pove¢anjem
doze kemoterapije unutar mijeloablativnih vrijedno-
sti prevladava se tumorska rezistencija i postize Ze-
ljeno klinicko poboljSanje (1). Indikacije za TAKMS
imaju bolesnici s visokorizi¢nim solidnim tumorima
djecje dobi koji su kod postavljanja dijagnoze dise-
minirani, te kod kojih bi lije¢enje konvencionalnom
terapijom dovelo do kratkog prezivljenja (ocekivano
dugotrajno prezivljenje <30%). Transplantacija je ta-
koder indicirana u slucaju parcijalnog odgovora na
uvodnu terapiju i relapsa (1,2).

Ovdje su prikazani rezultati lijecenja djece sa so-
lidnim malignim tumorima i limfomima koji su tre-
tirani visoko doznom kemoterapijom i TAKMS-om,
kao 1 specifi¢na pitanja i problemi s kojima se susre-
¢emo tijekom njihovog lijecenja.

Materijali i metode
Bolesnici

Analizirali smo 46 djece s visoko rizi¢nim solid-
nim tumorima i limfomima koji su lijeceni visoko-
doznom kemoterapijom i TAKMS-om iz periferne
krvi na Odjelu za onkologiju 1 hematologiju Klinike
za djecje bolesti Zagreb od prosinca 2005.g. do pro-
sinca 2012.g. Pacijenti s visoko rizi€nim tumorima
koji su postigli kompletnu ili parcijalnu remisiju bez
progresivne bolesti, bili su podobni za transplan-
taciju. Vecina transplantiranih pacijenata bolovala
je od visoko rizi€nog neuroblastoma (metastatska
bolest, dob >Igod., ili MYCN amplifikacija 1 bilo
koja dob). Kod svih vrsta solidnih tumora radilo se
o metastatskoj bolesti kod postavljanja dijagnoze ili
relapsu nakon konvencionalne terapije. Bolesnici
su neposredno prije transplantacije imali normalnu
bubreznu i jetrenu funkciju, ejekcijsku frakciju lije-
vog ventrikula >50%, a njihov Lansky status bio je
>70%. Zbir demografskih i klini¢kih podataka na-
Sih ispitanika prikazan je na Tablici 1.

Tablica 1. Karakteristike transplantiranih bolesnika

Broj bolesnika 46
Djecaci/djevojcice 27/19
Dob medijan (godine) 5.4
Dob raspon (godine) 0.8-17.3
Tjelesna teZina medijan (kg) 18
Tjelesna tezina raspon (kg) 8-78
Vrijeme od dijagnoze do transplantacije (mj) 8-40
Vrijeme do “engraftmenta” medijan (dani) 11
Vrijeme do “engraftmenta” raspon (dani) 10-21
Status bolesti prije transplantacije (PR/KR) 17/29
Prac¢enje medijan (mjeseci) 37.5
Pracenje raspon (mjeseci) 4-96
Mrtvi/Zivi 11/35

PR — parcijalna remisija, KR — kompletna remisija

Prikupljanje krvotvornih maticnih stanica iz
periferne krvi

Kemoterapijom inducirana mobilizacija provede-
na je kemoterapijskim ciklusom ili ciklofosfamidom
(2 gr/m?/dan kroz 2 dana). Nakon toga slijedilo je vi-
Sednevno davanje granulocitnog ¢imbenika stimula-
cije kolonija (G-CSF, 5-10 pg/kg/dan). Mati¢ne sta-
nice iz periferne krvi su najcesce prikupljane nakon
4 kemoterapijska ciklusa postupkom leukafereze.
Proces CD34+ monitoriranja i citafereze provodio
se u suradnji s Klini¢kim zavodom za laboratorijsku
dijagnostiku KBC Rebro, Zagreb, te Klinickim za-
vodom za transfuzijsku medicinu i transplantacijsku
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biologiju KBC Rebro, Zagreb. Cilj je bio prikupiti
5 x 10° CD34+ stanica/kg po bolesniku. Minimalni
zadovoljavajuci broj CD34+ stanica bio je >2 x 10¢/
kg po bolesniku. Nakon §to je CD34+ monitorira-
njem registriran adekvatan broj mati¢nih stanica u
perifernoj krvi, pristupilo se procesu leukafereze
pomoc¢u COBE stani¢nog separatora. Kod male dje-
ce (tjelesna tezina <15 kg), aparat je ispunjen filtrira-
nim i ozracenim koncentratom eritrocita. Svoj djeci
ucinjena je velika volumna leukafereza. Kod male
djece kao antikoagulans posluzila je kombinacija
acid citrat dekstroze (ACD) i heparina, a tijekom
leukafereze primali su infuziju kalcija (5,6). Tako
dobiveni pripravei mati¢nih stanica, bez proc¢iscava-
nja od tumorskih stanica pohranjivani su u teku¢em
dusiku (7). Zbog lose vijabilnosti mati¢nih stanica
jedan transplantat bio je nezadovoljavajuéi, a jedno
prikupljanje mati¢nih stanica bilo je neuspjesno.

Proces transplantacije

Nakon detaljne klinicko laboratorijske obrade
kojom je iskljucena aktivna infekcija, pristupalo se
visokodoznoj kemoterapiji koja je bila definirana
odgovaraju¢im protokolom lije¢enja (NB2004, Eu-
roEwing 99, HIT 2000, NHL-BFM 2004). Svi paci-
jenti dobili su jednostruku visoko doznu kemotera-
piju nakon koje je slijedila reinfuzija mati¢nih sta-
nica. Citostatici primijenjeni u sklopu visoko dozne
kemoterapije za pojedine vrste tumora prikazani su
na Tablici 2. Vrijeme neutrofilnog ,.engraftmenta®
bilo je definirano periodom od reinfuzije mati¢nih
stanica do porasta apsolutnog broja neutrofila >0.5
x 10 ?/L kroz 2 uzastopna dana. Odgovarajuca pre-
medikacija prije reinfuzije sastojala se od paraceta-
mola, difenhidramina, hidrokortizona i diazepama.

Tablica 2. Citostatici koriSteni u visoko doznoj terapiji
ovisno o vrst i tumora.

Vrsta tumora Visoko dozna kemoterapija

ti. Univarijatna analiza sveukupnog prezivljavanja
prikazana je pomoc¢u Kaplan Meierove krivulje. Us-
poredba krivulja ucinjena je log-rank testom. Stati-
sticka obrada provedena je MedCalc kompjuterskim
programom.

Rezultati
Karakteristike bolesnika

Od prosinca 2005.god. do prosinca 2012.god.,
lijecili smo 46 bolesnika visokodoznom kemotera-
pijom i ATKMS-om iz perifene krvi. Bilo je 19 dje-
vojcica 1 27 djeCaka s medijanom Zivotne dobi 5,4
godine (raspon 0,8-17,3 god) i medijanom tjelesne
tezine 18,4 kg (raspon 8-78 kg) (Tablica 1.). Najcesca
indikacija bili su visoko rizi¢ni neuroblastomi. Od-
nos transplantiranih bolesnika ovisno o vrsti tumora
prikazan je na Slici 1.

Slika 1. Omjer transplantiranih bolesnika s razlicitim
vrstama solidnih tumora na Klinici za djecdje bolesti
Zagreb. Ukupno 46 bolesnika.

Omjer

= Neuroblastomi 26

= CNS tumori 5
Rabdomiosarkomi 4

B \Wilmsov tumor 1
Limfomi 5

u Ewing sarkomi 5

Proces transplantacije

Svi pripravci transplantata analizirani su s obzi-
rom na broj CD34+ stanica. Medijan prikupljenih
CD34+ stanica iznosio je 11,54 x 10°/kg po bolesni-
ku. Medijan prikupljenih CD34 + stanica x 10%kg
po bolesniku ovisno o vrsti tumora prikazana je na
Slici 2.
Slika 2. Medijan prikupljenih CD34 + stanica x 10%kg
po bolesniku ovisno o vrsti tumora

Neuroblastom melfalan, etopozid, karboplatina

Ewing sarkom

busulfan, melfalan

Tumori mozga

tiotepa, karboplatina, etopozid

Nefroblastom

melfalan, karboplatina, etopozid

Non-Hodgkin limfom

busulfan, etopozid, ciklofosfamid

Hodgkin limfom

karmustin, etopozid, citarabin,
melfalan

Rabdomiosarkom

melfalan, etopozid, karboplatina

Statisticka analiza

Standardnim parametrijskim metodama opisane
su demografske i klinicke karakteristike bolesnika.
Sveukupno prezivljavanje predstavljalo je interval
izmedu vremena transplantacije i bolesnikove smr-

broj CD 34 + stanica x 10 ﬁFI»((_:|
(medijan)
oNEBEG®D 8 E

Medijan ucinjenih leukafereza po bolesniku izno-
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sio je 1 (raspon 1-4). Zeljena doza od 5 x 10° /kg
CD34+ stanica postignuta je kod 91% bolesnika. Za-
hvaljuju¢i punjenju aparata koncentratom eritrocita
kod malih bolesnika i prevenciji citratom uzrokova-
ne hipokalcemije, nije bilo ozbiljnijih komplikacija
tijekom leukafereze. Ipak, kod dvoje dojencadi doslo
je do perforacije vene u podrucju insercije femoral-
nog katetera, Sto je zahtijevalo zamjenu katetera,
te transfuziju krvnih pripravaka radi zaustavljanja
krvarenja. Proces reinfuzije nije bio pracen ozbilj-
nijim komplikacijama. Najces¢e komplikacije bile
su mucnina i povracanje, a tranzitorna hipertenzija
1 tahikardija su se znatno rjede javljale. Bolesnici s
poviSenom temperaturom za vrijeme aplazije nakon
transplantacije empirijski su lijeCeni piperacilinom/
tazobaktamom kao prvom antibiotskom linijom, a
meropenemom s vankomicinom kao drugom linijom
terapije. Vrlo ranim davanjem lipidnog kompleksa
amfotericina B ili liposomalnog amfotericina B spri-
jeCene su teSke sistemske gljivicne infekcije. Zbog
jake tresavice 1 febriliteta kao nuspojave terapije li-
pidnim kompleksom amfotericina B, isti smo zami-
jenili kod tri bolesnika kaspofunginom. Jedan bole-
snik s neuroblastomom koji je imao jedan bubreg,
razvio je tranzitorni porast kreatinina. Kod vecine
bolesnika bio je prisutan srednje tezak mukozitis 1
proljev. Samo jedan bolesnik imao je vrlo tezak he-
moragijski proljev (Clostridium difficile negativan).
Najozbiljnija komplikacija dogodila se 11. dan nakon
reinfuzije kod pacijentice s neuroblastomom u dobi

od 2 god. Radilo se o reverzibilnoj hiperamonijemiji
uz kratkotrajnu komu u trajanju od oko 17 h, §to je
bilo pra¢eno naglim povecanjem jetre i tjelesne tezi-
ne, bez porasta bilirubina i uz uredne jetrene enzime.

Prezivljavanje

Nije bilo smrtnog ishoda radi toksi¢nosti visoko
dozne kemoterapije 1 nitko nije umro zbog poslje-
dica transplantacije. Svi bolesnici postigli su ,,en-
graftment®. Medijan pracenja bolesnika iznosio je
37,5 mj (raspon 4 mj-96 mj). Od 46 transplantiranih
bolesnika 11 je mrtvih (23,9%) 1 35 Zivih (76,1%).
Vjerojatnost sveukupnog petogodiSnjeg prezivljenja
svih transplantiranih bolesnika iznosila je oko 73%
(Slika 3.). Bila je znacajna razlika u vjerojatnosti
prezivljavanja bolesnika s neuroblastomom u odno-
su na bolesnike s ostalim solidnim tumorima (82%
vs. 38%, log-rank test X? = 6.86, P < 0.01) (Slika 4.).
Za razliku od bolesnika s limfomom 1 neuroblasto-
mom, najlosije su prezivljavali bolesnici s tumori-
ma mozga i rabdomiosarkomom (Slika 5. 1 6.). 28
od 35 prezivjelih transplantiranih bolesnika bilo je
u kompletnoj remisiji do kraja pracenja, za razliku
od 7 bolesnika iz te skupine koji su imali rezidualnu
bolest ili dozivjeli relaps (Slika 7.). Bolesnici koji su
bili u kompletnoj remisiji prije transplantacije imali
su bolje prezivljavanje od bolesnika koji su postigli
samo parcijalnu remisiju prije transplantacije (Fis-
herov test P < 0.01).
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Slika 3. Vjerojatnost sveukupnog prezivljenja svih
transplantiranih bolesnika prikazano Kaplan-
Meierovom krivuljom preZivljenja. Vjerojatnost
petogodisSnjeg preZiviljenja je 73%.
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Slika 4. Kaplan-Meierove krivulje sveukupnog
prezivljena nakon transplantacije. Odnos izmedu
bolesnika s neuroblastomom i ostalih bolesnika sa
solidnim tumorima (iskljuéujudi limfome), (log-rank
test X’=6.86 P<0.01).
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Slika 6. Odnos Kaplan-Meierovih krivulja preZiviljenja
kod pojedinih vrsta tumora. Logrank test X*=10,82
P=0,028
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Slika 7. Broj Zivih transplantiranih

bolesnika obzirom na prisutnost tumora

(kompletna remisija / prisutna bolest) — medijan praéenja 37,5 mj

Tablica 3. Rezultati autologne transplantacije hematopoetskih mati¢nih stanica kod djece sa solidnim
tumorima (rezultati razli¢itih istraZivaca) - preZivijenje bez prisutne bolesti (DFS) i sveukupno preZivijenje (0OS)

Broj

Autor bolesnika Dijagnoza DFS oS
Matthay KK, 1999 379 43%
Neuroblastom
Grupp SA, 2000 39 53%
Graham ML, 1997 23
Dunkel 1J, 1998 49 . <10-50%
CNS tumori
Guruangan S, 1998 20
Panosyan EH, 2011 18 69.3%
Ladenstein R, 1995 63 21%
Fraser CJ, 2006 16 Ewing sarkom 54%
Rosenthal J, 2008 20 47%
Carli M, 1999 42 ) 29.7-40%
- Rabdomiosarkom
Kim NK, 2012 13 41.3%
Kremens B, 2002 26 Wilms tumor 51%

28

Bilten KROHEMA — Vol. 6, br. 1



G. Jakovljevi¢ i suradnici

Specifi¢nosti autologne transplantacije krvotvornih mati¢nih stanica u djece

Rasprava

Kod djece sa solidnim tumorima rezultati AT-
KMS podjednaki su ili bolji od konvencionalnog
lije¢enja (2). Na Tablici 3. prikazani su rezultati
autologne transplantacije kod djece sa solidnim tu-
morima u vise razli€itih studija gdje mozemo vidjeti
veoma razlicite, ali u nekim skupinama bolesnika i
veoma obecavajuce rezultate prezivljavanja. U na-
Sem istrazivanju vidljivi su zadovoljavajuéi rezultati
prezivljavanja za bolesnike s limfomom i neurobla-
stomom, za razliku od tumora mozga i sarkoma.
Nasi rezultati potvrduju da je neuroblastom najées¢i
solidni tumor kod kojeg se provodi autologna tran-
splantacija. Ona je obavezni dio multimodalnog lije-
¢enja bolesnika s visoko rizi€nim neuroblastomom
(1,2,8,9). Megaterapija se najceSce sastoji od mel-
falana, etopozida i1 karboplatine (8). Visoko rizi¢ni
bolesnici (metastatska bolest i dob > 1 god, te MYCN
amplifikacija i bilo koja dob) preZivljavaju bez tran-
splantacije u oko 10-15% slucajeva. S autolognom
transplantacijom njihovo viSegodiSnje prezivljene
bez bolesti iznosi oko 30-50% (8,9). U nasem cen-
tru Ewing sarkom / PNET bio je druga najcesca
indikacija za autolognu transplantaciju. Samo kon-
vencionalnom terapijom kod velikih tumora s me-
tastazama u plu¢ima postize se 3-5 god. prezivlje-
nje u oko 20% bolesnika, a s ranim relapsom 1/ ili
multifokalnom koStanom boles¢u prezivljenje je oko
5% (1). Autolognom transplantacijom preZivljenje
je jednako ili bolje od konvencionalne terapije (3-5
god. prezivljenje bez bolesti 20-65%). Visoko dozna
terapija najcesce se sastoji od melfalana i busulfana
(10-15). Nasi rezultati lijecenja potvrduju da autolo-
gna transplantacija kod bolesnika s visoko rizi¢nim
Ewing sarkomom / PNET-om moZze povoljno utjeca-
ti na prezivljenje. Za razliku od navedenog, preziv-
ljenje bolesnika s tumorima mozga nije se bitno pro-
duzilo nakon transplantacije. Zbog dobro poznatog
problema hemato-likvorske barijere upitno je da li je
1 koliko je megaterapija s autolognom transplantaci-
jom ucinkovita u lijeenju tumora mozga. Danas se
smatra da terapijski odgovor ovisan o dozi citostati-
ka imaju tumori neuroektodermalnog porijekla, za
razliku od tumora glije kod kojih nema adekvatnog
terapijskog odgovora (2). Zbog toga autolognom
transplantacijom bolje rezultate postizemo kod re-
kurentnih / refraktornih ili visokorizi¢nih medulo-
blastoma, primitivnih neuroektodermalnih tumora
mozga, atipicnih teratoidnih / rabdoidnih tumora
mozga 1 germinoma mozga, za razliku od high
grade” glioma 1 ependimoma (2,16-18). Na Zalost, o
dozi ovisan pozitivan terapijski odgovor kod tumora

neuroektodermalnog porijekla koji je opisan u ne-
kim studijama, nije bio vidljiv kod nasih bolesnika s
tumorima mozga (2,19-21). Takoder smo zapazili lo$
odgovor na transplantaciju kod bolesnika s rabdomi-
osarkomom. U radovima drugih autora koji su imali
veci broj bolesnika s rabdomiosarkomom, rezultati
transplantacije bili su neSto malo viSe obecavajuci
(3,22). Bolji rezultati prezivljavanja nakon autologne
transplantacije ¢es¢e su vidljivi u slucaju kemosen-
zitivnih tumora 1 u slu¢aju kompletne remisije prije
transplantacije (19). Nasi rezultati potvrdili su ucin-
kovitost ATKMS-a u produzetku prezivljenja bo-
lesnika s limfomima i neuroblastomima. Za ostale
tumorske bolesnike, kao i za bolesnike u parcijalnoj
remisiji prije transplantacije, prezivljenje bi se moz-
da moglo produziti uvodenjem dvostruke autologne
transplantacije s posttransplantacijskom imunomo-
dulatornom terapijom (23-27). Ipak, treba naglasiti
da je nase istrazivanje bilo retrospektivno i neran-
domizirano, s malim brojem heterogenih bolesni-
ka, Sto rezultate Cini nedostatnim za donoSenje po-
uzdanih zaklju¢aka o u¢inkovitosti ATKMS-a kod
djece. Ovi nedostatci s razli¢itim karakteristikama
transplantata i razli¢itim nac¢inima kondicioniranja
limitiraju 1 analize ve¢ine drugih istrazivaca (2).
Kada se analiziraju postupci iz rutinske prakse
kod ATKMS-a u djece, treba voditi racuna o nekim
potencijalnim problemima. Antekubitalni pristup
kod male djece je nedostatan. Kod djece je najcesce
neophodna primjena sredisSnjih venskih katetera za
aferezu pri cemu se pokusava aplicirati Sto veci lu-
men katetera. Broviac sredis$nji venski kateteri se ne
primjenjuju zbog moguceg kolapsa pod negativnim
tlakom. Sasvim malim bolesnicima postavljaju se
femoralni kateteri. Pri tome postoji rizik od oklu-
zije krvne Zile kateterom, rizik od erozije, perfora-
cije krvne zile i1 krvarenja. Kod femoralnih katete-
ra povecan je i rizik od infekcije. Neposredno prije
prikupljanja mati¢nih stanica kod male djece (mali
cirkuliraju¢i volumen), aparat za citaferezu zbog
relativno velikog ekstrakorpuskularnog volumena
nuzno je ispuniti koncentratom eritrocita. Na taj
nacin preveniraju se hemodinamske komplikacije 1
dilucijska anemija. Standardni ACD antikoagulans
moze uzrokovati simptomatsku hipokalcemiju kod
djece. To se moze izbje¢i kombinacijom ACD-a i he-
parina, te davanjem infuzije kalcija tijekom afereze
(6). Kao autologni transplantat uvijek koristimo kr-
votvorne mati¢ne stanice dobivene iz periferne krvi
jer one imaju odredene prednosti u odnosu na ma-
tine stanice iz koStane srzi: krace trajanje neutro-
penije, krace trajanje trombocitopenije, manji rizik
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od tumorske kontaminacije, te krace trajanje hospi-
talizacije 1 manje troskove lijeCenja. Zbog toga su
periferne hematopoetske mati¢ne stanice standardni
nacin prikupljanja autolognog transplantata cak i za
bolesnike s neuroblastomom c¢ija je prosjecna zivot-
na dob < 3 god (28). Kod donosenja odluke o nepro-
¢iS¢avanju transplantata matic¢nih stanica uzeli smo
u obzir nekoliko aspekata ovog problema. Yaniv 1
suradnici dokazali su da CD34- procis¢avanje moz-
da nije tako pouzdano zbog toga Sto rezidualne tu-
morske stanice u perifernoj krvi mogu eksprimirati
CD34+ antigen (29). S obzirom na studije koje su
dokazale rezidualne tumorske stanice u transplan-
tatu perifernih krvotvornih mati¢nih stanica, velika
multicentricna randomizirana COG studija uspore-
dila je prezivljavanje transplantiranih bolesnika s
neuroblastomom s proc¢is¢avanjem i bez procis¢ava-
nja transplantata. Rezultati govore da prociS¢avanje
mati¢nih stanica transplantata ne utjeCe znacajno
na prezivljenje Sto je mozda posljedica nedovoljnog
procisc¢avanja ili prisutnih ostatnih tumorskih stani-
ca u bolesniku. Zbog toga su periferne krvotvorne
maticne stanice koje se ne proc¢iscavaju prihvatljive
za suportiranje mijeloablativne terapije kod visoko
rizicnih neuroblastoma (30,31). Procis¢avanje ma-
ti¢nih stanica znacajno poskupljuje postupak priku-
pljanja, te se i zbog toga postavlja pitanje njegove
neophodnosti. S obzirom na to da ne procis¢avamo
mati¢ne stanice u transplantatu, u namjeri da po-
stignemo zadovoljavaju¢e “in vivo” prociScavanje,
prije njihovog prikupljanja obavezno provodimo 4
ciklusa kemoterapije. Iz navedenih zapazanja proi-
zlazi da ATKMS kod djece sa solidnim tumorima
ima neke specifi¢nosti o kojima moramo voditi ra-
¢una. Pri tome su iskustvo i specijalizirano znanje
od bitne vaznosti za postizanje dobrih rezultata.

