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D. Nemet

Uvodnik

Uvodnik

Drage kolegice 1 kolege, clanice 1 clanovi
KROHEM-a,

osnivanje Zaklade KROHEM-a je u tijeku. Na-
dao sam se da ¢e postupak teci brze 1 da ¢emo ve¢ u
svibnju mo¢i re¢i da Zaklada egzistira i da se spre-
mamo raspisati prve natjecaje, no administrativni
proces koji ukljucuje dva ureda Ministarstva upra-
ve 1 Ministarstvo zdravstva je o€ito prilicno dugo-
trajan. No, ciljevi su zadani, okvir za realizaciju je
uspostavljen 1 ostalo je sada samo pitanje vremena.

Aktivnost KROHEM-a u izradi smjernica za
hematoloske bolesti je zamjetna. Nakon ve¢ dobro
etabliranih smjernica za limfome, u Lije¢ni¢kom
vjesniku objavljene su smjernice za mijelodispla-
sti¢ni sindrom kao rezultat rada Radne skupine za
MDS 1 konsenzusa ¢lanova KROHEM-a. Takoder
je Radna skupina za hemostazu i trombozu, na-
kon sveobuhvatne rasprave pripremila smjernice za
imunotrombocitopeniju te se tekst smjernica nalazi
u tisku u Lije¢ni¢kom vjesniku. Radna skupina za
mijelom imala je vrlo uspjesan svoj, ve¢ tradicional-
ni, sastanak krajem veljate u Rijeci na kojemu su
raspravljene 1 prihvacene smjernice za lijeCenje mul-
tiplog mijeloma. Smjernice su napisane, a da bi se
objelodanile Sto prije bit ¢e prvo objavljene u ovom
broju Biltena.

Znanstvena aktivnost je u porastu Sto je vidljivo
sudjelovanjem na kongresima ASH, EBMT, EHA i
drugim sastancima, posterima, oralnim prezentaci-
jama ili pozvanim predavanjima, a posebno zelim
istaknuti uspjeh timova na Rebru i u Merkuru u
dobivanju znacajnih financijskih sredstava od Hr-
vatske zaklade za znanost za realizaciju znanstve-
nih projekata tijekom cetiri godine. Na Rebru je to
projekt “Novi biomarkeri kroni¢ne bolesti presatka
protiv primatelja”, ¢iji je voditelj doc. dr. sc. Drazen
Pulani¢ s predvidenih 250.000 kn godiSnje. To je

novo istrazivanje kronicnog GVHD na Rebru nakon

prethodno zavrSenog uspjesnog projekta financira-
nog od Unity Through Knowledge Fund.

Prof.dr.sc. Slobodanka Ostoji¢ Koloni¢ voditelji-
ca je projekta financiranog od Hrvatske zaklade za
znanost ,,Prognosticka vrijednost i dinamika cirku-
liraju¢e mikroRNA u visokorizi¢nom mijelodispla-
sticnom sindromu lije¢enom 5-azacitidinom®. Deta-
lje 0 ovim projektima mozete procitati u ovom broju
Biltena.

Posebno me raduje da je naSe novo Drustvo za
hematologiju Hrvatskog lije¢nickog zbora koje smo
osnovali prije godinu dana, u sijecnju 2016., aktivno
i da priprema svoj prvi samostalni kongres. Vjeru-
jem da ¢e kongres, kao i KROHEM, okupiti sve hr-
vatske stru¢njake koji se bave hematologijom te uz
strane goste pokazati postignuca hrvatske hematolo-
gije 1 ostvariti svoju edukacijsku 1 znanstvenu svrhu.

Ceterum censeo Registar treba popunjavati! Tre-
ba unositi podatke za nove bolesnike sukcesivno,
¢im se postavi dijagnoza bolesti, pa makar samo
osnovnim podacima kako bi se barem stvorila epi-
demioloska slika stanja hematoloSkih bolesti u Hr-
vatskoj. Takoder se ne smije zanemariti upisivanje
podataka pracenja ve¢ upisanih bolesnika. Zato
pozivam na daljnju i pojaanu aktivnost u radu na
Registru hematoloskih bolesti. U Registru je sada
ve¢ upisan znacajan broj bolesnika no jos uvijek ne
moze dati dobru sliku epidemiologije hematoloskih
bolesti u Hrvatskoj jer se podaci ne upisuju sustavno
u svim centrima. Posebno se pozivaju mladi ¢lanovi
na vecu aktivnost pri upisivanju novih bolesnika u
Registar kao i upisivanju podataka o prac¢enju veé
upisanih bolesnika pogotovo jer je to uvjet njihova
¢lanstva u KROHEM-u.