U zakljucku mozemo reci da je autologna tran-
splantacija hematopoetskih mati¢nih stanica osim
za lijeCenje visoko rizicnih rekurentnih limfoma
indicirana 1 kao konsolidacija multimodalnog lije-
cenja bolesnika s metastatskim neuroblastomom.
Ona takoder daje nadu za poboljSanje prezivljenja
kod nekih drugih vrsta visoko rizi¢nih solidnih tu-
mora dje¢je dobi. I nadalje je kod vecine bolesnika
relaps bolesti glavni uzrok neuspjesnosti transplan-
tacije (2). Dvostruka visoko dozna kemoterapija s
dvostrukom (tandem) ATKMS-om sve se viSe upo-
trebljava za lijeCenje djece sa solidnim tumorima.
Da bi se procijenila njena uspjesSnost u odnosu na
jednostruku, potreban je dovoljan broj prospektiv-
nih randomiziranih istrazivanja (23). Za poboljsanje
prezivljenja vazno je i lijeCenje minimalne ostatne

tumorske bolesti nakon autologne transplantacije.
Dobar pristup tom problemu predstavlja primjena
imunomodulatorne terapije nakon transplantacije
(24-27). Bez obzira na izazove s kojima je suoce-
na, visoko dozna kemoterapija s ATKMS-om ostaje
ucinkovit nacin lije¢enja, koja ¢e s daljnjim pobolj-
Sanjima, nesumnjivo jo§ viSe doprinijeti povecanju
prezivljenja djece s visoko rizicnim solidnim tumo-
rima i limfomima.
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Uvod

Agresivni ne-hodgkinski limfomi predstavlja-
ju skupinu bolesti u kojima je osnovni cilj izlijeciti
bolesnika u 1. liniji terapije. Ovaj cilj, iako sam po
sebi potpuno logican, postaje jo§ vazniji kada se u
obzir uzme podatak da samo oko 40% bolesnika s
relapsnim limfomom mogu biti izlijeceni (1). Unutar
te skupine bolesnika posebnu paznju treba usmjeri-
ti na grupu mladih bolesnika s loSom prognozom.
Ve¢ duze vremena kao osnovni prognosticki sustav
koristi se IPI (International prognostic index) i nje-
gove varijacije (aalPI, R-IPL...). Iako ne predstavlja
idealan prognosticki sustav i dalje je dobar za sva-
kodnevnu klinicku praksu i studije. Osim sastavnica
koje ¢ine IPI danas je ve¢ dobro znana i dokazana
velika vaznost tumorske biologije (porijeklo stanice,
proliferacija, genska ekspresija, molekularni marke-
ri) kao prognostickog faktora prema kojima ce se
vjerojatno planirati lije¢enje u buduénosti. Stovise,
bolesnici s agresivnijom biologijom tumora vjerojat-
no i ¢ine grupu u kojoj su relapsi znatno ¢eséi, a koju
IPI nedovoljno prepoznaje.

Zlatni standard u lijeCenju ove grupe limfo-
ma predstavlja i dalje CHOP+/- rituksimab (jo§ od
GELA studije LNH98-5). Iako rituksimab nesum-
njivo predstavlja ogroman napredak u lije¢enju ¢i-
njenica je da u rezultati lijeCenja agresivnih B limfo-
ma nisu zadovoljavaju¢i dok su u grupi agresivnih T
limfoma (izuzev ALK+ ALCL-a) porazavajuci. Tako
okvirni rezultati govore o petogodiSnjem ukupnom
prezivljenju kod 55% bolesnika s velikostani¢nim B
limfomom (2), dok, kako je ve¢ re€eno, rezultati u
T-NHL-u variraju ovisno o tipu (od 70% za ALK+
ALCL do 20% kod angioimunoblasticnog limfoma)
(3). U terapiji T limfoma ve¢ dugo nema adekvat-
nog poboljsanja u lijecenju osim dodatka etopozida
u bolesnika mladih od 65 godina. S druge strane,
u agresivnim B limfomima (posebice DLBCL-u)
pokuSane su razliCite terapijske kombinacije. Tako
imamo velik broj tzv. ,,dose-densing® 1 ,,dose-inten-
sification studija ¢iji je krajnji uc¢inak nezadovolja-
vajuci. To¢nije, studije koje su ispitivale skracivanje

intervala izmedu ciklusa terapije (14 vs. 21 dan) ne
nalaze znacajni benefit, a pokuSajima intenzifikacije
terapije (povec¢anjem doza ili dodavanjem novih li-
jekova) postignuti su bolji rezultati, ali uz znacajno
vecu toksi¢nost nego s R-CHOP-om (npr. ACVBP,
MegaCHOEP). U americkom nacionalnom institutu
za rak jo§ pocetkom 90-ih godina Wilson 1 surad-
nici razvili su DA-EPOCH kao jedna od mogucih
protokola u lijeenju agresivnih NHL-a. Radi se o
infuzijskom protokolu sa strategijom dinamickog
prilagodavanja doza koje nadilaze neadekvatnu
koncentraciju lijekova. Same doze, nacin primjene
1 prilagodavanje lijekova nije predmet ovog ¢lanka i
moze se naci u relevantnim publikacijama.

Autologna transplantacija u 1. liniji lije¢enja
agresivnih limfoma

Pozicioniranje ASCT-a u 1-liniji lije¢enja agresiv-
nih NHL-a nije definirano. Postoji viSe konfliktnih
studija, tj. one koje afirmiraju (4) (5) (6) (7) 1 one koje
ne govore u prilog transplantacije vlastitih mati¢nih
hematopoetski stanica u 1. liniji lijecenja (8) (9) (10)
(11). Meta analiza Greba i sur. za Cochrane bazu za-
kljucuje da HDT uz ASCT ne poboljSava preZivljenje
bolesnika te se smatra da joj nema mjesta u 1. lini-
ji lijecenja (8). Medutim, u publiciranim radovima
(neki radeni prije ere rituksimaba) ima sve viSe na-
znaka da postoji grupa unutar ove skupine bolesnika
koja bi imala koristi od ASCT-a kao sastavnog dije-
la 1. linije lije€enja. Tu grupu ¢ine mladi bolesnici
s agresivnom biologijom bolesti te visokim IPI-jem
(12). Tako i rezultati studije SWOG S9704 kanadsko-
americke grupe pokazuju da je dvogodiSnje ukupno
prezivljenje 75% naprema 70% za grupi s HI-IPI te
82% prema 64% za grupu s visokim IPI-jem (13).

Zaklju¢no, prema dosadasnjim istrazivanjima op-
¢enito nema dokaza da HDT poboljsava OS ili EFS.
Stovise,u nekim radovima se prikazuju rezultati s
losijem OS-om kod onih lije¢enih HDT-a. Medutim,
postoji naznaka (uz za sada nedovoljno dokaza) da
bolesnici s loSom prognozom (visok IPI i/ili agre-
sivnija biologija bolesti) imaju koristi od HDT-a uz
ASCT kao dijela 1. linije lijeCenja.

Iskustva KB Dubrava
U razdoblju od svibnja 2005. do prosinca 2012.
kod ukupno 20 bolesnika s agresivnim NHL-om
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provedena je konsolidacija autolognom transplanta-
cijom krvotvornih mati¢nih stanica kao dio 1. linije
lijeCenja. Podaci o bolesnicima i dijagnoze prikaza-
ni su u tablici 1. Prije ASCT-a 16 (80%) bolesnika
bilo je u kompletnoj remisiji, 2 u parcijalnoj, a 2 su
imali stabilnu bolest. Ukupno trogodisnje prezivlje-
nje bilo je 77% s medijanom pracenja od 31 mjeseca,
a PFS je bio 69% na 3 godine s istim medijanom
(Tablica 2.). Od 20 bolesnika kod njih 14 (70%) za-
dnji ciklus DA-EPOCH-a uspjesno je iskoriSten za
mobilizaciju perifernih hematopoetskih mati¢nih
stanica. Kriteriji koji su morali biti zadovoljeni pri-
je transplantacije su: Ki-67+>90% i/ili IPI>3, dob
<65 g. te izostanak znacajnijih komorbiditeta koji
bi onemogucavali oporavak ili provodenje postupka
(NYHA HI-1V, KZB, KOPB III-1V...).

1. linija ASCT u prognosticki
nepovoljnih NHL u KB Dubrava

v | x|
Spol

gM-112 DLBCL 10

Medijandobi 43 [21-58) AlCL 4 (2ALK)
4-LDH 14 (70%) T-NOS 2
cs v 15 (75%) MEL 2
1PIz2 13 [65%) BL 2

= Status bolesnika prije ASCT: 16 CR, 2 PRi 2 SD

Tablica 1. Karakteristike bolesnika i dijagnoze

. 0 ' Prognosticki
E:: e S nepovoljni agresivni
i NHL (svi bolesnici)—
i ASCT u 1. liniji

o
8
8
=

PFS Medianfollowup 31 mj

PeSne 36 mises

Medianfoliowup 31 mj

Tablica 2. OS i PFS na 3 godine

Vazno je naglasiti da tijekom razdoblja pracenja
nisu zabiljeZene znacajnije toksi¢nosti, kardiovasku-
larne komplikacije ili sekundarni tumori (iako je za
evaluaciju incidencije sekundarnih tumora prerano).

Zakljucak

CHOP+/- R nije optimalna terapija za agresivne
NHL, pogotovo za grupu mladih bolesnika s nepo-
voljnom prognozom. Dosadasnji napori da se una-
prijedi terapija za ove limfome bili su ili bez uspjeha
(dose densing) ili s poboljSanjem (dose intensifica-
tion), ali uz znatnu toksicnost. Stav je nase kuce da
je DA-EPOCH potentniji protokol od CHOP-a zbog
svoje dinamike i vece doze uz usporedivu toksic-
nost. Sama ASCT za sada nije etablirana (manda-
torna) kao dio 1. linije lijecenja. Unato¢ tome, po-
stoji viSe naznaka da donosi terapijski benefit bas
u toj grupi bolesnika, a bez znatno povecane tok-
sicnosti. Stoga, nije bez argumenata zakljuciti da je
ASCT u L. liniji terapije kao nastavak dinamickog
protokola poput DA-EPOCH-a jedna od prihvatlji-
vih terapijskih opcija u lije€enju bolesnika s loSom
prognozom, no za sada bez dovoljno dokaza da bi
se preporucila u smjernicama. U KB Dubrava 1. li-
nija lijecenja agresivnih NHL s loSom prognozom
ili posebno agresivnom biologijom (Ki-67+>90% i/
ili IPI>3) kod bolesnika < 65 godina je EPOCH-DA
+/- R + ASCT.
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Pojam kimera u medicini se javlja pedesetih go-
dina proslog stoljeca i oznacava organizam u ¢ijem
tijelu postoje stanicne populacije porijeklom iz ge-
netski razli¢itih jedinki iste ili razlicitih vrsta (1).
Rije¢ je izvedenica iz grcke rijeci himera kojom
je opisano cudoviste koje je imalo glavu lava, tije-
lo koze i rep zmije. Postoje prirodne, transfuzijske
1 transplantacijske kimere koje nastaju nakon tran-
splantacije krvotvornih mati¢nih stanica (TKMS).
Upravo su transplantacijske kimere i pracenje kime-
rizma nakon transplantacije predmet brojnih istra-
Zivanja, a sam postupak postao jedan od nezaobi-
laznih u prac¢enju ishoda TKMS-a. Postoji nekoliko
oblika kimerizma, a to su: puni, mijeSani i podijelje-
ni kimerizam.

Prvi oblik kimerizma u kojem su nakon TKMS-a
u bolesnika prisutne samo stanice davatelja naziva
se POTPUNI KIMERIZAM (engl. complete ili full
chimerism, CC tj. FC).

Ako nakon TKMS-a u tijelu bolesnika postoje
1 primateljeve i davateljeve stanice u bilo kakvom
omjeru, rije¢ je o MIJESANOM KIMERIZMU
(engl. mixed chimerism, MC). MijeSani kimerizam
dijeli se na tri podtipa koji se odnose na njegovu
stabilnost, odnosno smjer promjena omjeru stanica
primatelja i davatelja nakon TKMS-a. Prvi podtip
je stabilni mijeSani kimerizam pri kojem se udjeli
stanica primatelja 1 davatelja ne mijenjaju znacajno
s vremenom. Drugi podtip je padajuc¢i mijesani ki-
merizam pri kojemu dolazi do porasta udjela stanica
primatelja, te tre¢i podtip rastu¢i mijeSani kimeri-
zam pri kojemu dolazi i do porasta udjela stanica
davatelja. Ovakav nacin podjele uobiCajen je za
istrazivanja primjene analize kimerizma u predvi-
danju ishoda TKMS-a, s posebnim naglaskom na
tocno odredivanje vrste mijeSanog kimerizma. Nai-
me, smatra se da je upravo grupiranje svih ispitani-
ka s mijeSanim kimerizmom u jednu skupinu moglo
objasniti proturjecne rezultate o vrijednosti praéenja
kimerizma medu bolesnicima s akutnim leukemija-
ma. Rezultati istrazivanja iz 2000. godine ne govo-
re o povecanom riziku za ponovnu pojavu bolesti

medu bolesnicima s akutnim leukemijama kod kojih
je uocen mijeSani kimerizam u usporedbi s bolesni-
cima koji su pokazivali puni kimerizam vjerojatno
zbog toga $to nisu analizirali podtipove mijeSanog
kimerizma (2). Ovi rezultati su u suprotnosti s ve-
¢inom dosad objavljenih radova iz ovog podrucja
(3-6). Prema novijim istrazivanjima koja su jasnije
odredila skupinu bolesnika s MK-om, ishod TKMS-
a za bolesnike s tzv. padaju¢im mijeSanim kimeriz-
mom znacajno se ne razlikuje od onog za bolesnike
s punim kimerizmom, a vjerojatnost relapsa i smrt-
nog ishoda znacajno je visa za bolesnike s rastu¢im
mijeSanim kimerizmom.

I na kraju postoji i PODIJELJENI KIMERIZAM
(engl. split chimerism, SC) kod kojeg su u jednoj
stani¢noj liniji prisutne samo stanice primatelja, a u
drugoj samo stanice davatelja.

Pra¢enjem kimerizma nakon TKMS-a dobivaju
se vrlo vazni podaci o uspjesnosti same transplan-
tacije s obzirom na prihvacanje/odbacivanje tran-
splantata, uc¢inkovitost kemoterapije i drugih po-
stupka kao Sto je npr, infuzija limfocita davatelja
(engl. Donor Lymphocyte Infusion, DLI), itd. Medu-
tim, procjena znacenja pojedina¢nog nalaza kime-
rizma a time i izbor intervencija koje odredeni nalaz
kimerizma iziskuje, ovisi o tome je li transplantacija
provedena u svrhu lijjeCenja nemaligne ili maligne
bolesti (7-9). Tako na primjer nalaz rastu¢eg mije-
Sanog kimerizma nakon TKMS-a, kod teSke apla-
sti¢ne anemije, anemije srpastih stanica, talasemije,
razli¢itth imuodeficijencija, povezan je s pojavom
odbacivanja transplantata (10-12). Ako se kod ta-
kvog bolesnika utvrdi rastu¢i mijeSani kimerizam,
pravodobnom intervencijom kao $to je primjena
DLI-a ili ukidanje imunosupresije, moguce je spasi-
ti transplantat (13). S druge strane, za TKMS-a kao
metodu lije¢enja malignih bolesti s HSCT-om glav-
ni je cilj postizanje punog kimerizma. Prisutnost
stanica primatelja nakon TKMS-a moZe ukazivati
ili na prezivljavanje tumorskih stanica ili na preziv-
ljavanje normalnih, zdravih hematopoetskih stani-
ca primatelja ili oboje. Iz tog razloga utvrdivanje
statusa kimerizma ne moZe biti zamjena za analizu
minimalne ostatne bolesti (engl. Minimal Residual
Disease, MRD), ve¢ je za pravilno pracenje prihva-
¢anja transplantata i remisije potrebna kombinacija
obiju metoda (14). Povezanost mijeSanog kimerizma
1 relapsa dobro je dokumentirana jedino za bolesni-
ke s kroni¢nom mijeloi¢nom leukemijom, ali su re-
zultati istrazivanja ove povezanosti za akutne oblike
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leukemije proturje¢ni. Naime, neka su istrazivanja
ukazala na prediktivnu vrijednost mijeSanog kime-
rizma za pojavu relapsa, a druga nisu nasla takvu
povezanost (15-17). U svijetu postoje razliciti proto-
koli za pracenje kimerizma nakon TKMS-a, to se u
prvom redu odnosi na ucestalost pracenja, a svima
im je zajednicko da je pracenje kimerizma neophod-
no rutinski provoditi. Na slici 1 prikazana je shema
jednog takvog protokola pracenja kimerizma nakon
TKMS-a, posebno za maligne, a posebno za nema-
ligne bolesti (14).