Predsjednik KROHEM-a

Prof.dr.sc. Damir Nemet
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S. Basi¢-Kinda i suradnici

Hrvatske smjernice za lije¢enje multiplog mijeloma

Hrvatske smjernice za lijeCenje multiplog mijeloma

Sandra Basi¢-Kinda!, Josip Batini¢'2, DraZzen Pulani¢?3, Toni Valkovi¢*, Delfa Radié¢-Kristo>3,
Inga Mandac Rogulj’, Njeto¢ka Gredelj-Simec®, Mario Pirsi¢’, Igor Aurer’?, Damir Nemet"?3

! Zavod za hematologiju, Klinika za unutarnje bolesti, Klinicki bolnicki centar Zagreb i Referentni centar
Ministarstva zdravstva za multipli mijelom i druge neoplasticne poremecaje stanica koje luce imunoglobuline

? Medicinski fakultet Sveucilista u Zagrebu

? Medicinski fakultet Osijek Sveuciliste J.J. Strossmayer u Osijeku
* Zavod za hematologiju, reumatologiju i klinicku imunologiju, Klinika za unutarnje bolesti, Klinicki bolnicki

centar Rijeka, Medicinski fakultet Sveucilista u Rijeci

J Zavod za hematologiju, Klinika za unutarnje bolesti, Klinicka bolnica Merkur
b Zavod za hematologiju, Klinika za unutarnje bolesti, Klinicka bolnica Dubrava.

UvoOD

Radna skupina za multipli mijelom Hrvatske ko-
operativne grupe za hematoloske bolesti KROHEM,
Referentni centar Ministarstva zdravstva za multi-
pli mijelom i druge neoplasti¢ne poremecaje stanica
koje lu¢e imunoglobuline* te Hrvatsko hematoloSko
drustvo Hrvatskog lije¢nickog zbora, izradili su Hr-
vatske smjernice za lijecenje bolesnika s multiplim
mijelomom.

STUPNJEVI PREPORUKE TEMELJEM
RAZINE DOKAZA (prema ameri¢ckom
National Comprehensive Cancer Network,
NCCN):

Kategorija 1:

+ Temeljem visoke razine dokaza, gdje postoji
jedinstveni NCCN konsenzus o opravdanosti
intervencije
Kategorija 2A:

+ Temeljem niZe razine dokaza, gdje postoji
jedinstveni NCCN konsenzus o opravdanosti
intervencije
Kategorija 2B:

* Temeljem niZe razine dokaza, postoji NCCN
konsenzus o opravdanosti intervencije
Kategorija 3:

+ Temeljem bilo kakve razine dokaza, postoji
veliko NCCN neslaganje o opravdanosti
intervencije.

Sve navedene preporuke su kategorija 2A osim
ako nije drugacije navedeno.

* RjeSenjem Ministarstva zdravstva klasa: UP/1-510-01/16-
01/19, Ur.broj: 534-04-1-2/7-17-13 od 23. ozujka 2017. go-
dine Zavodu za hematologiju Klinike za unutarnje bolesti
Klini¢kog bolni¢kog centra Zagreb dodjeljuje se naziv
"Referentni centar Ministarstva zdravstva za multipli mi-
jelom i druge neoplasti¢ne poremecaje stanica koje luce
imunoglobuline".

OSNOVNE POJAVNOSTI

PLAZMASTANICNIH DISKRAZIJA

* Solitarni plazmocitom (u kosti ili
ekstramedularni)

* Monoklonalna gamopatija neutvrdenog znacenja
(MGUS)

* Asimptomatski (engl. ,,smoldering) mijelom
(ukljucuje stadij I klasifikacije po Durie
Salmonu)

+ Simptomatski (aktivni) mijelom

* Plazmastani¢na leukemija.

SOLITARNI PLAZMOCITOM KOSTI

ILI SOLITARNI EKSTRAMEDULARNI

PLAZMOCITOM

* Radioterapija 40-50 Gy na tumor +/- kirurSko
odstranjenje tumora (u slucaju prijetece frakture
ili kompresije na kraljezni¢nu mozdinu ili na
druge vitalne strukture)

» Obvezno pracenje svakih 3-6 mjeseci s panelom
pretraga za simptomatski multipli mijelom

* U slucaju progresije postupak kao kod aktivnog
(simptomatskog) mijeloma.