Slika 1. Protokol pracéenja kimerizma nakon
transplantacije krvotvornih mati¢nih stanica

a) NEMALIGNE BOLESTI

3 TJEDNA NAKON TKMS

POTPUNI MJESANI MJESANI "
KIMERIZAM KIMERIZAM (¥) KIMERIZAM ( 1)
1x TJEDNO DO 2 M. 1x TJEDNO
NAKON TKMS / \Qidatna terapija)
SVAKA 2 MJ. DVIJE 1x MJESEENO 1x TJEDNO/
GODINE NAKON TKMS 2x MJESECNO

POTPUNI KIMERIZAM

b) MALIGNE BOLESTI

3 TJEDNA NAKON TKMS

POTPUNI KIMERIZAM MJESANI KIMERIZAM (¢} )

1x TJEDNO DO +200 dana
NAKON TKMS

1x TJEDNO
l (dodatna terapija)

POTPUNI KIMERIZAM

}

1x MJESECNO DVHE 1x TJEDNO DO +200 dana
GODINE NAKON TERAPIJE +— NAKON DODATNE TERAPIJE

1x MJESECNO DVIJE
GODINE NAKON TKMS

Pracenje kimerizma nakon TKMS-a dozivjelo je
veliki napredak sredinom osamdesetih godina 20.
stolje¢a kada je primjena lanc¢ane reakcije polime-
razom (engl Polymerase Chain Reaction, PCR) po-
stala metoda izbora u mnogim podrucjima moleku-
larne biologije, odnosno medicine. U ovom trenutku
“zlatnim standardom” u pracenju kimerizma smatra
se metoda koja analizira kratka uzastopna ponavlja-
nja DNA, odnosno PCR-STR (engl. Short Tandem
Repeats). U tablici 1 navedene su metode koje se
koriste u pracenju kimerizma nakon TKMS-a, kao
i njihovi nedostatci, prednosti, osjetljivost i informa-

tivnost. Treba spomenuti da se u nekim sluc¢ajevima
mogu koristiti i geni HLA, ali u vrlo malom broju
slucajeva budu¢i da se u TKMS-u uglavnom trazi
davatelj potpuno podudaran za gene HLA.

Tablica 1. Metode za pracenje kimerizma nakon
transplantacije krvotvornih mati¢nih stanica

METODA OSJETLJIVOST(%) PRIMJENJIVOST
RFLP 5-10 visoka
CITOGENETIKA 5 niska

KG 1-5 visoka

X/Y FISH 0,1-0,001 niska

PCR-STR 1-5 vrlo visoka
PCR-STR 0,1-0,001 vrlo visoka
(subpopulacije)

PCR-SNP 0,001 - 0,0001 srednje visoka

Legenda: RFLP-Restriction Fragment Lenght Polymorphism,
KG-krvne grupe; FISH-Florescente in Situ Hibridization; STR-
Short Tanden Repeats; SNP-Single Nucleotide Polymorphism

Metoda PCR-STR temelji se na primjeni visoko
polimorfnih mikrosatelitskih lokusa prisutnih u eu-
kromatinskim regijama kromosoma svih eukariota
osim kvasca. Mikrosateliti su sastavljeni od kratkih
uzastopnih ponavljanja sljedova DNA (duZzina po-
navljanja je 1-6 parova baza). U humanom genomu
javljaju se prosjecno svakih 6kb, nalaze genskim
(introni i egzoni), ali 1 izvangenskim regijama. Odli-
kuje ih visok stupanj mutacija (5x10-*-10-° po mjestu
po mejozi), kodominantno mendelsko nasljedivanje.
Lokusi STR variraju u duzini ponavljajuceg slije-
da, broju ponavljanja, kao i slozenosti ponavljaju-
¢eg uzorka (jednostavna, slozena). Aleli pojedinih
mikrosatelita medusobno se razlikuju po broju po-
navljanja slijeda specifi¢nog za taj lokus. Zbog svoje
vrlo visoke raznovrsnosti, lokusi STR-a su idealni
genetski biljezi 1 vjerojatnost da ¢e dvije osobe biti
jednake za alele nekoliko razli¢itih mikrosatelita
izuzetno mala. Stoga je moguce je razlikovati DNA
koja potjece iz stanica primatelja i davatelja nakon
TKMS-a, ¢ak i kad se radi o bra¢i. Jedini izuzetak
su jednojajcani blizanci koji su identi¢ni za Citavu
DNA pa tako i za mikrosatelite. Pri izboru lokusa
STR-a koji ¢e se koristiti u pracenju kimerizma tre-
ba uzeti u obzir broj poznatih alela na tom lokusu
(ne manje od 5), kao i postotak heterozigotnosti koji
treba biti veci od 70% (17-19).
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Osim prednosti koje PCR-STR metoda pruza u
poboljsanju lijecenja, postoje 1 ograni¢enja, u prvom
redu osjetljivost metode koja iznosi do 1% ako se ne
provodi na stani¢nim subpopulacijama (20). Sama
osjetljivost metode ovisi 1 o vrsti aparata koji se ko-
risti za provodenje analize, naime aparatima novije
generacije (sekvenceri koji se temelje na kapilarnoj
elektroforezi) moguce je otkriti puno nize udjele
alela primatelja (=1%). Iz tog razloga nalaz punog
kimerizma treba tumaciti u okvirima metode, odno-
sno uzeti u obzir ¢injenicu kako ovim tipom analize
nije moguce utvrditi prisutnost manje od 1% alela
primatelja. Stoga se ovakva analiza ne moze primi-
jeniti za utvrdivanje minimalne ostatne bolesti, Sto
bi takoder moglo objasniti 1 odredene nedosljednosti
u povezanosti statusa kimerizma s pojavom ponovne
pojave bolesti. Naime, u istrazivanjima provedenim
u svijetu, ali i kod nas, ponovna pojava bolesti primi-
jecena je i1 kod osoba kod kojih su uoceni samo aleli
davatelja (21-23). Jedno od mogucih objasnjenja je
preveliki vremenski razmak izmedu analiza S§to je u
skladu i s izrazito brzom dinamikom razvoja ponov-
ne pojave bolesti kod akutnih leukemija. Medutim,
drugi istrazivaci su opovrgnuli tu tvrdnju buduci da
su u svojim radovima opisali bolesnike kod kojih je
ponovna pojava bolesti uo¢ena samo dva mjeseca
nakon posljednjeg nalaza punog kimerizma (24).

Uzorci, nuzni za pracenje kimerizma su uzorak
primatelja (najces¢e krv) prije transplantacije, uzo-
rak davatelja te uzorak (krv ili koStana srz) primate-
lja nakon TKMS-a. U samom postupku pracenja ki-
merizma nuzno je otkriti lokuse STR-a informativne
za pojedini par primatelj-davatelj (alele koji su pri-
sutni kod primatelja, a nisu kod davatelja). Pri tome
aleli pojedinog lokusa STR-a moraju biti jasno razli-
Citi izmedu primatelja 1 davatelja tj. barem dva po-
navljanja razlike (izbjegavati lokuse STR-a kod kojih
se aleli medusobno razlikuju za samo jedno ponav-
ljanje). Razlog tome je pojava, svojstvena umnaza-
nju mikrosatelita tijekom PCR-a, a to su tzv. stutter
signali koji su rezultat odvajanja DNA polimeraze
od lanca DNA. Naime, prilikom spajanja nove mo-
lekule polimeraze koja ¢e nastaviti produljivanje
DNA moze se stvoriti om¢a u lancu kalupa te tako,
uz fragmente stvarne duzine alela koji se umnaza,
u manjoj mjeri nastaju i fragmenti koji su kraci za
jedno ponavljanje osnovnog fragmenta. Takvi se po-
navljajuci sljedovi prilikom analize vide kao signali
slabijeg intenziteta fluorescencije te, ako je alel spe-
cifican za primatelja, samo za jedno ponavljanje kra-
¢i od alela specificnog za davatelja, mogu dovesti do
lazno pozitivnog, odnosno negativnog nalaza. Osim

toga nuzno je koristiti minimalno dva informativa
mikrosatelita (pojedini protokoli govore da su do-
voljna dva lokusa STR, dok je u naSem postupniku
za pracenje kimerizma nuzno analizirati minimalno
tri informativna lokusa). Naime, u slucaju da se ko-
risti samo jedan lokus STR-a moze do¢i do lazno
pozitivnog ili negativnog rezultata zbog ¢injenice da
je stopa mutacije na lokusima s ponavljaju¢im slje-
dovima DNA visa nego za kodirajuce dijelove ge-
noma. NajcesS¢e su mutacije ovih lokusa adicije ili
delecije jedne ponavljajuce jedinice. Stoga je, kao
posljedica ove osobine mikrosatelitskih lokusa, mo-
guce da se analizom samo jednog lokusa pogresno
odredi porijeklo stanica u uzorku ispitanika nakon
TKMS-a. Takoder je bolje koristiti lokuse na razli-
¢itim kromosomima, a ne samo na jednom. Naime,
u leukemijskim su stanicama ceste promjene struk-
ture kromosoma (delecije, prerazmjestaji itd.) te bi
stoga pouzdavanje u rezultate analize lokusa STR-a
na samo jednom kromosomu takoder moglo dovesti
do krivih zakljucaka. Lokusi STR-a, koji se koriste u
nasem protokolu, prikazani su u tablici 2 kao 1 njiho-
ve osobine, navedeni lokusi smjesteni na razli¢itim
kromosomima i broj alela im varira od 7 do 23.

Tablica 2. Smjestaj i osobine mikrosatelitskih
lokusa za pracenje kimerizma nakon transplantacije
krvotvornih maticnih stanica

LOKUS | KROMOSOM POBZI:I?A":'IH AEg'I:ﬂ'(‘&)
ALELA
THO 11 8 154-178
VWFA31 12 13 122-166
FES/FPS 15 10 202-238
F13A01 6 16 179-235
SE33 5 23 233-319
D1S549 1 10 157-193
D151656 1 13 129-168
D12S391 12 15 209-253
D18S535 18 8 130-158
D225683 22 18 168-204

Legenda: pb - parova baza

Vazno je istaknuti da nisu svi lokusi STR-a dobri
za pracenje kimerizma unato¢ $to imaju veci broj
alela koji se medusobno razlikuju za 4 para baza.
Stoga je prije primjene pojedinog mikrosatelita u
prac¢enju kimerizma potrebno napraviti populacijska
istrazivanja 1 utvrditi informativnost tih lokusa tj.
postotak heterozigotnosti (60-70%). Lokusi STR-a
koji se koriste u nasem postupniku u populacijskom
istrazivanju raznovrsnost tih lokusa u nasoj popula-
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ciji pokazali su heterozigotnost od 61,3% (FES/FPS)
do 94,0% (SE33), (17, 18). Lokus FES/FPS se primi-
jenuje unato¢ tome $to mu je informativnosti bila na
donjoj grani¢noj vrijednosti.

Jedna od prednosti metode PCR-STR je moguc-
nost da se intenzitet fluorescencije prikaze visinom

odnosno povrsinom, pojedinog signala koji odgova-
ra alelu primatelja, odnosno davatelja i izrazen je s
broj¢anom vrijednoscu. Tako je iz omjera visine “pi-
kova” koji predstavljaju alele primatelja i davatelja
za pojedini mikrosatelitski lokus moguce izracunati
omjer stanica primatelja i davatelja (Slika 2.).

Slika 2. Shematski prikaz analize alela mikrosatelita u pracenju kimerizma

alel4 -

alel 5 -

PRIMATELJ

DAVATELJ

4
‘ PRIMATELJ
J 5
4 5 ‘ KIMERA

DAVATELJ

Pracenje kimerizma nakon TKMS-a u Zavodu
za tipizaciju tkiva, KBC Zagreb zapoceto je 2000.
godine kad je bilo ukljuc¢eno prvih Cetrnaest bole-
snika. Od tada taj broj neprekidno raste i u 2013.
godini ukupan broj pretraga iznosio je 445 (Slika 3.).
Takoder je 1 broj bolesnika uklju¢enih u pracenje ki-
merizma nakon TKMS-a s prvotnih Cetrnaest nara-
stao na 57 novo transplantiranih bolesnika u prosloj
godini (Slika 4.). U proteklom razdoblju od 15 godi-
na ukupan broj bolesnika ukljucenih u pracenje ki-
merizma iznosio je 431. Standardni protokol za pra-

vrijeme elektroforeze

. . 4+6
% primatelja =
3+4+5+6

¢enje kimerizma podrazumijeva da se prvi uzorak
bolesnika analizira tri tjedna nakon TKMS-a, zatim
svaka 2-3 tjedna tri mjeseca nakon TKMS-a, a na-
kon toga 6 mjeseci nakon TKMS-a i zatim jednom
godisnje. Broj odredivanja statusa kimerizma po bo-
lesniku iznosio je od jedne do najvise 22 analize, a
prosjecan broj bio je 6,5, a sam postupak pokazao
je prognosticku vrijednost jer je status kimerizma
kod transplantiranih bolesnika odgovarao njihovom
klinickom stanju.
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Slika 3. Ukupan broj praéenja kimerizma u razdoblju 2000.-2013.g. u KJ za tipizaciju tkiva KBC Zagreb
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Slika 4. Kimerizam - broj pretraga obavljenih tijekom 2013.g. u KJ za tipizaciju tkiva, KBC Zagreb
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Transplantacija alogeni¢nih krvotvornih matic-
nih stanica je metoda izlje¢enja za mnoge bolesnike
s malignim i nemalignim bolestima. Kroni¢na reak-
cija davatelja protiv primatelja (eng. Chronic graft
versus host disease - cGVHD) vode¢i je uzrok smrti
koji nije povezan s relapsom osnovne bolesti u pre-
zivjelih nakon transplantacije alogeni¢nih krvotvor-
nih mati¢nih stanica (aloTKMS), ali je ujedno po-
vezan s nizom stopom relapsa maligne bolesti (1-3).

Incidencija cGVHD se vjerojatno povecava zbog
starije zivotne dobi transplantiranih bolesnika, sve
manjeg peritransplantacijskog mortaliteta, upotrebe
perifernih krvotvornih mati¢nih stanica i sve ve-
¢eg broja transplantacija od nesrodnog darivatelja.
Incidencija varira od 40-60%. Pocetak bolesti je
varijabilan 1 javlja se izmedu 3 i1 24 mjeseca nakon
aloTKMS (4, 5). Vecina slucajeva dijagnosticira se
u prvoj godini nakon transplantacije, ali 5-10% slu-
Cajeva se dijagnosticira i nakon godine dana. Bolest
zahvaca brojne organe, zahtijeva multidisciplinarni
pristup 1 prolongiranu imunosupresivnu terapiju.
Vazno je §to ranije prepoznati simptome bolesti 1
postaviti dijagnozu zato §to je cilj zbrinjavanja kon-
trola simptoma 1 sprjeCavanje ireverzibilnih ostece-
nja i invalidnosti. 2005. godine National Institutes of
Health (NIH) konsenzus o cGVHD-u donio je nove
standardne definicije za poboljSanje dijagnoze, kla-
sifikacije 1 stupnjevanje tezine bolesti, kao i mjerenje
odgovora na terapiju koje se koriste 1 implementiraju
pri pregledu 1 evaluiranju nasih bolesnika (5).

Multidisciplinarni tim ¢ine profesionalci razlici-
tih disciplina ili specijalnosti koji rade zajedno kako
bi pacijentu pruzili sveobuhvatnu skrb. Kako se bo-
lesnikovo stanje s viemenom mijenja, tako se i sastav
tima takoder moze mijenjati kao odraz promijenjivo-
sti klini¢kih 1 psihosocijalnih potreba bolesnika (7).

U KBC Zagreb nedavno je formiran multidisci-
plinarni tim (Slika 1.) za lijeCenje cGVHD 1 dugotraj-
nih komplikacija nakon aloTKMS u suradnji s Nati-
onal Cancer Institute, NIH, SAD i uz potporu Fonda
»Jedinstvo uz pomo¢ znanja“ podrzan od Ministar-
stva znanosti, obrazovanja 1 sporta 1 Svjetske banke.

UNITY
FUND

Slika 1.
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Rijec je 0 medunarodnom projektu “Clinical and
biological factors determining severity and activ-
ity of chronic Graft-versus-Host Disease after al-
logeneic hematopoietic stem cell transplantation”,
&iji su voditelji prof. dr. sc. Zivko Steven Pavletié i
prof. dr. sc. Damir Nemet. U projektu uz americki
National Cancer Institute, NIH, sudjeluje sedam hr-
vatskih ustanova: Medicinski fakultet SveuciliSta u
Zagrebu, KBC Zagreb, KROHEM, Institut “Ruder
Boskovi¢”, Stomatoloski fakultet SveuciliSta u Za-
grebu, Klinika za infektivne bolesti “Dr. Fran Mi-
haljevi¢”, te Dom zdravlja Zagreb - Istok.

Posljednjih godina u Zavodu za hematologiju Kli-
nike za unutarnje bolesti KBC Zagreb 1 Medicinskog
fakulteta Sveucilista u Zagrebu oko 60 bolesnika go-
dis$nje lijeci se transplantacijom alogenic¢nih krvotvor-
nih mati¢nih stanica. U multidisciplinarnom timu za
kroni¢ni GVHD bolesnike prvo pregleda hematolog:
standardna anamneza i status (osnovna bolest, po-
sttransplantacijska anamneza, lijekovi, infekcije, stu-
panj reintegracija u svakodnevni zivot, kvaliteta Zivo-
ta), nakon cega se fokusira na podatke o prijasnjem
akutnom GVHD, trenutne simptome koji upucuju na
cGVHD, pocetak bolesti, te na pojedine organe koji su
zahvaceni s bolesti (koza, oci, usta, gastrointestinalni
trakt, jetra, pluca, genitalni 1 muskuloskeletni sustav).
Naposljetku se ispunjavaju standardni formulari za
evaluaciju cGVHD: NIH formular za kroni¢ni GVHD
(Slika 2.), formular A o aktivnosti bolesti (Slika 3.).

Slika 2.

CGVHD score sheet

SCORE 0 SCORE 1 SCORE 2 SCORE 3

PERFORMANCE u]

SCORE: and fully active
(ECOG 0; KPS or
LPS 100%)

0 y
fully ambulatory, ambulatory,
restricted only in capable of self-
physically strenuous ~ care, >30% of
activity (ECOG 1, waking hours out 3-4, KPS or LPS
KPS or LPS 80- of bed (ECOG 2, <60%)
90%) KPS or LPS 60-

70%)

limited self-care,
>50% of waking

hours in bed (E¢
KPS ECOG LPS ours in bed (ECOG

SKIN 0O No Symptoms O <18% BSA with
Clinical features: disease signs but
0 Maculopapular NO sclerotic
rash features

O Lichen planus-like

features

0 Papulosquamous

lesions or ichthyosis

O Hyperpigmentation

O Hypopigmentation

0O Keratosis pilaris

O Erythema

O Erythroderma

O Poikiloderma

O Sclerotic features

O Pruritus

O Hair involvement

O Nail involvement

O 19-50% BSA
OR involvement
with superficial

sclerotic features

0 >50% BSA OR
deep sclerotic
features “hidebound”
(unable to pinch) OR
impaired mobility,
ulceration or severe
pruritus

“not hidebound”
(able to pinch)

% BSA

involved

MouTH O No symptoms O Mild symptoms O Moderate O Severe symptoms,
with disease signs symptoms with with disease signs on
but not limiting oral  disease signs with examination with
intake significantly  partial limitation of major limitation of

oral intake oral intake
EYES O No symptoms 0 Mild dry eye 0 Moderate dry 0 Severe dry eye

symptoms not
Mean tear test (mm): affecting ADL
o >10 (requiring eyedrops

eye symptoms
partially affecting

symptoms
significantly

ADL (requiring affecting ADL

0 6-10 <3 x per day) OR drops > 3 x per day  (special eyeware to

o<s asymptomatic signs  or punctal plugs), relieve pain) OR

O Not done of WITHOUT vision  unable to work
keratoconjunctivitis  impairment because of ocular
sicca symptoms OR loss

of vision caused by
keratoconjunctivitis
sicca

SCORE 0 SCORE 1 SCORE 2 SCORE 3
GI TRACT O No Ip o Ip such o 1pt o Ipt
as dysphagia, iated with iated with
anorexia, nausea, mild to moderate significant weight
vomiting, abdominal  weight loss (5- loss >15%, requires
pain or diarrhea 15%) nutritional
without significant supplement for most
weight loss (<5%) calorie needs OR
esophageal dilation
LIVER O Normal LFT O Elevated O Bilirubin >3 O Bilirubin or
Bilirubin, AP*, AST ~ mg/dl or Bilirubin,  enzymes > 5 x ULN
or ALT<2xULN  enzymes 2-5 x
ULN
LUNGS O No symptoms O Mild symptoms O Moderate O Severe symptoms

of breath
after climbing one
flight of steps)

of breath
(shortness of breath at rest; requiring 0,)
after walking on

flat ground)

FEV1 C]
brcol ]

JOINTS AND FASCIA

O FEVI > 80%
OR LFS=2

O FEV1 60-79%
OR LFS 3-5

O FEV1 40-59%
OR LFS 6-9

O FEVI1 <39% OR
LFS 10-12

O Contractures
WITH significant
decrease of ROM
AND significant

O No symptoms O Mild tightness of
arms or legs, normal
or mild decreased

range of motion

O Tightness of
arms or legs OR
joint contractures,
erythema due to

(ROM) AND not fasciitis, moderate limitation of ADL
affecting ADL decrease ROM (unable to tie shoes,
AND mild to button shirts, dress
moderate limitation ~ selfetc.)
of ADL
GENITAL TRACT ONo o icwith O

0 .
'WITH advanced
signs (stricture, labial
agglutination or
severe ulceration)
AND severe pain
with coitus or
inability to insert
vaginal speculum

with moderate
signs on exam
AND with mild
dyspareunia or
discomfort with
gynecologic exam

mild signs on exam
AND no effect on
coitus and minimal
discomfort with
gynecologic exam

* AP may be elevated in growing children, and not reflective of liver dysfunction

Other indicators, clinical manifestations or complications related to cGVHD (check all that apply and assign
a score to its severity (0-3) based on its functional impact (none — 0.mild -1, moderate -2, severe — 3

T Pleural Effusion(s)
) Peripheral Neuropathy
) Eosinophilia > 500ul__

T Esophageal stricture or web___ | Pericardial Effusion___
) Ascites (serositis)__ ) Nephrotic syndrome
) Myasthenia Gravis___ ) Cardiomyopathy

) Polymyositis__ ) Cardiac conduction defects | Coronary artery involvement
T Platelets <100,000/ul | Progressive onset
V OTHERS:

Slika 3.