MGUS I ASIMPTOMATSKI
(“SMOLDERING”, SMM) MULTIPLI
MIJELOM (MM)
* Bez terapije, samo redovito pracenje:
« MGUS
» U prve dvije godine svakih 6 mjeseci, a
kada se iskljuci brza progresija kasnije
jednom godisnje.
« SMM
» Svakih 3-6 mjeseci ovisno o procjeni
rizika za progresiju
* U bolesnika sa smanjenom gusto¢om
kostiju razmotriti terapiju bisfosfonatom.

Bilten KROHEMA — Vol. 9, br. 1



S. Basi¢-Kinda i suradnici

Hrvatske smjernice za lije¢enje multiplog mijeloma

CIMBENICI LOSE PROGNOZE
 Stadij prema revidiranom ISS-u (engl.
International Staging System)

 Citogenetske abnormalnosti

+ del(13),

*  t(4;14), t(14;16), ili del(17p) (FISH)
+ Nizak provedbeni (engl. performance) status
* Cirkuliraju¢e stanice mijeloma
* Visoka vrijednost serumskog LDH.

CITOGENETIKA I PROGNOZA
 Standardni rizik (OS 7-10 god)
o t(11;14), t (6;14)
 Visoki rizik (OS do 3 godine)
o t(4;14),t (14;16), t (14;20), dell17p, 1921,
hipodiploidija 25%

75%

TABLICA 1. Revidirani ISS sustav.

» Serumski albumin > 35 g/L i B2-M < 3.5
mg/L

* Normalan LDH

* Bezt(4;14), t(14;16) ili del(17p)

Ni stadij | ni lll

* B2-M>5.5 mg/L PLUS
] » povisen LDH ILI
« t(4;14), t(14;16) ili del(17p)

OPCI PRINCIPI LIJECENJA MIJELOMA

* Multipli mijelom je za sada u vecine bolesnika
neizljeciva bolest, niti jedna terapijska
kombinacija nije kurativna, terapija se stoga
provodi sekvencijalno.

 Vise je razlicitih 1 medunarodno prihvac¢enih
preporuka za najbolju terapiju i najbolji pristup
lije¢enju.

* Nacelno, potpuniji i dublji odgovor rezultira
duljim trajanjem remisije.

 Trajanje terapije nije to¢no definirano, ovisi
o uc¢inku, no pauze izmedu terapija smanjuju
toksicnost 1 pridonose kvaliteti Zivota bolesnika.

* Pojedine faze terapije se provode do
maksimalnog uc¢inka vode¢i racuna o toksi¢nosti
lijekova.

 Terapijski odgovor treba klasificirati prema
aktualnoj preporuci IMWG-a (International
Myeloma Working Group).

+ Transplantacija mati¢nih krvotvornih stanica
je standard u lijecenju bolesnika mladih
od 65 godina (odnosno do 70 godina kod

“fit”bolesnika), a koji su bez znacajnih
komorbiditeta.

» Konsolidacijska terapija moze produbiti odgovor
nakon transplantacije krvotvornih mati¢nih
stanica te povecati postotak kompletnih remisija.

» Terapija odrzavanja rezultira produzenjem Zzivota
bez znakova bolesti i pokazuje trend produzenja
ukupnog prezivljenja, no ostaje otvoreno pitanje
toksi¢nosti dugotrajne terapije i povecane
ucestalosti sekundarnih tumora (lenalidomid).

* Pri relapsu bolesti, ovisno o vremenu pojave
relapsa, vrijedi ponoviti prethodnu terapiju na
koju je postignut povoljan odgovor i1 na koju
bolest nije refraktorna.

» Poticati uklju¢ivanje bolesnika u klinicka
istrazivanja.

* U bolesnika s refraktornom bolesti nakon vise
linija terapije, potrebno je nastaviti s potpornom
terapijom te provoditi palijativno lije¢enje vodeci
maksimalno racuna o kvaliteti Zivota 1 manjoj
toksi¢nosti terapije.

» U svih bolesnika u svim fazama lijecenja
inzistirati na dobroj potpornoj terapiji
(terapija koStane bolesti, profilaksa venskog
tromboembolizma, profilaksa i lijeCenje
infekcija, lijeCenje anemije, mijelosupresije,
lijecenje boli).

CILJEVI PRI UVODNOJ TERAPIJI
MIJELOMA KOJI UTJECU NA IZBOR
TERAPIJE

» Cilj je sto duze prezivljenje do progresije
bolesti (engl. Progression Free Survival, PFS) i
sveukupno prezivljenje (engl. Overall Survival,
OS).

» Poboljsati opce stanje bolesnika i postici §to
bolju kvalitetu zivota.

* U mladih bolesnika ne kompromitirati
sakupljanje mati¢nih stanica za transplantaciju,
izbjegavati mijelotoksi¢ne lijekove (alkilirajuci
agensi kao melfalan i nitrozoureja, lenalidomid
ograniceno) jer se kod svih bolesnika
preporucuje prikupiti mati¢ne hematopoetske
stanice za dvije transplantacije.

* Nije jasno definiran najbolji terapijski pristup
kojim se postize navedeni cilj niti duljina trajanja
terapije.

» Transplantacija autolognih krvotvornih
mati¢nih stanica (ATKMS) je dio standardne
terapije, uloga tandem transplantacije te rane ili
kasne transplantacije nije do kraja definirana,
preporucuje se rana transplantacija.

Bilten KROHEMA — Vol. 9, br. 1



S. Basi¢-Kinda i suradnici

Hrvatske smjernice za lije¢enje multiplog mijeloma

» Druga transplantacija preporucuje se kao
konsolidacija u bolesnika koji nisu postigli
kompletnu remisiju.

OPCI PRISTUP UVODNOJ TERAPIJI

MIJELOMA

» Preporuca se primjena protokola s tri lijeka,
protokoli s dva lijeka su takoder prihvatljivi
posebno u bolesnika s komorbiditetom i u vrlo
starih.

* Primjena melfalana u uvodnoj terapiji je manje
pogodan izbor, dolazi u obzir samo u bolesnika

koji nisu kandidati za transplantaciju.

* Dugotrajnija primjena terapije u pravilu rezultira
boljim rezultatom lije¢enja nego kraca primjena,
razmotriti obzirom na stanje bolesnika i
toksi¢nost.

» U mladih bolesnika nakon uvodne terapije s tri
lijeka nastaviti lijeCenje autotransplantacijom.

» Kod dijela bolesnika nakon transplantacije
nastaviti terapijom konsolidacije ili odrzavanja.

» Otvoreno je pitanje trebaju li svi bolesnici
odrzavanje.

SLIKA 1. Algoritam pocetnog lijeCenja bolesnika s mijelomom.

[ Postavljena dijagnoza multiplog mijeloma J

Aktivni, simptomatski mijelom: Indicirana
zapoceti lijeenje

]
Asimptomatski MM: Terapija nije odmah |

indicirana, daljnje pracenje svakih 3-6 mjeseci li
uklju€ivanje u klinicko istraZivanje |

Nije kandidat za transplantaciju {obzirom na
dob, opce stanje, pridruzene bolesti)

Kandidat za transplantaciju (dob <65 (70)
godina, dobro opce stanje)

Uvodna terapija kombinacijom 2 ili 3 lijeka,
bisfosfonati, potporna terapija

-

Uvodna terapija (bez alkilirajucih agensa) 4
ciklusa s kombinacijom 3 lijeka, bisfosfonati,
potporna terapija )

= y -~

Pracenje bez terapije ili terapija odrzavanja

Maobilizacija i sakupljanje autolognih matiénih
stanica za 2 transplantacie

{jedna ili dvije autofauto ili auto/allo ovisno o uinku
\_ prve transplantacije, odnosno klinickoj procjeni)

Transplantacija

Pratenje bez terapije ili terapija odrzavanja

OPCE PREPORUKE ZA UVODNU

TERAPIJU ZA NOVODIJAGNOSTICIRANE

BOLESNIKE - KOJI SU PODOBNI ZA

ATKMS (£ 65-70 g)

 Standard indukcijske terapije bolesnika
s MM-om koji su podobni za ATKMS je
kombinacija tri lijeka (kategorija I).

* U uvodnoj terapiji, obzirom na moguc¢nosti,
preporucuje se kombinacija bortezomiba
s talidomidom ili ciklofosfamidom 1
deksametazonom.

» Nakon indukcijske terapije u toj populaciji

bolesnika je standard ATKMS (kategorija I).

UVODNA TERAPIJA ZA
NOVODIJAGNOSTICIRANE BOLESNIKE —
KOJI SU PODOBNI ZA ATKMS (< 65-70 g)
¢ PREPORUKA:
* Bortezomib-talidomid- deksametazon
(VTD) — kategorija 1
* Bortezomib-ciklofosfamid-deksametazon
(VCD, CyBorDex)
* Bortezomib-doksorubicin-deksametazon
(PAD) — kategorija 1

* + ATKMS x1 ako je postignuta
kompletna remisija nakon ATKMS-a

* + Tandem ATKMS ako prvom
transplantacijom nije postignuta
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kompletna remisija i kod bolesnika s
visokorizi¢nom citogenetikom.