Current Patient Weight:

Today's Date: _ _ MRé#Name: ___

CHRONIC GVHD ACTIVITY ASSESSMENT- CLINICIAN
Component Findings
Erythematous rash of any sort

Scoring (see skin score worksheet] |
% BSA (max 100%)

% BSA (max 100%)
% BSA (max 100%)

Woveable sclerosis

Ulcer(s) select the 'd mark local

Sovere ulcerations

of ulcer Locaton:
Largest dimension on
Eyes Right Eye: mm of weting LefiEye o of wetting
Biateral Schirmer's Tear Test
(without anesthesia)
in persons 9 years or older
Wouth Mucosal | No evidence Wil Moderate Severe
change | of cGVHD |
o) Erythema | None Wild oryihema or Wodera Severe eryhoma
= moderate erythema Sever (225%)
et s )
i Lichenoid | Nove Fiyperker: Fyperkeralolic changes
[ 7 >
e Ulcers | None Ticars in
Mucoceles* | None

Over 10

Total score for all

“Mucoceles scored for Tower
tabial and ate or mucosal changes

il and soft palate only

Biood Counts. Platell Gount TN TR WEe TN % Eosinophs
s N %
KL KoL
Tiver n Tests [y AT [y TN
mglal. mgidL uL u uL uL
0= no symptoms
1=mild, with ltle reduction in the past week
. with wook
oral inae, the past week
+ Dysphagia OR = hagia or odynophagia with sofid food or pills during the past week
« Odynophagia 2=Intermittent dysphagia or odynophagia with solid foods or pils but not for liquids or soft foods, during the past week
odynophagia for imost every past week
Gastrointestinal-Lower GI 0= noloose or liquid stools during the past week
+ Diarmea 1= occasional loose o liquid stools, on some days during the past week
the day, on the past week, prevent or correct
volume deplation
almost every day of the past week, correct
Lungs Pulmonary Function Tests with Diffusing FEV-1 Single Breath DLCO (acjusted for hemogiobin)
. Capacity (attach report for p 5yrs old)
% Predicted % Predicted
the following
VHD.
2 3 4 5 6 7 8 9 10
Most severs cGVHD
“symptoms.
Posaie
Grip Sirength (Dominant Hand)
THE [ Tra# | T
Nomber o ap (x50 feet) + final pria la:
. Grp Suengih e ontvatkes 2 Mt - - - o Physical Therapy Roport Atiached
Score L Scale Definitions (circle from 0-100) (persons <16 years Scale Definitions (circle
old from 0-100) (persons 16 years or older)
00 Fot aciv. omal Normai ro compians; o vdonce ofGisoase
El
®
7 Cre e pent oy Sy s o s Unabl o 67y 5 vl iy 6 95 iV WOk
® T aroun, 5 Tl 6076 iay. Fesps sy Wiy quter setvies
o D ires spacil e and ssCE
W
e
™ Topar
@ Tesporsie Desd

Nakon pregleda pacijent se upucuje medicinskoj
sestri koja organizira 1 koordinira laboratorijsku
obradu (hematoloske, biokemijske, endokrinoloske,
koagulacijske, mikrobioloske analize), radiolosku
obradu, te spirometriju. Zatim se pacijenti upucuju
na subspecijalisticke preglede. Svakog bolesnika ili
bolesnicu temeljito evaluira dermatolog, stomatolog,
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Formiranje multidisciplinarnog tima za lijecenje kroni¢ne reakcije davatelja protiv primatelja

L. Grkovi¢ i suradnici

i dugotrajnih komplikacija nakon transplantacije alogenic¢nih krvotvornih mati¢nih stanica u KBC Zagreb

oftalmolog, neurolog, fizijatar, nutricionist, gineko-
log (Zenske bolesnice), a ovisno o klinickoj indikaciji
1 endokrinolog, pulmolog, infektolog, gastoenterolog.
Svaki subspecijalist ispunjava odredene formulare
vezane uz evaluaciju pojedinog organa. Ukoliko je
potrebno uzimaju se brisevi i biopsije zahvacenog or-
gana. Nadalje bolesnik ispunjava upitnike o kvaliteti
zivota (SF 36, EORTC QLQ-C30, Lee skala) i for-
mular B o simptomima i aktivnosti bolesti (Slika 4.).

Slika 4.

Today's Date:

MR#/Name:

CHRONIC GVHD ACTIVITY ASSESSMENT-PATIENT SELF REPORT

Symptoms

Please rate how severe the following Not As Bad As You
symptoms have been in the last seven Present Can Imagine
days. Please fill in the circle below from 0

(symptom has not been present) to 10

(the symptom was as bad as you can 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
imagine it could be) for each item.

Your skin itching at its WORST? s} [¢] o s} ¢} o [} [s] ¢} o 5]
Your mouth dryness at its WORST? o o [ o [ [ o o [ [ o
Your mouth pain at its WORST? o o o o o o <] o [9) o o
Your mouth sensitivity atits WORST? | O 9 ) 0 S [ <) 9 [9) [g) 9
Eyes Whatis your main complaint with regard to your eyes?

Please rale how severe is this eye symptom, between 0
(not at all severe) and 10 (most severe):

01 2 3 45 6 7 8 910
Vulvovaginal Symptom Do you have any burning, pain or discomfort in the area
(females only) of your vagina, vulva or labia? o Yes

OR o No

Do you have any discomfort or pain with sexual o Notapplicable

Patient Global Ratings:

1. Overall, do you think that your chronic graft versus host disease is mild, moderate or severe?
1= mild

2=moderate

3=severe

2. Please circle the number indicating how severe your chronic graft versus host disease symptoms are, where 0 is cGVHD
symptoms that are not at all severe and 10 is the most severe chronic GvHD symptoms possible.

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

CGVHD symptoms

Most severe cGVHD
not at al severe symptoms

Possible

3. Compared to a month ago, overall would you say that your cGvHD symptoms are:

+3= Very much better
+2= Moderately better
+1=A little better

0= About the same
-1=Allittle worse
-2=Moderately worse
-3=Very much worse

‘Attach copies of:
Adults (persons 18 years or older):
-Lee cGVHD Symptom Scale
-Human Activity Profile

Children/Adolescents (persons 17 years or younger):
-Lee cGVHD Symptom Scale (persons 8-12 years old may
complete with help of the health care professional)
-SF036 -ASK-p38 Activities Scale for Kids

FACT-BMT -VARNI-Generic and Disease Specific Inventory

Multidisciplinarni tim se sastaje jednom svaka
dva tjedna, kada se svaki bolesnik detaljno prezen-
tira 1 raspravi iz aspekta pojedinog subspecijalista,
odredi teZina bolesti temeljem NIH skale 1 ostalih
mjerenja, te se donose odluka o daljnjem lijecenju
(lokalno, sustavno, rehabilitacija, mijenjanje tera-
pije, smanjenje ili pojacanje postoje¢e imunosupre-
sivne terapije.). Koriste¢i detaljni multidisciplinarni
pristup cGVHD-u do sada je sustavno analizirano
27 bolesnika s cGVHD-om. 4 bolesnika nisu ima-
la dijagnosticke kriterije za postavljanje dijagnoze.
Najces¢e zahvaceni organi bili su koza, zglobovi/
fascija, o€i 1 pluca, a vecina bolesnika imala je teZzak
oblik bolesti (NIH skor 3).

U zakljucku, multidisciplinarni tim za cGVHD
KBC Zagreb osigurava standariziran 1 detaljni pri-
stup bolesnicima s cGVHD-om. Ovakav pristup
omogucuje znatan napredak u lijecenju ove popula-
cije bolesnika nakon aloTKMS i unaprjedenje njiho-
ve kvalitete Zivota.

Takoder, u svrhu unaprijedenja skrbi za ovu po-
pulaciju bolesnika, 15. studenog 2013. godine odrzan
je simpozij o kroni¢noj reakciji transplantata protiv
primatelja 1 kasnim komplikacijama nakon tran-
splantacije krvotvornih mati¢nih stanica u Prepo-
rodnoj dvorani palace Narodnog doma u Zagrebu u
organizaciji Zavoda za hematologiju KBC-a Zagreb,
Nacionalnog instituta za rak iz Sjedinjenih Americ-
kih Drzava i Hrvatske kooperativne grupe za hema-
toloske bolesti KROHEM. Predavaci su bili ugledni
strucnjaci iz Europske grupe za transplantaciju krvi
1 kostane srzi (EBMT), Njemacko-austrijsko-Svicar-
skog konzorcija za cGVHD i Nacionalnog instituta
za rak iz SAD-a te ¢lanovi multidisciplinarnog tima
hrvatskih struc¢njaka.

Symposium Program
Friday, November 15th, 2013,

09.00 - 09.45 Opening of the Symposium

09.45 - 10.10 Damir Nemet: Thirty years of stem cell transplantation program at the University Hospital
Center Zagreb: the need for more care for survivors

10.10- 10.40 Steven Z. Pavletic: Chronic GvHD project - collaboration of the National Cancer Institute USA
and Division of Hematology University Hospital Center Zagreb, Croatia

10.40-11.00 Coffee break

Part I: Chronic GVHD: Scope of the problem

Chairs: StevenZ. Pavietic, Damir Nemet

11.00 - 11.25 Rafael Duarte-Palomino (Barcelona): Chronic GvHD in Europe and EBMT projects

11.25 - 11.50 Hildegard Greinix (Vienna): Diagnosis, histopathology and staging of chronic GvHD

11.50 - 12.15 Daniel Wolff (Regensburg): German-Austrian-Swiss Consortium, first and second line therapy

12.15 - 12.40 Anita Lawitschka (Vienna): Pediatric aspects of chronic GvHD and chronic GvHD prevention

12.40 - 13.05 Grzegorz Basak (Warszawa): Ancillary and supportive multidisciplinary care and standards for long
term follow-up

13.05 - 13.30 Steven Z. Pavletic (Bethesda): Evaluation of therapeutic response in clinical trials of new therapies
for chronic GvHD

13.30- 14.30 Lunch

Part ll: Chranic ¥ clinic and h
University Hospital Center Zagreb
Chairs: Hildegard Greinix, Radavan Vrhovac
14,30 - 1445 Radovan Vrhovac: Allogeneic stem cell transplant program at the University Hospital Center Zagreb

14.45 - 15,00 Ranka Serventi Seiwerth: Coping With chronic GvHD, current status of care for long tefm survivors
15.00 - 15.15 Ljubica Raji¢: Late effects following allogeneic SCT in children

15.15 - 15.30 Lana Grkovi¢: Organization of chronie GYHD program and clinical activity of the multidisciplinary team
15.30 - 15.45 Nikolina Matic: The role of the nurse in the multidisciplinary care of patients with cGvHD

15.45 - 16.00 Romana Ceovié: Chranic GvHD of the skin

16.00 - 16.15 Marinka Mravak-Stipeti¢: Chronic G¥HD of the oral cavity

16.15 - 16.30 Magdalena Gree/Davorka Dusek: Evaluation and management of infectious complications in ¢cGvHD
16.30 - 16.50 Coffee break

16.50 - 17.05 Tajana Klepac Pulanié: Gynecological problems in chronic GvHD

17.05 - 17.20 Ervina Bili¢: Neurological complications and pain in chronic GvHD

17.20 - 17.35 Drago Batini¢: Immunological disturbances in chronic GvHD

17.35-17.50 Drazen Pulanié: Hemostasis and inflammation in chronic GvHD

17.50 - 18.05 Ines Bojanic: Extracorporeal photopheresis in the treatment of chronic GvHD

18,05 - 18.20 Dina Ljubas/2eljko Krznaric: Nutrition problems and support of patients with chronic GvHD

18.20 - 18.35 Zinaida Peri¢: Quality of life in patients with chronic GvHD

18.35 - 19.00 Concluding remarks and discussion

20.30- 23.30 Dinner for all participants
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Mobilizacija i sakupljanje mati¢nih stanica za transplantaciju
uz primjenu pleriksafora

Prof. dr. sc. Damir Nemet, dr. med.

Zavod za hematologiju, Klinika za unutarnje bolesti,
Klinicki bolnicki centar Zagreb i Medicinski fakultet
Sveucilista u Zagrebu

E-posta: dnemet@mef-hr

Uvod

Transplantacija autolognih mati¢nih krvotvornih
stanica (ATMS) nakon primjene visokodozne kemo-
terapije standardan je pristup lijeCenju ne-Hodgki-
novih limfoma (NHL), Hodgkinove bolesti (HB) i
multiplog mijeloma (MM) (1-7).

Glavni izvor mati¢nih stanica za autotransplan-
taciju je periferna krv nakon postupka mobilizaci-
Jje mati¢nih stanica iz koStane srzi. Uspjeh lijecenja
transplantacijom ovisi 0 moguénosti sakupljanja do-
voljnog broja mati¢nih stanica iz periferne krvi koje
¢e osigurati brz i pouzdan hematoloski oporavak.
Standardan pristup mobilizaciji mati¢nih stanica
u perifernu krv je primjena granulocitnog Cinitelja
rasta (G-CSF) samog ili u kombinaciji s kemote-
rapijom (8,9). U oko 10-30% bolesnika nije mogu-
¢e sakupiti niti minimalan broj mati¢nih stanica,
koji iznosi >2x10° CD34+ stanica/kg t.t. bolesnika
(10-16).

Bolesnici u kojih se ne sakupi dovoljno mati¢nih
stanica za transplantaciju ne mogu se lijeciti poten-
cijalno kurativnom metodom lijecenja ili je kod njih
potrebno jednom ili viSe puta ponoviti postupak mo-
bilizacije mati¢nih stanica Sto utjece na kvalitetu zi-
vota bolesnika, izlaze ih dodatnom riziku lijecenja,
a znacajno povecava troskove lijecenja.(17).

Pleriksafor (AMD3100, Mozobil®) je prvi od
nove klase malih molekula koja reverzibilno inhibi-
ra vezanje ¢imbenika la porijeklom iz stanica stro-
me (eng. chemokine stromal cell-derived faktor-1a,
SDF-1a) za njegov receptor CXC4 (CXCR4) te time
slabi vezu maticnih stanica sa stromom 1 potice nji-
hovo otpustanje u cirkulaciju (18,19). Pleriksafor je
stoga indiciran u kombinaciji s G-CSF-om za poti-
canje mobilizacije mati¢nih stanica u perifernu krv
kod bolesnika s limfomima i MM koji slabo mobili-
ziraju maticne stanice standardnim postupkom. Pre-
porucena doza pleriksafora je 0,24 mg/kg t.t. dnev-
no. Lijek se primjenjuje s.c., 611 sati prije pocetka
afereze, a nakon $to je tijekom 4 dana primijenjen
G-CSF 10 pg/kg dnevno.

Pleriksafor primijenjen sam ili u kombinaciji s
G-CSF u ispitivanjima faze I 1 II signifikantno pove-
¢ava broj mati¢nih CD34+ stanica u perifernoj krvi i
mogucnost sakupljanja tih stanica za transplantaciju
(20,21). U fazama II i III klinickih ispitivanja kod
bolesnika s NHL i MM pleriksafor je bio dobro pod-
nosljiv 1 znacajno je povecao mogucnost sakupljanja
adekvatnog broja mati¢nih stanica (>5x10° CD34+
stanica/kg) za transplantaciju s manjim brojem po-
stupaka afereze (21,22,23). U fazama III ispitivanja
kombinacijom pleriksafora i G-CSF-a vjerojatnost
da ¢e se sakupiti dovoljan broj mati¢nih stanica je
2-3 puta veca nego samo s G-CSF-om. Pleriksafor
omogucava da veci broj bolesnika bude lijecen tran-
splantacijom. Kod bolesnika s NHL 90% bolesni-
ka lijecenih pleriksaforom nastavlja lijeCenje tran-
splantacijom u usporedbi s 55% onih koji su primali
samo G-CSF. Kod bolesnika s MM 95,9% lijecenih
pleriksaforom nastavlja lijeCenje transplantacijom u
usporedbi s 88,3% onih koji su primali samo G-CSF.
Transplantacija stanica mobiliziranih pleriksaforom
rezultira brzom 1 trajnom rekonstitucijom hema-
topoetskog sustava. Pleriksafor se opcenito dobro
podnosi, nije bilo znacajne razlike u nuspojavama u
grupi lijeCenoj pleriksaforom+G-CSF-om u odnosu
na skupinu lije¢enu placebom+G-CSF-om (22,23).

U Hrvatskoj se godiSnje u oko 140 bolesnika s
limfomima i MM-om planira lije¢enje ATMS i pod-
vrgavaju se postupku mobilizacije mati¢nih stanica
standardnim postupkom, kombinacijom kemotera-
pije 1 G-CSF-a (filgrastim). Procjenjuje se da oko 19
bolesnika (14%) nec¢e adekvatno mobilizarati matic¢-
ne stanice i ovi bolesnici su kandidati za primjenu
plariksafora.

Primjena pleriksafora (Mozobil®) u bolesnika u
kojih se nakon primjene standardnog postupka mo-
bilizacije ne postigne adekvatan porast mati¢nih
CD34+ stanica u perifernoj krvi omogucava pri-
mjenu terapijske metode kojom se mogu izlijeciti, a
izbjegavaju se nepovoljni ucinci 1 povecani troskovi
ponovljenog standardnog postupka koji je ionako u
vecine bolesnika neuspjesan.

Pristup kojim se pleriksafor primjenjuje samo u
slucaju oc€itog neuspjeha standardnog postupka mo-
bilizacije, kao spaSavajuci (eng. ,,salvage®) lijek sto-
ga je medicinski 1 ekonomski prihvatljiv.
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SaZetak znanstvenih dokaza koji dokazuju
prednosti primjene pleriksafora u bolesnika koji
slabo mobiliziraju krvotvorne mati¢ne stanice

Postojeci postupak mobilizacije mati¢nih stanica
u perifernu krv ukljucuje primjenu G-CSF-a samog
ili u kombinaciji s kemoterapijom.

Prednosti primjene pleriksafora u odnosu na
postojeci postupak dokazane su u vise istraziva-
nja faze II (21), ispitivanju njegove djelotvornosti
u bolesnika koji ne mobiliziraju uz standardni
postupak (eng. ,,compassionate use*) (25) te u dva
randomizirana, dvostruko slijepa, placebom kon-
trolirana klini¢ka istraZivanja faze III (22,23).

U tim istraZivanjima je utvrdeno:

* Pleriksafor povecava mobilizaciju mati¢nih

CD34+ stanica

— u fazama III ispitivanja kombinacijom plerik-
safora i G-CSF-a vjerojatnost da ¢e se sakupiti
dovoljan broj mati¢nih stanica je 2-3 puta veca
nego s G-CSF-om+ placebo

— ciljni broj mati¢nih stanica dostize se s ma-
njim brojem postupaka afereze kombinacijom
pleriksafora 1 G-CSF

— kod bolesnika s NHL 59,3% bolesnika u
pleriksafor+G-CSF skupini doseglo je ciljnu
koli¢inu od >5x10° CD34+ stanica s manje od
4 afereze u usporedbi sa samo 19,6% bolesnika
u placebo+G-CSF skupini (22)

— kod bolesnika s MM 71,6% bolesnika u
pleriksafor+G-CSF skupini doseglo je ciljnu
koli¢inu od >6x10° CD34+ stanica s manje od
2 afereze u usporedbi sa samo 34,4% bolesni-
ka u placebo+G-CSF skupini (23)

* Primjena pleriksafora omogucava predvidivost
vremena 1 koli¢ine sakupljanja mati¢nih stanica

— primjena pleriksafora+G-CSF-a povecava broj
cirkuliraju¢ih mati¢nih stanica za otprilike 5
puta u protokolom predvidenom vremenu

* Primjena pleriksafora smanjuje broj potrebnih
postupaka afereze

— u bolesnika s MM koji su primali placebo+G-
CSF bilo je potrebno 4 dana (4 postupka afe-
reze) za prikupljanje ciljnog croja od >6x10°
CD34+ stanica, dok je u pleriksafor+G-CSF
skupini za to trebao 1 dan (1 afereza)

— u bolesnika s NHL koji su primali placebo+G-
CSF manje od 50% bolesnika doseglo je ciljni
broj od >5x10° CD34+ stanica u 4 dana, dok je
u pleriksafor+G-CSF skupini ovaj ciljni broj
stanica sakupljen za medijan od 3 dana.

* Pleriksafor omogucava da ve¢i broj bolesnika

sakupi dovoljan broj mati¢nih stanica i bude lije-

¢en transplantacijom u usporedbi s G-CSF-om

— 90% bolesnika s NHL lijecenih pleriksaforom
nastavlja lije¢enje transplantacijom u uspored-
bi s 55% onih koji su primali samo G-CSF

— 95,9% bolesnika s MM lijecenih pleriksa-
forom nastavlja lijeCenje transplantacijom u
usporedbi s 88,3% onih koji su primali samo
G-CSF

* Transplantacija stanica mobiliziranih pleriksa-
forom rezultira brzom i trajnom rekonstitucijom
hematopoetskog sustava

— medijan vremena do oporavka broja neutrofi-
la jednak je nakon mobilizacije pleriksaforom
kao 1 nakon mobilizacije samim G-CSF-om
(10 dana u bolesnika s NHL i 11 dana u bole-
snika s MM)

— medijan vremena do oporavka broja tromboci-
ta jednak je nakon mobilizacije pleriksaforom
kao 1 nakon mobilizacije samim G-CSF-om
(20 dana u bolesnika s NHL 1 18 dana u bole-
snika s MM)

* Pleriksafor se op¢enito dobro podnosi

— nije bilo znacajne razlike u nuspojavama u gru-
pi lije¢enoj pleriksaforom+G-CSF-om u odno-
su na skupinu lijeCenu placebom+G-CSF-om

— najces¢e nuspojave bile su: gastrointestinalni
poremecaji kao mucnina i1 proljev, eritem na
mjestu injekcije, omaglica, nesanica, glavobo-
lja, bolovi u misi¢ima i kostima.

Terapijske preporuke za mobilizaciju i
sakupljanje mati¢nih stanica za transplantaciju i
primjenu pleriksafora

Medunarodna radna skupina za mijelom (Inter-
national myeloma working group, IMWG) objavila
je stavove 1 smjernice o sakupljanju mati¢nih stanica
za autotransplantaciju te ulozi i primjeni pleriksafo-
ra (9). Radna skupina navodi:

Pleriksafor u kombinaciji s G-CSF-om poveca-
va mobilizaciju CD34+ stanica te je djelotvoran u
mobilizaciji 1 sakupljanju adekvatnog broja matic-
nih stanica u bolesnika u kojih tradicionalne metode
mobilizacije nisu uspjele. Pleriksafor smanjuje broj
postupaka afereze potrebnih da se prikupi ciljna
doza CD34+ mati¢nih stanica. Primjena pleriksa-
fora kao agensa za mobilizaciju mati¢nih stanica je
sigurna i predvidiva. Potrebna su daljnja istrazivanja
koja trebaju ukljuciti i farmakoekonomiku te sma-
njenje koristenja resursa primjenom pleriksafora.

Prednosti pleriksafora koje su navedene u prepo-
rukama IMWG prikazane su u Tablici 1.(9)
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Tablica 1. Potencijalne prednosti pleriksafora (9).

Povecava predvidivost sakupljanja mati¢nih

stanica

= Dodatak pleriksafora povec¢ava broj cirkuliraju¢ih mati¢nih
CD34+ stanica u perifernoj krvi za 4,8 puta (medijan) te
time omogucava bolesnicima i lije€nicima da preciznije
predvide i planiraju postupak afereze

= U bolesnika s multiplim mijelomom koji primaju pleriksafor
prikupi se tri puta viSe stanica prvog dana sakupljanja
nego samim G-CSF-om (medijan 6,86 milijuna stanica
versus 2,29 milijuna)

Smanjuje troSkove transplantacije

= Upotreba manje resursa, prvenstveno manje postupaka
afereze

= U studiji faze Il u bolesnika koji su primali pleriksafor
trebalo je 3 dana manje (medijan) nego pri primjeni
samog G-CSF-a da se sakupi 26 milijuna mati¢nih CD34+
stanica

Omogucava prikupljanje viSe stanica

= Moguénost 8ire primjene visokodozne terapije i
transplantacije  autolognih  mati¢nih  stanica kao
spaSavajuce terapije za bolesnike koji nisu izlijeceni
konvencionalnom kemo/radioterapijom

= Moguénost lije€enja transplantacijom autolognih mati¢nih
stanica i bolesnika koji ne mobiliziraju mati¢ne stanice
samo primjenom G-CSF-a zbog prethodnog ekstenzivnog
lije€enje kamoterapijom i zraCenjem

= Moguénost sakupljanja stanica i u bolesnika koji su
prethodno lije€eni visokodoznom terapijom

= Moguénost lijeCenja visestrukom, opetovanom
transplantacijom autolognih mati¢nih stanica
= Moguénost poboljSanja rezultata i ishoda lijecenja

transplantacijom primjenom megadoza mati¢nih CD34+
stanica (tj. >10 milijuna CD34+ stanica/kg)

Pleriksafor je odobren u SAD-u od prosinca 2008.
u kombinaciji s G-CSF-om za mobilizaciju matic¢-
nih stanica u perifernu krv u bolesnika s NHL-om
1 MM-om. U Europi je pleriksafor odobren od ko-
lovoza 2009. za mobilizaciju mati¢nih stanica u bo-
lesnika s limfomima i MM u kojih se nije uspjelo
konvencionalnim na¢inom mobilizacije sakupiti do-
voljan broj maticnih stanica za transplantaciju.

Preporuke za mobilizaciju mati¢nih stanica
primjenom pleriksafora

Preporuke se temelje na dosadasnjim saznanji-
ma iz klini¢kih istrazivanja faze I, I 1 11l te na teme-
lju ogranic¢enih vlastitih iskustava iz tzv. samilosne
primjene pleriksafora.

Indikacija: Pleriksafor je indiciran za mobiliza-
ciju mati¢nih stanica u bolesnika s limfomima 1 MM
u kojih se nije uspjelo konvencionalnim nacinom
mobilizacije sakupiti dovoljan broj mati¢nih stanica
za transplantaciju.

Protokol primjene:
Primjenu pleriksafora treba propisati za odobre-
nu indikaciju specijalist internist hematolog iz odje-

la za transplantaciju maticnih krvotvornih stanica.
Lijecenje pleriksaforom mora zapoceti te nadgledati
lijecnik s iskustvom u podrucju hematologije i/ili
onkologije. Postupci mobilizacije 1 afereze moraju
se provoditi u suradnji s hematolosko-onkoloskim
centrom s odgovaraju¢im iskustvom u tom podruc-
ju, 1 u kojem je moguce provesti primjereno pracenje
broja krvotvornih mati¢nih stanica.

* Mobilizacija mati¢nih stanica pleriksaforom

moze se provesti na dva nacina:

— kao neposredna (,,spaSavajuc¢a”) primjena u
prvom pokusaju mobilizacije nakon §to je iz
koli¢ine mati¢nih stanica u perifernoj krvi
vidljivo da mobilizacija standardnim postup-
kom nece uspjeti tj. da je broj CD34+ stanica
manji od 10/ul unato¢ adekvatnom porastu
broja leukocita

— kao odgodena ponovna mobilizacija (re-mobi-
lizacija) §to podrazumjeva ponovljeni postu-
pak nakon odredenog vremena proteklog od
prve mobilizacije (npr. Cetiri tjedna) s ponov-
nom primjenom G-CSF, sada u kombinaciji s
pleriksaforom

Doziranje i na¢in primjene (24)

Doziranje. Preporucena doza pleriksafora je 0,24
mg/kg t.t. dnevno. Lijek se primjenjuje s.c. 611 sati
prije pocetka afereze, a nakon §to je tijekom 4 dana
primijenjen G-CSF 10 pg/kg dnevno. Bez obzira na
potrebu povecanja doze s porastom tjelesne tezine,
ukupna doza pleriksafora ne bi smjela prelaziti 40
mg dnevno.

Posebne skupine. Bolesnici s ostecenjem bubre-
ga. Bolesnicima ¢iji je klirens kreatinina 20 — 50 ml/
min potrebno je smanjiti dozu pleriksafora za jednu
tre¢inu, na 0,16 mg/kg dnevno. Ne postoji dovoljno
podataka za preporuke doziranja kod bolesnika s
klirensom kreatinina < 20 ml/min, niti za doziranje
kod bolesnika na dijalizi. Ukupna doza pleriksafora
ne bi smjela biti ve¢a od 27 mg dnevno ako je klirens
kreatinina nizi do 50 ml/min. Iskustvo primjene kod
pedijatrijskih bolesnika je ograniceno. U starijih bo-
lesnka (stariji od 65 godina) s normalnom bubrez-
nom funkcijom nije potrebna prilagodba doze.

Hrvatske preporuke preferiraju postupak nepo-
sredne primjene pleriksafora u prvom pokusSaju mo-
bilizacije nakon §to je iz koli¢ine mati¢nih stanica u
perifernoj krvi vidljivo da mobilizacija standardnim
postupkom nije uspjela tj. da je broj CD34+ stani-
ca manji od 10/ul unato¢ adekvatnom porastu broja
leukocita. Razlog je prakticki jednaka uspjeSnost
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sakupljanja 1 znacajno manji troSak postupka zbog
manje primjene G-CSF-a i vjerojatnog manjeg broja
procedura afereze te izbjegavanja ponavljanja po-
stupka tj. ponovne hospitalizacije, rizika povezanih
s postupkom mobilizacije i drugo.
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U posljednjih 20-tak godina doslo je do znacajnog
poboljSanja uspjesnosti lije€enja malignih bolesti,
osobito u lijecenju hematoloSkih malignih bolesti.
Posebno su dojmljivi uspjesi u lije¢enju Hodgkinove
bolesti te nekih oblika non-Hodgkinovog limfoma
(1-3). Rezultat poboljSanog prezivljenja je i poveca-
nje broja osoba koje su uspjesno zavrsile lijecenje,
no koje se nazalost bore s kroni¢nim posljedicama
tog lijecenja. Osim poznatih poteskoca s kardio-
vaskularnom i pluénom toksi¢nos¢u te povecanim
rizikom od razvoja druge maligne bolesti, gubitak
reproduktivne funkcije znacajan je ¢imbenik u sma-
njenju kvalitete Zivota prezivjelih pacijenata. Ta-
koder je 1 toksi¢nost o kojoj se, nazalost, najmanje
razmiSlja.

Znamo da je toksi¢ni uc¢inak kemoterapije najja-
¢1 na stanice koje se brzo dijele, ukljucivo hemato-
poetske stanice. No germinativne stanice jajnika su
osobito osjetljive, a kako su nesposobne za regene-
raciju nakon ozljede, lijecenje kemoterapijom cesto
uzrokuje trajno oStecenje jajnih stanica odnosno
smanjenje sposobnosti reprodukcije. Dvije trecine
odraslih Zena koje primaju kemoterapiju ¢e razviti
preuranjeni gubitak funkcije jajnika (4). U lijeCe-
nju hematolosSkih malignih bolesti ¢esto se koriste
kemoterapeutici koji su osobito toksi¢ni za gonade,
kao §to su ciklofosfamid 1 busulfan, a vecina bole-
snika prima i1 kombinaciju lijekova, §to dodatno do-
prinosi oSte¢enju gonada. Smatra se da je toksicnost
lijecenja malignih bolesti donekle reverzibilna osim
u slucajevima kada se koristi zracenje gameta odno-
sno visoke doze kemoterapeutika, ukljucivo 1 tran-
splantaciju hematopoetskih mati¢nih stanica (mije-
loablativnim kondicioniranjem). Navedeno dovodi
do gubitka cikli¢ke funkcije jajnika (izostanak men-
strualnog ciklusa) odnosno prijevremenog gubitka
funkcije jajnika (prijevremena menopauza).

Kako bismo procijenili veli¢inu problema u na-
$0j populaciji bolesnika analizirali smo podatke o
bolesnicama lije€enima od limfoma (to¢nije non-
Hodgkinovog limfoma i Hodgkinove bolesti) tije-
kom 2011. godine u Zavodu za hematologiju KBC

Zagreb. Tijekom navedene godine u Zavodu je u
ukupno 88 Zzena dijagnosticiran non-Hodgkinov
limfom odnosno Hodgkinova bolest. Medijan dobi
bio je 57 godina (raspon 20 - 94). Dvadeset i Ceti-
ri Zene su navele da su prije terapije imale redoviti
menstrualni ciklus. Nakon zavrSene terapije 6 Zena
(25%) nije povratilo spontane menstrualne cikluse,
dok za podatke o preuranjenom gubitku funkcije jaj-
nika pracenje nije bilo dovoljno dugacko.

Pitanje je Sto mozemo uciniti da svojim bolesni-
cima osiguramo bolje Sanse za oCuvanje fertiliteta
nakon dovrSenog lijecenja maligne bolesti? U mus-
kih bolesnika je to relativno jednostavno: moguce
je pohraniti spermu. No ocuvanje fertilne funkci-
je Zena je u stvari jo§ uvijek na neki nacin izazov.
Dostupne su publikacije koje govore o sakupljanju
1 fertilizaciji oocita prije kemoterapije, odnosno kri-
oprezervaciji embrija u onih bolesnica koje imaju
partnera i u stabilnoj su vezi. Takoder je moguce
kriprezervirati jajne stanice, pa ¢ak i tkivo jajnika.
No iako izvedive, i prema literaturi Cini se ucinkovi-
te, te su metode skupe, odgadaju terapiju kroz tjedne
do mjesece, te nisu dostupne svim centrima, odno-
sno moguce su samo u centrima koji imaju aktivan
program in vitro fertilizacije. Mogu¢i odgovor na
pitanje kako prezervirati fertilnu funkciju bolesnica
je upotreba agonista gonadodtropin-oslobadajuceg
hormona (GnRH). Do sada objavljene publikacije
govore u prilog povoljnom uc¢inku primjene GnRH
u ocuvanju funkcije jajnika bolesnica koje su lije-
¢ene kemoterapijom. Rezultat meta analize objav-
ljene 2011. godine jest da je omjer vjerojatnosti da
ne¢e imati prijevremeni gubitak funkcije jajnika
3,46 u korist bolesnica koje su primale GnRH (5).
Iako postoji dosta pokazatelja o uspjeSnosti ovog
vida terapije u bolesnica koje se lije¢e od limfoma,
te solidnih tumora nehematoloskog porijekla, dugo
se smatralo da njena vrijednost kod transplantacije
nije naroCita. Recentno objavljena studija pokazala
je povoljan ucinak 1 nakon transplantacije: u ukupno
promatranoj populaciji povratak ciklicke funkcije
jajnika nastupio je u 38.3% bolesnica koje su primale
GnRH, te u 11.1% onih koje nisu primale tu terapiju.
Razlika je bila jos izraZenija kada su se promatra-
le samo osobe transplantirane radi limfoma, u njih
je povratak ciklicke funkcije jajnika nastupio je u
66.7% bolesnica koje su primale GnRH, te u 18.2%
onih koje nisu, dok je razlika bila manje izrazena u
oboljelih od leukemije (10% vs. 8.3%) (6). Nacin na

48

Bilten KROHEMA — Vol. 6, br. 1



N. Durakovi¢

Postoji li nacin da izbjegnemo prijevremeni gubitak funkcije jajnika nakon gonadotoksi¢ne kemoterapije?

koji GnRH djeluju je ukratko: poznato je da kemote-
rapeutici djeluju toksi¢no na folikule u razvoju 1 do-
vode do njihovog unistenja. Time se smanjuje razina
estradiola i inhibina te se kao rezultat podize razina
FSH, s§to dovodi do pove¢ane mobilizacije folikula,
njihovog ubrzanog sazrijevanja, a nastavkom lije-
¢enja unistava se jo$ vise folikula, odnosno dolazi
do zadimanja svojevrsnog circulus viciosusa. Traj-
nom primjenom agonista GnRH tijekom lijecenja
kemoterapijom onemogucava se porast razine FSH,
onemogucava se sazrijevanje folikula te se postize
svojevrsni hormonalni milieu koji odgovara onom
u pretpubertetsko doba. Po prestanku lijeCenja pre-
staje se s primjenom agonista GnRH, osovina se
ponovno uspostavlja te dolazi do povratka ciklicke
funkcije jajnika (Slika 1.).
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U Republici Hrvatskoj su dostupna najmanje tri
agonista GnRH: Zoladex (gosrelin) 3.6 mg implan-
tat, Decapeptyl CR (triptorelin) 3.75 mg te Lupron
depo (leuprorelin) 3.6 mg. Svi su cijenom izjednace-
ni, najvise 800 do 900 kn po aplikaciji. Njihova upo-
treba je ovdje izvan indikacije, $to predstavlja svoje-
vrstan eticki problem. Cinjenica je da se zbog malog
trzista proizvodaci gotovo sigurno nece upustiti u
provedbu klinickih studija potrebnih za dobivanje
indikacije, a dodatni argument za koristenje lijeka
u ovu svrhu je svakako da postoje jasni dokazi o
ocuvanju fertiliteta u oboljelih od limfoma, ¢ime se
njihova upotreba i kod lijecenja drugih malignih he-
matoloskih bolesti moze opravdati. Nije zanemariva
niti ¢injenica da indikacija nije na listi HZZO-a, te
se postavlja pitanje troska ovakvog dodatnog lijece-
nja. Za sada u naSem centru bolesnica same placaju
lijek ako zele da se ovakva dodatna terapija provo-
di. Za primjenu tijekom prve linije lijecenja vecine
limfoma potrebno je 5 do 6 injekcija, dakle okvir-
no 5400 kn za primjenu ovog lijeka tijekom cijele

t FSH

prve linije lijeCenja. Za usporedbu, vecina bolesnica
koje primaju intenzivnu terapiju primaju pegilira-
ni filgrastim nakon svakog ciklusa, cijena kojeg je
7200 kn po aplikaciji, dakle 57600 kn tijekom prve
linije lijecCenja.

Jasnih preporuka za primjenu ove terapije nema,
no svakako je to nesto s ¢cime svaki hematolog danas
treba biti upoznat, i smatramo treba upoznati svoje
bolesnice. U nasem se Zavodu planira provesti pros-
pektivno istrazivanje koje ¢e ispitati vrijednost ago-
nista GnHR u limfoma ali 1 u leukemija, s posebnim
osvrtom na njihovu vrijednost u transplantaciji, te
korelirati rezultate s dobi 1 hormonskim statusom.
Nadamo se zapoceti istrazivanje tijekom 2014. te
pozivamo zainteresirane centre da se jave autoru
¢lanka.
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Produljenjem ljudskog vijeka i pove¢anjem udjela
starije populacije, raste i broj oboljelih od malignih
bolesti. Napretkom medicine veliki dio malignih bo-
lesti se uspijeva izlijeciti ili barem postati kroni¢na
bolest. Pronalaskom novih lijekova ili novih tehnika
lije€enja poput transplantacije tkiva i organa, uspjes-
nost lijecenja se povecava. Pove¢anjem broja lijekova,
povecava se 1 broj nuspojava tih lijekova, pa se nakon
lije¢enja bolesnik ponekad jo§ godinama ili dozivotno
dodatno kontrolira 1 lije¢i zbog nuspojava lijecenja.