* DRUGI IZBOR:

* Bortezomib-deksametazon (VD)
— kategorija 1 (u bolesnika loSijeg
opc¢eg stanja ili u vrlo starih, inace se
preporucuje kombinacija tri lijeka)

* Bortezomib-lenalidomid-deksametazon
(RVd) — kategorija 1

* Lenalidomid-deksametazon (Rd) —
kategorija 1

» Ciklofosfamid-talidomid-deksametazon
(CTD)

+ Talidomid-deksametazon — kategorija 2B

* Deksametazon — kategorija 2B.

Uc¢inak uvodne terapije procijeniti nakon 2-4
ciklusa, treba biti postignuta najmanje parcijalna
remisija (osim u iznimnim slu¢ajevima kada nije
moguce postici bolji odgovor, a bolesnik je u stanju
podnijeti ATKMS).

Uz terapiju lenalidomidom sakupiti stanice za
transplantaciju prije dugotrajne izloZenosti lenalido-
midu, nakon 3-4 ciklusa.

PLAZMASTANICNA LEUKEMIJA
* Kod bolesnika podobnih za transplantaciju:
* Bortezomib+/- IMID+kemoterapija
(VTD-PACE, HyperCVAD-VTD, PAD-
VCD) x 2-4
* ATKMS +/- alloRIC.

* Kod bolesnika koji nisu kandidati za
transplantaciju:
* Bortezomib+/- IMID (VMP,RVDVTD,
CVD) x 4-8
» Konsolidacija (VTD, RVd) x 2-4
* (QOdrzavanje (IMID, bortezomib).

MOBILIZACIJA 1 PRIKUPLJANJE

 Postupak prikupljanja perifernih mati¢nih
krvotvornih stanica nakon primjene visokih
doza ciklofosfamida, uz primjenu G-CSF-a (ili
pegiliranog G-CSF-a).

* Cilj prikupljanja je dovoljan broj mati¢nih
stanica za dvije transplantacije (optimalno dva
puta po > 3,5x10° CD 34+/kg tjelesne tezine,
minimalno dva puta po 2x10° CD34+/kg tjelesne
tezine).

Kondicioniranje se provodi melfalanom u uku-
pnoj dozi od 200 mg/m? (140mg/m? za starije od 65
godina te one s oStecenjem bubrezne funkcije) pri-
mijenjenoj kroz dva dana.

UVODNA TERAPIJA ZA BOLESNIKE
KOJI NISU PODOBNI ZA TRANSPLANTACI-
JU - OPCI PRINCIPI
» Standard uvodne terapije bolesnika s MM-om

koji nisu podobni za ATKMS je trojna terapija

temeljena na novim lijekovima (kategorija 1).

* QOdabir lijecenja treba biti individualiziran prema
osobinama bolesnika (dobi, komorbiditetima)

(kategorija 1).

UVODNA TERAPIJA ZA BOLESNIKE KOJI
NISU PODOBNI ZA TRANSPLANTACIJU

PREPORUKA:

* Bortezomib-melfalan-prednizon (VMP) —
kategorija 1

* Melfalan-talidomid-deksametazon (MPT) —
kategorija 1

* Bortezomib-ciklofosfamid-deksametazon (VCD,
CyBorD)

+ TRAJANJE LIJECENIJA 8-12 ciklusa
Procjena uc¢inka nakon 2-4 ciklusa.

DRUGI IZBOR:

» Bortezomib-deksametazon (VD) (u bolesnika
loSijeg opceg stanja ili u vrlo starih)

* Bortezomib-talidomid-deksametazon (VTD)
(oprez zbog toksicnosti)

» Ciklofosfamid-talidomid-deksametazon (CTD)

* Deksametazon — kategorija 2B

» Talidomid-deksametazon (TD) — kategorija 2B

* Melfalan-prednizon (MP)

* Vinkristin-doksorubicin-deksametazon (VAD) —
kategorija 2B.

TERAPIJA ODRZAVANIJA 1

KONSOLIDACIJE

» Terapija odrzavanja ispitivana je primjenom
talidomida, bortezomiba i lenalidomida.

» Terapija odrzavanja produzava prezivljenje do
progresije bolesti (PFS) 1 produbljuje remisiju.

* Postoji trend produzenja ukupnog prezivljenja
(OS) uz terapiju odrzavanja, posebice
lenalidomidom, ali to pitanje je jos otvoreno.

 lako jos nije opc¢e prihvacena kao standardni dio
lijecenja, konsolidacijska terapija moze produbiti
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odgovor nakon transplantacije krvotvornih
matiCnih stanica te povecati postotak kompletnih
remisija.