Periferni Zivac je snop aksona, citoplazmatskih
izdanaka, razli¢itih Ziv€anih stanica cija tijela mogu
biti smjestena u kraljezni¢noj mozdini, u dorzalnim
paravertebralnim ganglijima i mogu biti razli¢ito mi-
jelinizirani. Te stanice, ponekad s aksonom 1 dulje od
metra, s nama zive cijeli na$ Zivot, i razdoblje prije
rodenja, i samim tim ponekad ,,pamte‘ razlicita tok-
si¢na oStecenja koja su najcesce reverzibilna. Na koji
nacin moze biti oSte¢en periferni zivac? Toksi¢na
oste¢enja skoro u pravilu primarno ostecuju akson
ziv€anog vlakna, njegovo tijelo, pri ¢emu mehani-
zam samog oStec¢enja moze biti vrlo raznolik, od po-
remecaja sinteze neuralnih faktora rasta, poremecaja
oksidacijskih ,,Cistaca“ te velike dugozivuce stanice,
poremecaja strukture i obnavljanja zahtjevnog cito-
skeleta, razli¢itih metabolickih poremecaja gomila-
njem produkata koji se otezano razgraduju ili kom-
promitacijom vrlo zahtjevnih energetskih potreba te
velike stanice. Kada razmislimo koliko je velika i
kako dugo zivi stanica perifernog ziv€anog sustava-
pravo je ¢udo $to toksi¢nih neuropatija nema vise.

Mehanizmi djelovanja citostatika su razliCiti i
cilj im je na neki nacin oteZati umnozavanje, ob-
novu i prezivljenje maligne stanice. Nerijetko pri
tome stradaju stanice perifernog ziv€anog sustava
no ta oSte¢enja ne moraju nuzno dovesti do prepo-
znatljivog neuroloskog deficita. Citostaticima uzro-
kovana neuropatija je znacajno ¢es¢a nego S$to smo
toga svjesni, moze biti vrlo blaga i nerijetko prolazi

sama nakon nekog vremena. Izuzetno je zanimlji-
va €injenica da iste doze istih citostatika u razlicitih
bolesnika izazivaju neuropatiju razli¢itog oblika ili
stupnja. Ponekad, rijetko, upravo davanje citostatika
moze razotkriti od r anije prisutnu, blagu kongeni-
talnu, nasljednu polineuropatiju. Vjerojatno je jedan
od razloga za individualno razli¢it obrazac toksi¢ne
neuropatije konstitucijska razlicitost i razli¢ito rani-
je, kumulativno, oStecenje perifernog Zivca.
Citostaticima uzrokovana neuropatija (CUN,
engl. chemotherapy-induced peripheral neuro-
pathy (CIPN), Cesta je nuspojava prilikom davanja
citostatske terapije. CUN znacajno smanjuje kvali-
tetu Zivota oboljelih. CUN se ocituje kao motori¢-
ki, senzoricki i autonomni poremecaj. Tocna uce-
stalost CUN-a je nepoznata, ali se pretpostavlja da
oko 3-7% oboljelih od malignih bolesti koji se lijece
samo jednim citostatikom, te 38% onih koji se lije-
¢e s dva ili viSe citostatika imaju taj poremecaj. Ci-
tostatici koji se najéesc¢e spominju kao moguéi uzro-
ci CUN-a su derivati platine (platimit, karbopla-
tin, oksaliplatin), taksani (paklitaksel, docetaksel),
vinka alkaloidi (vinkristin, vinorelbin, vinblastin),
talidomid 1 bortezomib. Zbog tezine klinicke slike
neuropatije lije¢nici su €esto primorani smanjivati
doze citostatika, kasniti s njihovim davanjem ili u
najtezim slucajevima CUN-a ¢ak prekinuti zapoceto
citostatsko lijecenje. Jo§ uvijek ne postoji standar-
diziran nacin prevencije CUN-a zbog nepostojanja
konsenzusa razlicitih struka (onkolozi, hematolozi,
neurolozi, fizijatri, pedijatri) u svezi s navedenim
problemom. Jedan od razloga za to je i1 ¢injenica da
bi upravo davanje nekih lijekova, npr. koenzima me-
tilacije, moglo smanjiti u€estalost CUN-a ali 1 djelo-
vanje same citostatske terapije. Ne treba zaboraviti
da je CUN upravo posljedica djelotvornosti citostat-
ske terapije koja je sustavna i ne zaobilazi periferni
zivac. Navedeno dodatno otezava lijecenje ovih bo-
lesnika. Kako ne postoje jasne terapijske smjernice,
tako ne postoje niti jasni kriteriji za postavljanje di-
jagnoze 1 stupnja CUN-a. Stupanj CUN-a se moZe
odrediti sukladno razli¢itim prihva¢enim ocjenskim
ljestvicama za neuropatiju (Neuropathy Impairment
Score 1 drugi) koji ukljucuju klinicki nalaz i elektro-
mioneurografsku analizu. Od iznimne je vrijednosti
pratiti bolesnika tijekom CUN-a pri ¢emu je od ve-
¢eg klini¢kog znacaja ponekad progresija i dinami-
ka neuroloskog deficita a ne sam inicijalni stupan;.
Kako citostatici mogu oStetiti motorna, osjetna
1 autonomna vlakna tako i CUN moze za klinicku
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svojim ocitovanjem i1 dinamikom mogu oponasa-
ti razliCite bolesti perifernog zivéanog sustava. U
nalazu klinicke elektromioneurografije (EMNG)
CUN registriramo najces¢e kao aksonalnu neuro-
patiju odnosno smanjenje ili odsustvo akcijskih po-
tencijala motornih 1/ili senzornih vlakana. U slu¢aju
da CUN zahvaca samo ili pretezito tanka, slaba ili
nemijelinizirana, osjetna vlakana, u klinic¢koj slici
mozemo naci samo simptome u okviru sindroma
periferne neuropatske boli a EMNG nalaz moze biti
uredan. Zbog toga je od iznimne vaznosti bolesnici-
ma sa sumnjom na CUN uciniti, ako je to moguce,
kvantitativno senzorno testiranje 1 valjan neuroloski
pregled sa znaCajnim osvrtom na ispitivanje razlici-
tih modaliteta osjeta koji nam pruzaju uvid u funk-
cioniranje razlicitih vrsta vlakana perifernih zivaca.
Najjednostavnije je, a ne iziskuje puno vremena,
redovito kontrolirati osjet toplog (C vlakna perifer-
nih zivaca), osjet hladnog (A delta vlakna perifernih
zivaca) 1 vibracije (A beta vlakna perifernih Zivaca).
CUN ponekad moze dovesti i do vrlo jake boli zbog
koje se mora prekinuti zapoceto lijeCenje. U slucaju
da temeljem vodenog dnevnika boli, intenzitetom
1 karakterom boli postavimo sumnju na znacajnu
neuropatsku komponentu bolnog sindroma, bol se
lijeci sukladno smjernicama EFNS-a (Europske fe-
deracije neuroloskih drustava).

Paklitakselom uzrokovana neuropatija se ocitu-
je kao senzorna neuropatija sa simptomima gubitka
osjeta vibracije, dodira, utrnutoS¢u, parestezijama
1 osje¢ajem palece boli. Docetaksel je lijek iz iste
skupine, i rjede od paklitaksela izaziva CUN. Simp-
tomi se najcesce pojavljuju simetricno zahvacajuci
podrucja Saka i stopala. Obi¢no nakon nekoliko mje-
seci poslije prestanka uzimanja lijeka ve¢ina simp-
toma iSCezava, ali kod nekih bolesnika ostaju traj-
ne posljedice CUN-a. Motoricki simptomi su rjede
izrazeni, uglavnom u obliku slabosti muskulature.
Moze se javiti 1 poremecaj propriocepcije i prola-
zni gubitak tetivnih refleksa. Pojavnost i intenzitet
simptoma ovise o pojedina¢noj dozi, duljini davanja
lijeka, kumulativnoj dozi, podatku o terapiji cispla-
tinom prije ili istodobno s paklitakselom, te komor-
biditetu poput dijabetesa ili alkoholizma.

Cisplatin je citostatik koje se upotrebljava u li-
jecenju solidnih tumora ve¢ skoro polovicu stoljeca.
Ovaj lijek izaziva CUN u obliku pretezito senzorne
polineuropatije koja pocCinje sa simptomima boli 1
parestezija u nogama. Ovi simptomi mogu nastupiti
1 tjednima nakon davanja lijeka. Ponekad simpto-
mi progrediraju do stadija vrlo jake boli i senzorne

ataksije. Svi derivati platine se nakupljaju u podruc-
ju dorzalnih ganglija i ometaju normalnu funkciju
ionskih kanala (uglavnom Na). CUN uzrokovana
cisplatinom je uglavnom reverzibilna.

Oksaliplatin, je trec¢a generacija lijekova na bazi
platine 1 koristi se u lijeCenju karcinoma debelog
crijeva. Ovaj lijek nema poput cisplatina jak mijelo-
supresivni, niti nefrotoksi¢ni ucinak, ali za razliku
od ostalih lijekova iz ove skupine ubrzo nakon da-
vanja dovodi do akutne bolne neuropatije. Bolesni-
ci se najcesce zale na parestezije u udovima i oko
usta, a osobito je izrazena hiperestezija na hladno.
U oko 90% bolesnika nakon izlaganja hladno¢i do-
lazi do akutnih i prolaznih simptoma u vidu gréeva,
parestezija 1 dizestezija. Nakon viSekratnog prima-
nja oksaliplatina bolesnici razvijaju kroni¢ni oblik
CUN-a, karakteriziran senzornom aksonalnom de-
genaracijom, motoricki simptomi se javljaju pretez-
no u akutnoj fazi, dok kasnije nestaju.

Vinkristinom uzrokovana neuropatija se ocCituje
simptomima utrnutosti ekstremiteta te osjecaja boc-
kanja i1 zarenja u podrucju Saka i/ili stopala. I ostali
vinka alkaloidi, poput vinblastina i vinorelbina iza-
zivaju CUN, ali znatno rjede od vinkristina, koji se 1
puno vise koristi u onkologiji. Ponekad se bolesnici
zale na osjecaj umrtvljenosti oko usta i gubitak kine-
stezije. U najtezim slucajevima dolazi do simptoma
mlohave kljenuti svih ekstremiteta. Uglavnom su
promjene reverzibilne i nakon 3-6 mjeseci nastupa
poboljSanje. Svega oko 3% oboljelih, a to su genetski
predisponirani imaju trajne posljedice.

Bortezomib je lijek koji blokira razlicite signal-
ne puteve u stanici dovode¢i do zaustavljanja sta-
ni¢nog ciklusa, apoptoze i zaustavljanja angiogene-
ze. Bortezomib se daje se oboljelima od multiplog
mijeloma. Nuspojava lijeka je periferna neuropatija
koja se pojavljuje ve¢ nakon prvog ciklusa terapije, a
simptomi su najizrazeniji nakon petog ciklusa tera-
pije, i obi¢no nakon toga se ne intenziviraju. Sudeci
prema dosada$njim spoznajama, oSte¢enje mitohon-
drija i endoplazmatskog retikuluma je kljucan korak
u razvoju neuropatije uzrokovane bortezomibom
(BINP). Jedan od koraka u razvoju BINP-a je i po-
remecaj sinteze neuralnih faktora rasta, poremecaj
fizioloSke neuroprotekcije i1 posljedicna neurodege-
neracija odnosno poremecaj programirane stanicne
smrti ziv€anih stanica. Zbog sveobuhvatnosti djelo-
vanja ovog lijeka ne zacuduje Cinjenica da razlicite
vrtste ziv€anih stanica, njihova tijela, aksoni i mi-
jelinski omota¢ mogu biti zahvaceni ovim oblikom
neuropatije. Zanimljive promjene su nadene u stani-
cama dorzalnih ganglija odnosno tijelima osjetnih
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stanica perifernog ziv€anog sustava, Sto dovodi do
senzorne polineuropatije s pozitivnim (parestezije,
bol, alodinija, hiperestezija) i negativnim simptomi-
ma (manjak ili odsustvo razli¢itih modaliteta osjeta
Sto neizravno ukazuje na oStecenja razliCitih vr-
sta vlakana perifernih zivaca (A-delta vlakna osjet
hladnog, A-beta vlakna osjet vibracije, C- vlakna
osjet toplog i boli). S obzirom na to da je funkciju
tankih, nemijeliniziranih, vlakana perifernih zivaca
moguce objektivizirati jedino primjenom kvantita-
tivnog senzornog testiranja, klasi¢na elektromio-
neurografija moze previdjeti jedan oblik polineuro-
patije uzrokovane bortezomibom. Ostecenje nemi-
jeliniziranih vlakana moZze u oboljelih od BINP-a
uzrokovati razvoj sindroma neuropatske boli koji
osim same boli koja ima neuropatske karakteristike
ukljucuje 1 poremecaj sna i reaktivni depresivni po-
remecaj i u tom slucaju bol se lije¢i sukladno EFNS-
ovim smjernicama za lijeCenje neuropatske boli.

Za razliku od toksi¢ne polineuropatije uzroko-
vane talidomidom, u oboljelih od BINP-a se moze
ocekivati znaCajan oporavak neuroloskog defici-
ta nakon prekida davanja bortezomiba iako to nije
nuzno pravilo.

Patofiziologija CUN-a

Nacin nastanka CUN-a je bio ciljem brojnih
istrazivanja. Vecina zakljucaka se svodi na to da
nabrojeni citostatici aktiviraju ionske kanale u plaz-
matskoj membrani stanica korijena dorzalnih gan-
glija 1 dorzalnih rogova u kraljeznickoj mozdini.
Zbog poremecene funkcije ionskih kanala dolazi do
promjene koncentracije kalcija, kalija, natrija i glu-
tamata unutar citoplazme, $to dovodi do niza reakci-
ja koje rezultiraju pojavom neuropatije i neuropatske
boli. Navedene reakcije ukljucuju otvaranje mPTP
pora (engl. mitochondrial permeability transition
pore) na mitohondrijima te izlaska kalcija iz njih,
aktivaciju protein kinaze C, fosforilaciju TRPV re-
ceptora (engl.transient receptor potential vanilloid)
na koji se veze kapsaicin, aktivaciju kalpaza/kalpain
sustava, te u konacnici nakupljanje nitricnog oksida
1 slobodnih radikala koji induciraju ostecenje akso-
na i tijela ziv€anih stanica. Upalni proces dovodi do
promjena i u stanicama glije i u makrofazima, Sto
takoder dovodi do promjena unutar neurona i na-
stanka simptoma CUN-a.

Paklitaksel i vinkristin ostvaruju svoj protutu-
morski uéinak vezuéi se za tubulin, §to dovodi do
oStecenja diobenog vretena tijekom mitoze u proce-
su diobe stanice. Aksonalni mikrotubuli se takoder
sastoje od tubulina i neurotoksicnost paklitaksela i

vinkristina je naj¢eS¢e uzrokovana upravo ostece-
njem mikrotubula aksona $to inicijalno dovodi do
poremecaja funkcije samog aksona a sekundarno 1
do smrti ziv€ane stanice.

Simptomi citostaticima uzrokovane neuropatije:

Dominantno osjetni simptomi:

* Parestezije, hiperestezija, hipoestezija,
dizestezije,bol

* Hipo i arefleksija

* Poremecaj ili nedostatak propriocepcije,

* Poremecaj ili nedostatak osjecaja vibracije,

* Poremecaj ili nestanak osjecaja dodira

* Poremecaj ili nestanak razlikovanja dodira os-
trog 1 tupog predmeta, osjeta boli, hladnog, to-
plog, fazi¢nih promjena osjeta temperature

Dominantno motoricki simptomi:
¢ Slabost muskulature,

* gubitak fine motorike,

* poremecaj hoda,

Simptomi od strane autonomnog Zivéanog sustava:
* Neredovita stolica,

* retencija mokrace,

* seksualna disfunkcija,

* poremecaji regulacije krvnog tlaka

Lijecenje CUN-a
Amfostin

U brojnim radovima pokusalo se naci optima-
lan nacin lije¢enja CUN-a. Jedan od lijekova koji se
ispitivao je amfostin, koji u svom aktivnom obliku
potpomaze obnovu DNK, a istodobno ne bi trebao
utjecati na ucinkovitost kemoterapije. Do sada je
objavljeno nekoliko studija o utjecaju amfostina na
CUN uzrokovanu uporabom taksana. U niti jednoj
od objavljenih studija nije nadeno poboljSanje simp-
toma periferne neuropatije, neovisno o tome da li se
davala manja ili veca doza paklitaksela.

Vitamin E

Vitamin E je dobro poznat antioksidans za koji je
ispitivan terapijski ucinak u mnogim neuroloskim,
posebice neurodegenerativnim, bolestima. Za nje-
ga se pretpostavlja da Stiti stanicu od oksidativnog
stresa 1 tako moZe smanjiti pozitivne osjetne simpto-
me u okviru klinicke slike CUN-a, simptome poput
utrnutosti, mravinjanja, pecenja i neuropatske boli u
udovima. U ispitivanjima se promatrao ucinak ra-
zli¢itih doza vitamina E koji se davao nakon cisplati-
na, paklitaksela ili kombinacije tih lijekova. U dvije
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randomizirane studije vitamin E se davao u dozama
od 300 mg 1 600 mg tijekom kemoterapije cispla-
tinom 1 tri mjeseca nakon toga. Kontrolna skupina
nije primala vitamin E. U obje skupine bolesnika
kojima su davane razliCite doze vitamina E, zabilje-
zena je manja ucestalost periferne neurotoksi¢nosti,
Sto je dokazano klini¢kim i neurofizioloskim pretra-
gama. Prema rezultatima jedne studije bolesnici koji
su razvili klini¢ki sliku CUN-a imali su nize bazal-
ne vrijednosti vitamina E, a vrijednosti vitamina E
u plazmi su bile sve nize Sto je kemoterapija dalje
odmicala. Na zalost studija je provedena na malom
uzorku bolesnika, te su potrebne znatno vece kon-
trolirane studije da se nedvojbeno zakljuci postoji i
povezanost ucinka vitamina E na nastanak CUN-a.
U jednoj od zadnje publiciranih studija Kottschade 1
sur zaklju¢uju da nema statisticki znac¢ajnog ucinka
vitamina E na prevenciju i lije¢enje CUN-a.

Infuzije kalcija (Ca) i magnezija (Mg)

Oksalat, metabolit oksaliplatina, veze se za Ca
1 Mg. Postavljena je hipoteza da taj proces moze
doprinijeti manjoj neurotoksi¢nosti oksaliplatina.
Ucinkovitost Ca 1 Mg davanih u infuzijama bole-
snicima s CUN-om ispitivana je u skupini bolesnika
koja je neposredno nakon primanja oksaliplatina ra-
zvila CUN. Prema klini¢kim opservacijama ta in-
tervencija je dovela do smanjenja simptoma CUN-a.
Skupini od 96 bolesnika s karcinomom kolona koji
su u okviru kemoterapije primali oksaliplatin dato
je u infuziji neposredno prije i neposredno poslije
navedenog citostatika 1 g Ca glukonata i Mg sul-
fata. Nakon toga su biljezeni simptomi CUN-a i u
tretiranoj skupini 65% bolesnika nije imalo CUN,
dok je u kontrolnoj skupini, koja nije primala Ca
ni Mg nadeno svega 37% bolesnika bez simptoma
CUN-a. Zamjerka ovom istrazivanju je to Sto je bilo
retrospektivno i Sto nisu radene objektivne pretrage
za dokazivanje neuropatije, nego je temeljeno samo
na subjektivnim iskazima bolesnika.