» Konsolidacijska terapija moze se provesti s
nekoliko (2-4) ciklusa lijeCenja primijenivisi isti
ili ponesto drugaciji protokol lijeCenja u odnosu
na indukcijsko lijecenje.

* Ako je nakon tandem ATKMS-a postignuta
VGPR ili postoji visokorizi¢na citogenetika .
preporuceno je primijeniti 2-4 ciklusa
konsolidacije +/- odrzavanje.

* Periferna neuropatija

* Mijelosupresija

* Sekundarne maligne bolesti

* Smanjena kvaliteta Zivota.
Nije jasno imaju li svi bolesnici koristi od
terapije odrzavanja (mnogi bolesnici nakon
uvodne terapije odrzavaju dugotrajnu remisiju
bez terapije).
Nije definirano trajanje terapije odrzavanja niti
najbolji izbor lijeka (ili lijekova).

* Dugotrajna terapija lijekom za odrzavanje PREPORUKA ZA TERAPIJU ODRZAVANJA
moze rezultirati toksi¢nosc¢u specificnom za * Lenalidomid — kategorija 1
primijenjeni lijek. * Bortezomib
» Talidomid

TABLICA 2. Preporuke za smanjenje doze lijekova prema dobi bolesnika.

40 mg/dan dane 1-4,

20 mg/dan dane 1, 8, 15, 22

15-18 svaka 4 tjedna ili 40 mg/dan dane 1, 8,15, svaka 4 tjedna Kod loSeg PS/

DA alE e dane 1, 8, 15, 22 svaka 22 svaka 4 tjedna komorbiditeti 10mg/dan 1., 8.,
4 tjedna 15., 22.dan svaka 4 tjedna
0.25 mg/kg dane 1-4 ) .
0.25 mg/kg dane 1-4  svakih 6 tiedana ili 0.18 018 M/kg dane 1-4 svakin
MELFALAN . . 6 tjedana ili 0.13 mg/kg dane
svakih 6 tjedana mg/kg dane 1-4 svaka 4 .
tiedna 1-4 svaka 4 tjedna

300 mg/dan dane 1, 8,
CIKLOFOSFAMID 15, 22 svaka 4

jEelie) tiedna

300 mg/dan dane 1, 8, 15 50 mg/dan dane 1-21 svaka
svaka 4 tjiedna ili 50 mg/ 4 tjedna ili 50 mg/dan svaki
dan dane 1-21 svaka 4 drugi dan dane 1-21 svaka 4

tiedna

TALIDOMID 200 mg/dan 100 mg/dan ili 200 mg/dan 50 mg/dan do 100 mg/dan

LENALIDOMID

25 mg/dan dane 1-21  15-25 mg/dan dane 1-21  10-25 mg/dan dane 1-21

svaka 4 tjedna svaka 4 tjedna svaka 4 tjedna

1.3 mg/m2 bolus dane
BORTEZOMIB 1,4,8, 11

svaka 3 tjedna 5 tjedana

OPCE PREPORUKE ZA LIJECENJE
BOLESNIKA U RELAPSU NAKON
PRETHODNE TERAPIJE
» Ako je remisija trajala viSe od 12 mjeseci
moze se primijeniti ista uvodna terapija kao u
prethodnoj fazi lijecenja.
* U slucaju da je remisija trajala manje od 12 mje-
seci, potrebno je promijeniti skupinu lijekova i to:
» Terapija temeljena na bortezomi-
bu (kod bolesnika koji nisu lijeceni
bortezomibom)
 Terapija temeljena na lenalidomidu (Rd, .
RCd, VRd, KRd, IxRd, ERd).
* Ako su vec¢ lijeceni tj. u slucaju rezistencije na
bortezomib i lenalidomid:

1.3 mg/m2 bolus dane 1,
4,8, 11 svaka 3 tjedna 1.0- 1.3 mg/m2 bolus dane 1,
Ili dane 1,

8, 15, 22 svakih 8, 15, 22 svakih 5 tjedana

» terapije temeljene pomalidomidu
(pom-dex)
* terapija temeljena na daratumumabu
» terapije temeljene na karfilzomibu (Kd,
KRd)
» terapije temeljene na iksazomibu (IxRd)
» terapije temeljene na elotuzumabu (ERd)
» terapije temeljene na daratumumabu
» terapije temeljene na bendamustinu.
Ovisno o dostupnosti lijekova 1 karakteristikama
pojedinog bolesnika.
U bolesnika koji se ne lijece transplantacijom
preporucuje se 8-12 ciklusa terapije ako je
ucinak povoljan (procjena uc¢inka nakon 2-4
ciklusa terapije).
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ATKMS — razmotriti autolognu transplantaciju
ako bolesnik nije lijecen transplantacijom u
prethodnoj fazi lijeCenja ili ako je provedena
samo jedna transplantacija a odgovor na
prethodnu transplantaciju je trajao vise od 12
mjeseci.