Triciklicki antidepresivi

Nortriptilin, aktivni metabolit amitriptilina blo-
kira ponovnu pohranu serotonina i noradrenalina u
S7ZS-u. Tako amitriptilin bi mogao izazvati analge-
ziju tijekom lijecenja CUN-a, posebice parestezija.
Da bi se to dokazalo radena je randomizirana dvo-
struko slijepa studija, gdje se oboljelima koji su pri-
mali cisplatin davao nortriptilin u dozi do 100 mg
na dan kroz 4 tjedna. Rezultati su pokazali povoljan
ucinak nortriptilina, jer je ispitivana skupina kojoj
je davan ovaj antidepresiv imala manju bol, bolje su

spavali 1 imali su neSto manje izrazene neuropatske
simptome. Vazno je naglasiti da je davanje triciklic-
kih antidepresiva u lijeCenju CUN-a simptomatsko 1
odnosi se isklju¢ivo na smanjenje bolne komponente
klinicke slike CUN-a dok je davanje vitamina E 1
drugih ranije spomenutih tvari imalo za cilj pokusa-
ti etiopatogenetski djelovati na razvoj CUN-a.

Antikonvulzivi

Karbamazepin je antiepileptik koji je u manjoj
kontroliranoj studiji bolesnika koji su primali oka-
sliplatin, 5-fluorouracil i folnu kiselinu doveo do
smanjenja simptoma CUN-a. Lijek je davan peroral-
no u dozi 200-600 mg s ciljem postizanja koncentra-
cije lijeka u serumu od 3-6 mg/L. Osjet vibracije na
dlanovima Saka i na stopalima je bio bolji u skupini
bolesnika koja ga je primala, u odnosu na skupinu
koja nije primala karbamazepin.

Acetyl-L-carnitin

Bolesnicima koji su nakon primanja paklitaksela i
cisplatina razvili CUN, davan je acetyl-L-carnitin u
doziod 1 g iv. /dan tijekom 10 dana ili 1 g tri puta na
dan peroralno tijekom 8 tjedana. Bolesnici su praceni
klinicki i radena je elektrofizioloska obrada. Rezul-
tati ovih pocetnih ispitivanja nisu pokazali znacajniji
terapijski ucinak ove supstance u lijeCenju CUN-a.

Glutamin

Neuroprotektivni u¢inak glutamina (ne esenci-
jalna aminokiselina) je opisan kod nekih pacijentica
koje su primale paklitaksel. U prvom radu opisano je
dvanaest bolesnica s uznapredovalim karcinomom
dojke, koje su u sklopu lijecenja primale paklitaksel
1 10 g glutamina na dan tijekom 4 dana. Kao kon-
trolna skupina promatrane su 33 Zene s istom dija-
gnozom koje nisu primale glutamin. U skupini zena
koje su primale glutamin ucestalost dizestezija je
bila manja. Sli¢ne rezultati su dobiveni i kod pacijen-
tica koje su primale paklitaksel prije transplantacije
maticnih stanica. U zivotinjskim modelima je doka-
zano da glutamin regulira sintezu neuralnih faktora
rasta. Svi autori navode da je prije donoSenja zaklju-
Caka potrebno provesti ve¢e randomizirane studije.

Glutation

Glutation je prirodni tioltripeptid koji moze preve-
nirati neurotoksi¢nost derivata platine. Pretpostavlja
se da djeluje tako Sto sprjeCava nakupljanje platine
u dorzalnim korjenovima ganglija u kraljeznicnoj
mozdini. Skupina bolesnika s karcinomom kolona
je primala 1,5 g/m? glutationa prije oksaliplatina.
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Neuroloskim i elektrofizioloskim pregledom nadena
je znacajno manja neurotoksi¢nost u tretiranih bole-
snika, Sto je klinicki bilo prepoznatljivo kao oc¢uva-
nje osjeta vibracije. Nije nadena znacajna razlika u
provodljivosti suralnog zivca niti u amplitudi osjet-
nih vlakana.

Ucinkovitost glutationa je ispitivana i kod Zena
oboljelih od karcinoma ovarija, koje su primale ci-
splatin. Nadeno je da su zene koje su primale gluta-
tion imale tjelesnu masu 2 kg vec¢u na kraju terapije,
bolju kvalitetu zivota i manju ucestalost depresije.
Kod oboljelih od karcinoma Zeluca koji su lijeceni
cisplatinom, protektivna ucinkovitost glutationa je
potvrdena nalazom boljih tetivnih refleksa, boljim
nalazom osjeta vibracije, te boljim elektrofiziolos-
kim nalazom ispitivanja provodljivosti zivaca (me-
dijanusa, ulnarisa i suralisa).

Eritropoetin

Vjeruje se da eritropoetin osim poticanja eritro-
citopoeze ima i povoljan uc¢inak na periferni ziv€ani
sustav, tako da djeluje neuroprotektivno na Schwa-
nove stanice i dorzalne ganglije. Navedeni oceki-
vani ucinci eritropoetina jo§ se moraju dokazati u
vecim studijama.

Nefarmakolosko lijeCenje citostaticima
uzrokovane neuropatije

Neuroprotektivni u¢inak akupunkture je opisi-
van u bolesnika s bolnom neuropatijom kao kom-
plikacijom Sec¢erne i HIV bolesti. Postoje 1 radovi s
vrlo malim brojem ispitanica oboljelih od ginekolos-
kih malignoma, koje su primale karboplatin i pakli-
taksel 1 kojima su tretmani akupunkture pomagali.

Tjelesna aktivnost i vjezbanje

Utjecaj tjelesne aktivnosti i vjezbanja kao pre-
vencije nastanku CUN-a nije do sada bilo ispitivano
u ve¢im studijama. Ali zato postoji nekoliko publi-
ciranih radova o povoljnom utjecaju vjezbanja, ae-
robika i vjezbi istezanja kod oboljelih od dijabeticke
neuropatije i miotone distrofije. Sve studije svoje
rezultate temelje na elektrofizioloSkom ispitivanju.
Osim navedenog ispitivani su i drugi ucinci vjezba-
nja, poput volumena muskulature, psiholoskog sta-
nja, kvalitete zivota i potrosnje analgetika. I ovdje su
postignuti bolji rezultati u skupine bolesnika koji su
redovito vjezbali. Medutim vecina objavljenih rado-
va svojom metodologijom ne zadovoljavaju kriterije
da bi se tjelesna aktivnost i vjezbanje mogli nedvoj-
beno preporuciti kao dopunska terapijska mjera u
lijeCenju 1 preveniranju periferne neuropatije.

Terapija ultracrvenim svjetlom

PILT (engl. pulsed infrared light therapy) ili te-
rapija ultracervenim svjetlom koje se usmjeri u po-
drucje stopala s namjerom da poboljsa perfuziju tki-
va potic¢uéi stvaranje nitricnog oksida je dovela do
izvjesnog uspjeha kod dijabetiara s neuropatijom
(poboljsan osjet, manji intenzitet boli). Na onkolos-
kim bolesnicima ispitivanja ovom tehnikom nisu
radena.

Transkutana Zivéana stimulacija (engl. transcuta-
neous nerve stimulation -TENS)

Kao i kod prethodne tehnike poboljSanje je na-
stupilo kod oboljelih od dijabeti¢ne polineuropatije,
dok kod onkoloskih bolesnika ova tehnika nije ispi-
tivana u ve¢im skupinama bolesnika.

Kapsaicinske masti

Kod oboljelih od dijabeticke polineuropatije ma-
zanje koze stopala ili potkoljenica 0,05% kapsaicin-
skom mas¢u 3-4 puta na dan kroz osam tjedana do-
prinijelo je smanjenju hipoestezije. Neki su bolesnici
morali odustati od ovog lije¢enja zbog jakog eritema
koze. Ni ovaj vid lijecenja nije za sada ispitivan kod
oboljelih od CUN-a.

Stimulacija kraljeznicne mozdine

Stimulacija kraljezni¢ne mozdine (SCS, engl.
Spinal cord stimulation) obuhvaca kirurSku ugrad-
nju elektroda u epiduralni prostor, s ciljem prijenosa
elektri¢nih impulsa koji dovode temeljem ,,gate con-
trol” mehanizma do smanjenja boli u podrucju u ko-
jem su izazvane parestezije. Ova metoda se najcesce
upotrebljava za lijeCenje neuropatske radikulopatije
pri ¢emu se preciznim namjeStanjem elektroda se-
lektivno produciraju parestezije u dermatomu u ko-
jem je izraZzena neuropatska bol. Prilikom implanta-
cije elektroda vazan je odabir elektroda i mjesto na
koje se one implantiraju. Nakon postupka implanta-
cije slijedi razdoblje u kojem se vanjskim programa-
torom odabire obrazac stimulacije, elektrode koje ¢e
biti aktivne, nacin stimulacije i jaCina stimulacije.
Svi navedeni parametri se podeSavaju temeljem iz-
vjeSca bolesnika dok se ne postigne zadovoljavajuca
analgezija odnosno ugodan osjec¢aj blagog mravinja-
nja u podrucju u kojem je prethodno bila prisutna
jaka bol. Ova tehnika je korisna u nekih bolesnika
s neuropatijom i bolnih stanja s dominantnom neu-
ropatskom komponentom (neuropatska radikulopa-
tija, kompleksni regionalni sindrom tipa 1 i 2, stanja
nakon traume medule spinalis 1 dr) no nije u¢injeno
dovoljno ispitivanja u oboljelih od CUN-a te se ova
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metoda ne moze sa sigurnos¢u preporuciti za lijeCe-
nje bolne komponente klinicke slike CUN-a.

Pike 1 suradnici su na respektabilnom uzorku
oboljelih od karcinoma dojke, ovarija i vrata izra-
cunali da se na svakog oboljelog koji uz jedan od
navedenih karcinoma ima i CUN potrosi 17344
americka dolara viSe u odnosu na bolesnike s istom
onkoloskom dijagnozom ali bez CUN-a. Oboljeli od
CUN-a imaju i 12 puta vise posjeta lijeCniku, vise
izostaju s posla i, $to je ocCekivano, vise borave u
bolnici.

Zakljucak i preporuke

Uspjesnije lijeCenje onkoloskih bolesnika izme-
du ostalog uvjetovano je i boljim kemoterapijskim
protokolima lijeCenja. Uporaba vinka alkaloida, de-
rivata platine, taksana i bortezomiba unaprijedila je
lijecenje malignih bolesti $to je dovelo do veceg po-
stotka prezivljenja. Na zalost, uz povecano prezivlje-
nje uporabom navedenih lijekova, u bolesnika se na-
lazi ve¢i broj kasnih posljedica onkoloskog lijecenja,
poput neuropatije (CUN). CUN 1 bol kao posljedica
neuropatije su i glavni ogranic¢avajuci ¢imbenici koji
uvjetuju smanjenje doze nekog od navedenih citosta-
tika. Zbog svega navedenog niz je neuroprotektivnih
farmakoloskih i nefarmakoloskih metoda ispitivano
da bi se smanjila ucestalost CUN-a. U literaturi se
najceS¢e spominju infuzija Ca/Mg, amifostin, glu-
tamin, acetil-l-karnitin i1 eritropoetin. Eritopoetin
potice eritropoezu i tako moze prevenirati teZu ane-
miju, Sto dovodi i do bolje kvalitete Zivota oboljelih.
Na zalost, za niti jedan od nabrojanih lijekova nema
dostatno podataka da bi se mogao bezrezervno pre-
poruciti kao neuroperotekcija kod CUN-a.

Svakako da je vazno prilikom pristupa oboljelima
od CUN-a nauciti bolesnika da je prikladna higije-
na stopala, noSenje udobne obuce, pazljiva vizuelna
kontrola nogu tijekom hoda, te izbjegavanje termal-
nih ozljeda vrlo bitna preventivnha mjera kojom se
sprjecavaju brojne posljedice. Neredovito praznjenje
stolice treba sprjecavati dostatnim unosom tekucine
te prehranom bogatom vlaknima. Ovi bolesnici su
ponekad vrlo zahtjevni i1 jedino multidisciplinarni
pristup lijecenju dovodi do zadovoljavajuceg terapij-
skog rezultata.
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Izvanstani¢na cirkuliraju¢a DNA (cfDNA) se moze
naciu krvi zdravih pojedinaca, a povisene vrijednosti su
opisane u klinickim stanjima kao §to su maligne i auto-
imune bolesti, trauma, infarkt miokarda, nekroza tkiva.
U bolesnika sa solidnim tumorima koncentracija cfDNA
je od prognostickog znacenja. Podaci u bolesnika s lim-
fomima su vrlo oskudni.

U naSem istrazivanju smo kvantitativnim PCR-om u
stvarnom vremenu odredili koncentraciju cfDNA u 129
bolesnika s limfomima prije pocetka i na kraju lije¢enja
i korelirali nalaz s laboratorijskim i klini¢kim parametri-
ma te ishodom lijecenja.

Rezultati su pokazali da je 49 b olesnika (38%) ima-
lo povisenu koncentraciju cfDNA. cfDNA je bila visa u
bolesnika s proSirenom bolesti i korelirala je s dobi bole-
snika, LDH-om i koncentracijom beta 2-mikroglobulina.
Nije bilo razlike prema spolu, postojanju ekstranodalne
lokalizacije kao niti izmedu agresivnih i indolentnih non-
Hodgkin limfoma (NHL). Bolesnici s koncentracijom
cfDNA iznad medijana su imali loSije prezivljenje i pre-
zivljenje bez znakova bolesti od onih s nizom (Slika 1. i
2.). Razlika izmedu onih s koncentracijom cfDNA unutar
i iznad normale nije bila statisticki znacajna. U multi-
varijatnoj analizi su prognosticki znacajni bili dob, beta
2-mikroglobulin i LDH, ali ne i cfDNA. Sli¢ni rezultati
su dobiveni i u pojedinim podskupinama NHL-a. U bo-
lesnika s Hodgkinovim limfomom koncentracija cfDNA
nije korelirala s prognozom. Nakon lije¢enja je koncen-
tracija cfDNA bila niza u svih bolesnika, no njen pad
nije korelirao s ishodom lijecenja.

U zakljucku, koncentracija cfDNA u bolesnika s lim-
fomom je Cesto normalna, nema razlike izmedu indo-
lentnih i agresivnih NHL-a. cfDNA je visa u bolesnika
s uznapredovalim tumorima loSije prognoze, no njeno
odredivanje ne daje dodatne prognosticke informacije u
odnosu na do sada poznate prognosticke parametre.

Tip limfoma Razina cfDNA (ng/ml)
medijan (raspon); broj bolesnika s
koncentracijom iznad normale (%)

Sveukupno 20.57 (0.45-2009.45); 49 (38.0)

HL 12.65 (1.95-546.34); 8 (28)

B-NHL

23.43 (0.45-2009.45); 36 (39)

Agresivni B- NHL

26.66 (0.45-1676.44); 27 (41)

B-LCL

24.80 (0.45-1676.44); 18 (38)

izmedu HL i B-LCL

MCL 36.62 (7.66-476.60); 4 (50)
BL 15.96 (8.70-534.44); 1 (25)
Intermedijarni 955.42 (921.71.-1079); 3 (100)
izmedu BL i B-LCL

Intermedijarni 9.96(7.78-147.46); 1 (25)

Indolentni B-NHL

17.92 (2.09-2009.45); 9 (36)

FL 16.84 (2.09-251.63); 5 (31)
EMZL 20.95 (11.99-2009.45); 2 (40)
NMZL 15.48 (12.17-931.5); 2 (67)

SLL 12.50 (7.14-17,87); 0
LPL 15.48; 0
T-NHL 38.04 (12.12-892.36); 5 (71)
PTCL 62.08 (12.12-892.36); 3 (75)
ALCL 89.42 (38.04-140.81); 2 (100)
LBL 15.81; 0
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Kompozitni limfom (KL) je rijedak oblik limfo-
ma koji se tijekom godina razli¢ito definirao. Prvi
put se u literaturi pojam KL pojavljuje 1954., podra-
zumijevajuci vise morfoloski razlicitih oblika limfo-
ma u istog bolesnika (1). Par godina kasnije, Rappa-
port sa sur. suzava definiciju na razli¢ite morfoloske
slike unutar istog anatomskog sijela (2), a priblizno
dvadeset godina kasnije Kim sa sur. pod pojmom
KL podrazumijeva prisutnost HL-a i NHL-a u istim
anatomskom sijelu (3). U daljnjim radovima KL se
definira kao nalaz dva morfoloska i imunofenotip-
ska razlicita oblika limfoma u istom limfnom ¢voru
ili nekom drugom sijelu (4).

Pojam KL treba razlikovati od diskordantnog
limfoma koji predstavlja dva razlicita oblika limfo-
ma u razli¢itim sijelima u istog bolesnika, dok se-
kvencijalni limfom podrazumijeva razliite oblike
limfoma koji se javljaju u istom anatomskom sijelu,
ali jedan iza drugog. Kona¢no, KL treba razluciti
od pojma transformacije ili progresije koji obuhva-
¢a prijelaz limfoma u agresivniji oblik (5). Primjer
transformacije je prijelaz kroni¢ne limfocitne leuke-
mije/limfoma malih limfocita (CLL/SLL) u agresiv-
niji oblik, fenomen poznat kao Richterov sindrom.
Vecinom bolesnici razviju difuzni B veliko stani¢ni
limfom (DLCL), medutim bolesnici mogu razviti i
tzv. Hodgkinovu varijantu Richterovog sindroma
(6,4). U slucaju potonje transformacije vazno je raz-
dvojiti stanice nalik Reed-Sternbergovim (RS) od
pravih RS-stanica (6).

Kompozitni limfom je rijedak, medutim to¢na
pojavnost ove bolesti nije potpuno poznata obzirom
na nedostatak konsenzusa oko definicije (primjene
razlic¢itih klasifikacijskih sustava tijekom godina).
Relativna ucestalost KL-a u razli¢itim studijama
kre¢e se od 1% do 4.7% unutar ne-Hodgkinovih

limfoma (7). Zivotna dob i spol ovise o tipu limfo-
ma koji se pojavljuje dok sijelo moze biti nodalno
1 ekstranodalno (npr. gastrointestinalni trakt, kosti,
slezena 1 drugdje). Ako dolazi do zahvacanja kosta-
ne srzi obicno to ¢ini agresivnija komponenta KL-a.
Terapija je usmjerena na agresivniju sastavnicu (4,6).

Razli¢ite kombinacije limfoma tvore KL, kao
npr.: dva oblika ne-Hodgkinovog limfoma (NHL)
perifernih limfocita B (Slika 1.); NHL limfocita B i
Hodgkinov limfom (HL) (Slika 2.); NHL limfocita
B 1 limfocita T te NHL limfocita T i HL (6). Pato-
geneza razliCitih oblika limfoma nije u potpunosti
razjasnjena (4).

\ CLL/SLL \
NMZL
SMZL
Folikularni limfom

Pleomorfna varijanta

blastoidnog MCL

DLBCL
Limfom plaStene zone
Plazmacitom/mijelom
Folikularni limfom

DLBCL \
Pre-B limfoblastni
limfom/leukemija
Limfom plastene zone
CLL/SLL
Burkittov limfom
AN

CLL/SLL
MALT limfom
LPL/WM
SMZL
NMZL

Folikularni
limfom

)

o

Slika 1. Primjer udruZenosti pojedinih oblika ne
Hodgkinovih limfoma limfocita B u sklopu kompozitnog
limfoma. DLBCL, difuzni B veliko stanicni limfom;
CLL/SLL, kroniéna limfocitna leukemija/limfom malih
stanica; NMZL, nodalni limfom marginalne zone;
SMZL, limfom marginalne zone u slezeni.

Slika 2. Primjer kompozitnog limfoma u limfnom évoru
sastavijen od limfoma malih stanica i Hodgkinova
limfoma mijeSane celularnosti (A). Limfom malih
stanica je imunohistokemijski CD20 pozitivan dok
Hodgkinove stanice pokazuju karakteristiCan fenotip
CDI5 (C) i CD30 (D).
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Komponente koje tvore KL mogu i ne moraju biti
klonalno povezane. Incidencija klonalne povezano-
sti kod razlic¢itih oblika KL-a varira tako npr. u slu-
¢aju folikularnog limfoma niskog gradusa i DLCL
je obi¢no Cesta. Suprotno tome klonalna povezanost
je vrlo rijetka u sluc¢aju KL kojeg tvore T limfociti
indolentnog oblika i limfom velikih T stanica NHL.
U slucajevima KL-a gdje je NHL B limfocita udru-
zen s HL-om, klonalnost je utvrdena u dosta sluca-
jeva (8,9). S druge pak strane klonalna povezanost
je vrlo rijetka u KL-u sastavljenim od NHL B lim-
focitai NHL T limfocita ili NHL T limfocita i HL-a
(10). Moguca objasnjenja za klonalnu povezanost ili
nepovezanost, koja se nalazi kod KL-a, su razlicita
od slucajnosti, genetske nestabilnosti, genetske pre-
dispozicije, zajednicke prekursorske stanice, imu-
nodeficijencije, izloZenosti virusu ili karcinogenu te
brojna druga moguca objasnjenja (6).