ALO-TKMS - razmotriti u mladih bolesnika,

u dobrom opcem stanju i bez znacajnijeg
komorbiditeta, ako su ve¢ lije¢eni TKMS,
preporucuje se tandem auto/alo TKS ili u sklopu
klinicke studije.
KONSOLIDACIJA/ODRZAVANJE — preporuke
iste kao 1 za prethodne faze lijeCenja, no
potrebno je razmotriti stanje bolesnika,

prisutne komplikacije ve¢ provedenog lijeCenja
(polineuropatija, mijelotoksicnost i sl.),
djelotvornost prethodno provedene terapije
(trajanje remisije) i rizik toksi¢nosti dugotrajne
terapije.

PREPORUKE ZA LIJECENJE BOLESNIKA
U RELAPSU NAKON PRETHODNE
TERAPIJE

Izbor protokola terapije u relapsu ovisi o prethod-

noj vrsti terapije i trajanju odgovora na prethodnu
terapiju, o prisutnim toksi¢nim nuspojavama pret-
hodne terapije te o tome je li bolesnik prethodno
lijeCen bez transplantacije, s jednom ili dvije tran-
splantacije kako je navedeno u op¢im principima te
prema dobi 1 opéem stanju (stupanj preporuke 1).

PREPORUKA

Bortezomib-deksametazon (VD) — kategorija 1
(u bolesnika losijeg opceg stanja ili u vrlo starih,
inace se preporucuje kombinacija tri lijeka)
Bortezomib-ciklofosfamid-deksametazon (VCD,
CyBorDex)
Bortezomib-talidomid-deksametazon (VTD)
Bortezomib-lenalidomid-deksametazon (VRD)
Lenalidomid-deksametazon (Rd) — kategorija 1
Karfilzomib-deksametazon +/- lenalidomid
(kategorijal)

Iksazomib-deksametazon +/- lenalidomid —
kategorija 1

Pomalidomid-deksametazon +/-bortezomib
Protokoli temeljeni na daratumumabu ili
elotuzumabu (kategorija 1).

DRUGI IZBOR

Bendamustin
Bendamustin-bortezomib-deksametazon
Bendamustin-lenalidomid-deksametazon

* Bortezomib-liposomalni doksorubicin —
kategorija 1

» Talidomid-deksametazon

» Talidomid-ciklofosfamid-deksametazon

* Ciklofosfamid-lenalidomid-deksametazon

* Deksametazon-ciklofosfamid-etopozid-cisplatin
(DCEP) (agresivni relaps)

* Deksametazon-talidomid-cisplatin-
doksorubicin-ciklofosfamid-etopozid (DT-
PACE)+/-bortezomib (VTD-PACE) (agresivni
relaps).

LIJECENJE STARIJIH BOLESNIKA U
RELAPSU - KOJI NISU KANDIDATI ZA
ATKMS
Za ove bolesnike vrijede iste preporuke Sto se
tice izbora terapije kao 1 za sve ostale bolesnike ali
posebno vodeci racuna o dobi, stanju bolesnika, pro-
vedbenom (engl. performance) statusu, komorbidi-
tetu 1 toksi¢nim nuspojavama prethodne terapije.
* QOdabir lijecenja treba biti strogo individualiziran
prema ovim osobinama bolesnika vode¢i racuna
o tome da se toksi¢nost lijeCenja smanji odnosno
ne povecava, te odrzi kvaliteta zivota (stupanj
preporuke I).
» U svih bolesnika u svim fazama lije¢enja
inzistirati na dobroj potpornoj terapiji
(terapija koStane bolesti, profilaksa venskog
tromboembolizma, profilaksa i lijeCenje
infekcija, lijeCenje anemije, mijelosupresije,
lijecenje boli 1 dr.).

BOLESNICI U RELAPSU NAKON DVIJE
I VISE LINIJA LIJECENJA I NAKON
TANDEM ATKS-a

Op¢i principi izbora terapije jednaki su kao i za
izbor terapije u prvom relapsu, a ovise prvenstveno o
dotadasnjem lijecenju, odgovoru na pojedine agen-
se, toksi¢nim nuspojavama, dobi 1 komorbiditetu.