Histoloski 1 imunofenotipski nalaz odgovara
obliku limfoma koji tvori KL. Vazno je adekvatno
uzorcenje kako se dijagnoza ne bi previdjela kao Sto
se to moze dogoditi u slucaju nepravilno uzorcenih
iglenih biopsija ili aspiracija (ako uzorak nije uzet
s viSe mjesta unutar ¢vora/ekstranodalnog sijela).
Imunofenotip je vazan jer moze pomo¢i u utvrdiva-
nju klonalne povezanosti izmedu dviju komponenti,
npr. limfomi koji eksprimiraju CD5 i CD23 1 imaju
isti citoplazmatski imunoglobulinski laki lanac, §to
znaci da su klonalno povezani. Medutim, ponekad
razli¢iti imunofenotip tumorskih stanica ne isklju-
cuje mogucnost njihove klonalne povezanosti. U ta-
kvim slu¢ajevima molekularna analiza je klju¢na za
njihovo utvrdivanje.

Zaklju¢no mozemo re¢i da KL ukljucuje dva ili
vise razli¢ita morfoloska i imunofenotipska oblika
limfoma neovisno o klonalnoj povezanosti ili ne.
Nadalje, vazno je istaknuti da pojavnost (incidenci-
ja) KL-a vjerojatno i nije toliko rijetka, pa ih treba
uzeti u obzir pri diferencijalnoj dijagnozi. Sukladno
navedenom vazno je svaki punktat/biopsiju pazljivo
uzorciti 1 analizirati s ciljem da se KL ne previdi
posebno znajuci da biologija pojedinih komponenti
tumora nije ista i da terapijski pristup moze biti zna-
¢ajno drugaciji.
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PridruZivanjem dvaju hrvatskih centara — KBC
Zagreb 1 KB Merkur — medunarodnom FIND Re-
gistru invazivnih aspergiloza, u Registar su upisani
bolesnici sa zlocudnim hematoloSkim bolestima koji
su razvili invazivnu aspergilozu tijekom 2012. go-
dine. Upisano je 14 bolesnika (KBC Zagreb §, KB
Merkur 6) s medijanom dobi pri dijagnozi 60 go-
dina (23-76 godina) (Slika 1.), od kojih je bilo 50%
muskaraca.

Slika 1. Dob bolesnika pri dijagnozi

Zene Muskarci Svi
N=7 N=7 N=14
Srednja : : ;
wihadnont sggodina 56 godina 58 godina
Medijan 5g years 62 years 60 years
Minmaks 2007 adina godine
80 -
50 -
40 4
30 A
20 +
10 I L
0 — — —
SV DS S

Kod 11 bolesnika, s obzirom na snagu dokaza,'
dijagnosticirana je vjerojatna, a kod 3 bolesnika do-
kazana invazivna aspergiloza. Veéina bolesnika su
bili u tijeku lijeCenja intenzivnhom kemoterapijom

zbog akutne leukemije (Slika 2. A 1 B), a s obzirom
na zahvaceni organ, uglavnom se radilo o invaziv-
noj pluénoj aspergilozi (Slika 3.).

Slika 2. Dijagnoze (A) i terapije (B) bolesnika tijekom
kojih su razvili invazivnu aspergilozu

A B

AML (RE)INDUKCUJA AL

ALL )
ALOGENIENATKMS
NHL
AUTOLOGNATKMS
MDS

MM OSTALO

TALI*

AML — akutna mijeloi¢na leukemija; ALL — akutna limfoblasti¢-
na leukemija; Ne-Hodgkinov limfom; MDS — mijelodisplasti¢ni
sindrom; MM — multipli mijelom; AL — akutna leukemija; TKMS
— transplantacija krvotvornih mati¢nih stanica; *jedan bolesnik
s imunotrombocitopenijom i autoimunom hemolitickom anemi-
jom na terapiji kortikosteroidima

Slika 3. Udio klinickih entiteta invazivne aspergiloze s
obzirom na zahvaceni organ

o% 5o% 100%

PLUCA 86% N=12

DISEMINIRANA I 7%

OSTALO W 7% N=21

Duboka neutropenija (neutrofili < 0.5 x10°/L) u
trajanju viSe od 10 dana bila je ¢imbenik rizika kod
10 bolesnika, plu¢na bolesti kod njih troje, terapija
kortikosteroidima u trajanju viSe od 21 dan provode-
na je kod troje oboljelih, dok je akutna bolest dava-
telja protiv primatelja (en. graft versus host disease)
zabiljezena kod jednog oboljelog. U vrijeme razvoja
invazivne aspergiloze, 64.3% bolesnika primalo je
antifungalnu profilaksu (Slika 4.), a medijan je vre-
mena od pocetka primjene antifungalne profilak-
se do postavljanja dijagnoze invazivne aspergiloze
iznosio 21 dan (7-49 dana).
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Slika 4. Antifungalna profilaksa kod oboljelih od
invazivne aspegiloze

0% 50%

100%

Posakonazol 11%

Drugo (flukonazol)

Empirijska antifungalna terapija primijenjena je
kod Sest bolesnika (vorikonazol — 6 bolesnika, li-
pidni kompleks amfotericina B — 1 bolesnik), dok je
nakon postavljanja dijagnoze kod njih 12 provedena
ciljana antifungalna terapija (Slika 5.).

Slika 5. Ciljana antifungalna terapija

Ciljana antifungalna terapija (N = 14) Ciljana antifungalna terapija u 1. liniji (N = 12)
14,3% o *
ne (N =2)
verikonazol 75% N=g
da(N=12
85,7% § ) amfotericin B - lipidni [V
kompleks 17%
Broj linija terapije Broj bolesnika %
Samo jedna linija 10 71,4% e iz
2 amfotericin B - lipidni
2 linije* 2 14,3% kompleks + W 5o N=1
Bez terapije 2 14,3% kaspofungin
Ukupno 14 100 %

U tri bolesnika na provedenu terapiju verificira-
na je kompletna remisija invazivne aspergiloze, u

Cetiri bolesnika parcijalna remisija, stabilna bolest
zabiljezena je u njih dvoje, a progresija u pet bole-
snika. Nakon medijana prac¢enja od jednog mjeseca
(u trenutku analize, svibanj 2013.), 64% bolesnika
je umrlo, pri ¢emu je potrebno istaknuti kako je u
vecine njih invazivna aspergiloza bila glavni uzrok
smrti ili je znatno pridonijela letalnom ishodu (Slika
6.). U tijeku je registracija bolesnika s postavljenom
dijagnozom IA u 2013. godini, te ¢e izvjestaj s novo-
registriranim bolesnicima biti prikazan na jednom
iduc¢ih sastanaka KROHEM-a.

Slika 6. Status bolesnika pri zadnjem pracenju
(svibanj 2013.)

Status bolesnika pri zadnjem pradenju Uzrek smrti(N=9)
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Slika 1. Dr. Marco Mielcarek

Razgovarala i pripremila:

Inga Mandac Rogulj, dr. med.,
specijalist internist-hematolog,
Zavod za hematologiju,

Klinicka bolnica Merkur, Zagreb

Kad je prije vise od 20 godina dosao iz Njemac-
ke u istrazivacki laboratorij kod dr. Beverly Torok-
Storb u Fred Hutchinson Cancer Research Center,
dr. Marco Mielcarek je planirao provesti dvije godi-
ne u istrazivanju regulatornih mehanizama u hema-
topoezi, a onda se vratiti u Njemacku.

Danas je hematolog i medicinski direktor pro-
grama za transplantaciju perifernih mati¢nih stani-
ca 1 koStane srzi kod odraslih u Seattle Cancer Care
Alliance 1 Fred Hutchinson Cancer Research Center.

Dr. Mielcarek, zaSto ste se odlucili baviti
hematologijom?

Moje zanimanje za hematologiju je pocelo jos u
studentskim danima kad sam svjedoio impresiv-
nim terapijskim uspjesima u nekim hematoloskim
poremecajima. Pa ¢ak i prije 30-ak godina su brojni
bolesnici mogli biti izlijeCeni. Priroda hematopo-
etskog i imunoloskog sustava je tako kompleksna
te nam dopusta da sistematski proucavamo funk-
cije 1 brojne poremecaje ovih sastavnica. Mozemo
re¢i da je hematopoetski sustav u toj raznolikosti
jedinstven, pa nam se otvaraju brojne istrazivacke
mogucnosti.

Koja su Vasa podrucdja interesa u hematologiji?
Najve¢i dio svog istrazivackog interesa sam

usmjerio u podrucje alogeni¢ne transplantacije pe-

rifernih mati¢nih stanica i1 koStane srzi. Privuklo me

to podrucje jer sam nasao moguénosti da radim na
poboljSavanju prezivljenja hematoloskih bolesnika,
osobito nakon alogeni¢ne transplantacije, a ujedno
sam povezao i moje zanimanje za imunologiju.

Po Vasem miSljenju, koji su najve¢i uspjesi
alogenicne transplantacije perifernih mati¢nih
stanica?

Postoji nekoliko vecih uspjeha u alogeni¢noj
transplantaciji mati¢nih stanica.

Prvo, razli€iti pristupi u potpornoj terapiji su se
unazad nekoliko godina znacajno poboljsali i tako
omogucili 1 bolje podnoSenje samog postupka tran-
splantacije te brzi oporavak bolesnika. Na primjer,
rutinsko monitoriranje citomegalovirusa (CMV)
te pravovremena terapija u slucaju CMV reaktiva-
cije, gotovo su u potpunosti eliminirali ¢esto smr-
tonosnu posttransplantacijsku komplikaciju poput
CMV-pneumonije.

Ucinak novije generacije antifungika, uz sve ma-
nju toksi¢nost, dodatno je poboljSao posttransplan-
tacijski oporavak bolesnika.

Drugo, pobolj$ana tehnologija HLA-tipizacije re-
zultirala je u boljoj podudarnosti donora §to je sma-
njilo mortalitet.

Trece, razvoj brojnih protokola kondicioniranja
smanjenog intenziteta, omogucilo je i starijim bole-
snicima ili onima s komorbiditetima, da budu kan-
didati za alogeni¢nu transplantaciju. Kako je ionako
ve¢ina hematoloskih malignih poremecaja ucestali-
jau dobi iznad 60 godina, danas imamo moguénosti
izljecenja alogeni¢nom transplantacijom i u toj sku-
pini bolesnika.

Koje su najéesé¢e komplikacije alogeni¢ne tran-
splantacije i $to se moZe uciniti da se one smanje?

Relaps hematoloske bolesti 1 reakcija presatka
protiv primatelja (GVHD) s pridruzenim infekci-
jama, su dvije najvaznije komplikacije koje utjecu
na uspjeh transplantacije. Nedavno je postalo jasno
kako klinicke manifestacije GVHD-a nisu poZeljne
kako bi se smanjio relaps bolesti; protektivni u¢inak
graft-versus-leukemia uc¢inaka postoji i u slu¢aju od-
sutnosti GVHD-a.

Zbog toga je potrebna ucinkovitija prevencija i
terapija GVHD-a, a u slucaju smanjenja relapsa
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bolesti, naucili smo i kako Sto bolje inkorporirati
ciljanu terapiju u protokole kondicioniranja i kako
primijeniti optimalnu terapiju odrzavanja nakon alo-
geniCne transplantacije.

Statini ulaze u hematologiju unazad nekoliko
godina s obec¢avajuc¢im rezultatima kod
bolesnika s kroni¢cnom limfocitnom leukemijom
inducirajuéi apoptozu leukemijskih stanica.
Vase podrudje interesa odnosi se na primjenu
statina u lijeCenju GVHD-a?

Radimo na nekoliko terapijskih pristupa u sprje-
cavanju akutnog GVHD-a.

Postoje snazni dokazi iz pretklinickih studija i
retrospektivnih klinickih istrazivanja kako primjena
statina kod donora moze biti povezana sa znacajno
reduciranim rizikom tesSkog akutnog GVHD-a kod
primatelja.

U nasem laboratoriju u Fred Hutchinson Can-
cer Research Center proucavamo ucinak statina
na funkciju T-limfocita, ali tako da se ne izazove
globalna imunosupresija koja bi povecala rizik od
infekcija. Provodimo dva prospektivna klinicka
istrazivanja u kojima se donorima perifernih matic-
nih stanica kroz 2 tjedna prije sakupljanja mati¢nih
stanica, daje atorvastatin. Ciljevi ovih studija su pre-
venirati akutni GVHD treceg 1 Cetvrtog stupnja kod
primatelja.

Mislite li da je kroni¢ni GVHD dobro prepoznat
od strane hematologa?

Kroni¢ni GVHD sa svojim brojnim komplikaci-
jama, Cesto moze biti tezak dijagnosticki i terapijski
izazov hematolozima koji se rutinski ne bave aloge-
ni¢nom transplantacijom. U na$oj klinici, bolesnike
otpustamo ku¢i najces¢e oko 3 mjeseca nakon tran-
splantacije, §to znaci da u tom vremenu preuzimamo
cjelokupnu skrb za bolesnika, a nase suradne hema-
tologe educiramo o znakovima i simptomima kro-
ni¢nog GVHD-a na koje trebaju obratiti pozornost.

Na$ tim dugoro¢nog pracenja bolesnika nakon
alogeni¢ne transplantacije (naj¢eS¢e do 5 godina
nakon transplantacije), omogucuje redovite kontrole
bolesnika, ali i pomaze njihovim nadleZznim lije¢-
nicima s brojnim savjetima i preporukama nakon
otpusta bolesnika iz naseg Centra.

Znamo kako neprepoznati i nelijeCeni kroni¢ni
GVHD smanjuje kvalitetu Zivota i povecava po-
sttransplantacijski mortalitet.

Stoga je vazno da budemo maksimalno posvece-
ni naSim bolesnicima i trudimo se osigurati im naj-
bolje moguce lijecenje i njegu nakon transplantacije.
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Godisnji sastanak Europske mreZe za limfome plaStenih stanica u Dubrovniku

Prof. dr. sc. Igor Aurer

Od 24. do 26. listopada 2013. godine u organi-
zaciji Krohema u Dubrovniku je odrzan godisnji
sastanak Europske mreze za limfome plastenih sta-
nica (EU MCL Network). Voditelj mreze je prof. dr.
Martin Dreyling s Medicinskog fakulteta Sveucili-
Sta Ludwig Maximillian 1 Sveucilisne bolnice Gro-
sshadern iz Muenchena u Njemackoj, a organizator
s hrvatske strane je bio prof. dr. Igor Aurer.

Europska mreza za limfome plastenih stani-
ca okuplja najvece europske strucnjake za ovu vr-
stu bolesti, a u njoj sudjeluju i hrvatski hematolo-
zi 1 patolozi, ¢lanovi Krohema. Sastanak, na kome
je sudjelovalo 60 sudionika, hematologa, patologa,
stru¢njaka za molekularnu biologiju 1 genetiku iz
Europe 1 Izraela, odrzan je u prostorijama Interuni-
verzitetskog centra (IUC) gdje je vecina sudionika
bila 1 smjeStena.

U cetvrtak popodne su ¢lanovi nekoliko europ-
skih kooperativnih skupina prikazali klinicka istra-
zivanja faze I 1 II koja su u tijeku ili trebaju uskoro
zapoceti. U petak je sastanak poceo prikazom ak-
tualnih klinickih istrazivanja faze 111 kao 1 dodat-
nih analiza ve¢ zavrSenih istrazivanja. Potom su ra-
spravljani planovi za nova klinicka istrazivanja faze
IIT koja bi u starijih od 65 godina trebala ukljucivati

dodatak lenalidomida terapiji odrzavanja rituksi-
mabom, a u mladih dodatak ibrutiniba standardnoj
terapiji. Planirano je da u potonjem istrazivanju su-
djeluje 1 Krohem. Popodne su prikazivani rezultati
eksperimentalnih 1 pretklinickih istrazivanja poje-
dinih centara. U subotu su prikazani rezultati zavr-
Senih manjih klinic¢kih istrazivanja. Prof. Aurer je
prikazao rezultate lijeCenja bolesnika s limfomom
plastenih stanica iz naSeg projekta pracenja bole-
snika lijecenih rituksimabom tijekom 2007. 1 2008.
godine.

Hematopatolozi, pod vodstvom Wolfgamga
Klappera iz Kiela u Njemackoj, su imali svoju radi-
onicu na kojem su usporedivali rezultati koriStenja
razli¢itih imunohistokemijskih protutijela 1 varija-
bilnost u procjeni izrazenosti Ki67 i drugih biljega
izmedu razlicCitih patologa.

Sastanak je prosao u odli¢noj atmosferi, dije-
lom zbog Sarma Interuniverzitetskog centra, lijepog
vremena, prekrasnog grada Dubrovnika, a dijelom
sigurno 1 zbog izvrsne organizacije za §to je prven-
stveno bila zasluzna prim. dr. Sandra BasSi¢-Kinda.
Sazetak sastanka e biti objavljen, najvjerojatnije u
casopisu Leukemia & Lymphoma.

Slika 1. Sudionici sastanka u atriju Interuniverzitetskog centra u Dubrovniku.
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V. Perisa Kalendar predstoje¢ih hematoloskih skupova

Kalendar predstojecih hematolosSkih skupova

Priredila: Vlatka PeriSa, dr. med.

* European Focus on Myeloproliferative Neoplasms and Myelodysplastic Syndromes
0Od 02.05 do 04.05.2014. u Ceskoj (Prag)

e 18" ESH - EBMT Training Course on Haemopoietic Stem Cell Transplantation
Od 08.05. do 10.05.2014. u Austriji (Bec€)

e 32" Tutorial on Lymphoid Malignancies (Kiev): Type I Hematology Tutorial:
Diagnostic Work-Up of Hematological Diseases, Focus on Lymphoid Malignancies
0Od 16.05 do 17.05.2014. u Ukrajini (Kijev)

* International Conference on Myelodysplastic Syndromes
Od 15.05. do 17.05.2014. u Portugalu (Estoril)

* 50" ASCO Annual Meeting
0d 30.05. do 03.06.2014. u SAD-u Chicago

* EHA - 19th Congress of the Hematology Association
0Od 12.06. do 15.06.2014. u Italiji (Milano)

e THD-EHA-ESH Tutorial on Consultive Hematology — Case based
0Od 28.06 do 29.06.2014. u Turskoj (Van)

* 16™ Annual John Goldman Conference on Chronic Myeloid Leukemia:
Biology and Therapy
0d 04.09. do 07.09.2014. u SAD-u (Philadelphia)

*  Multiple Myeloma — Translational Research
0d 05.09. do 07.09.2014. u Spanjolskoj (Barcelona)

e 3""World Congress on Controversies in Hematology (COHEM)
Od 11.09. do 13.09.2014. u Istanbulu (Turska)

e ESH-EHA 33rd Tutorial on Thrombosis, Hemostasis and Iron
0d 12.09. do 14.09.2014. u Estoniji (Tallin)

* ISHBT-EHA-ESH Tutorial on Lymphoid Malignancies
0d 26.09. do 28.09.2014. u Indiji (Kolkata)

* ELN Frontiers Meeting 2014
Od 16.10 do 19.10.2014. u Njemackoj (Berlin)

* 6™ International Conference on Myeloproliferative Neoplasms
0Od 23.10. do 25.10.2014. u Portugalu (Estoril)

* Lymphoma & Myeloma 2014: An International Congress on Hematologic
Malignancies
0Od 23.10. do 25.10.2014. u SAD-u (New York)

e 2" International Conference on Multiple Myeloma
0d 07.11. do 09.11.2014. u Gr¢koj (Atena)

* International Conference on New concepts in B Cell Malignancies:
From molecular pathogenesis to personalized treatment
Od 14.11. do 16.11.2014. u Gr¢koj (Thessaloniki)

* 56™ ASH Annual Meeting and Exposition
0d 06.12 do 09.12. 2014. u SAD-u (San Francisco).
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