* Ako nisu lije¢eni bortezomibom — protokoli
temeljeni na bortezomibu.

» Ako nisu lije¢eni lenalidomidom 1 nisu
kandidati za bortezomib — protokoli temeljeni na
lenalidomidu.

* Ako su lijeceni lenalidomidom i bortezomibom -

* Bendamustin

* Pomalidomid (kombinacija s
deksametazonom, ili karfilzomibom, ili
iksazomibom, daratumumabom)

* Daratumumab - monoterapija i
kombinacije

8
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» Tksazomib (kombinacije sa
deksametazonom, pomalidomidom,
lenalidomidom, daratumumabom)

» Karflizomib (kombinacije sa
deksametazonom, pomalidomidom,
lenalidomidom, daratumumabom)

* Elotuzumab — kombinacije

* Melfalan-prednizon (MP)

« VAD

* Ciklofosfamid niske doze
+/- deksametazon

* Deksametazon/prednizon.

SLIKA 2. Algoritam lijeCenja bolesnika s mijelomom u relapsu.

Agresivni relaps
DCEP, DT-PACE
VTD-PACE, PAD

C

RELAPS BOLESTI ]

(razmatriti prethodnu th — djelotvom ost, toksinost
transplantacija, dob, PS, komorbiditet
I

[ Lijecen novim lijekovima

Nije lijeéen novim lijekovima

| | ,

le

Ima polineuropatiju ]

e

o

1
Nema polineuropatiju
luka: Promijeniti ili dati istu

uvodnu terapiju J
I '

\_  Ciklofosfamid visoke doze

/

L
/P Protokoli temeljeni na: _\ )
Lenalidomiclu Ponoviti istu uvodnu terapiju
Bortezomibu u smanjenoj dozi Remisija duZe od 12 mjeseci
Karfilzomibu Kraca primjena terapije
Pomalidomidu Nema toksicnosti prve terapije
Iksazomibu
Daratumumabu
Bendamustinu

1
Promijeniti terapiju

- Protokoli temeljeni na:
Kratka remisija

Kratka re L Bortezomibu

Dugotrajna primjena terapije (il Lenalidomidu
odzg\ianje) Talidomidu
Toksignost / Bendamustinu

1

A

Ciklofosfamid visoke doze

Protokoli temeljeni na novim Dkl b

lijekovima s izuzetkom onog veé

primijenjenog
A
Druga ATKM S
Pracenje bez terapije ili terapija odrzavanja
Tandem auto/alloTKMS
Klinicko istrazivanje
Visestruki relapsi - palijativna terapija
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UVOD: Tijekom posljednjih nekoliko godina
rastu¢a potreba za individualiziranom dijagnosti-
kom pojedinih bolesti, molekularnim i genetickim
analizama postepeno umanjuje znacaj morfologi-
je u bolestima u kojima je njena dijagnoza znacila
zlatni standard. U kojoj mjeri se citoloska analiza
u dijagnostici akutnih leukemija uklapa u ove nove
trendove odlucili smo istraziti na primjeru tima za
akutne leukemije naSe ustanove. Nalazi dobiveni
citoloSkom analizom, imunofenotipizacijom, te ci-
togenetickim 1 molekularnim analizama usporeduju
se za svakog pojedinog bolesnika, ¢ime se donosi
zakljucak tima 1 odluka o pocetku lijeCenja.

CILJ: U ovom prikazu istrazili smo koliko se
citoloske analize temeljene na standardnom 1 citoke-
mijskim bojenju uklapaju u zakljucak tima za akut-
ne leukemije, temeljen na nalazima svih primijenje-
nih dijagnostickih metoda.

ISPITANICI I METODE: U istrazivanje su
ukljuceni bolesnici s novootkrivenom akutnom leu-
kemijom, bolesnici u relapsu 1 bolesnici kod kojih je
doslo do progresije ranije poznate hematoloske bole-
sti; o bolesnicima je raspravljano na timu za akutne
leukemije u periodu od sije¢nja 2015. do listopada
2016. godine. Svim bolesnicima radena je punkcija
kosStane srzi iglom za aspiracijsku punkciju kosStane
srzi 16G; uzroci su rasporedeni na predmetna staka-
laca (te epruvete za imunofenotipizaciju, geneticke
1 molekularne analize), bojeni standardnim (May-
Greunwald Giemsa, MGG) bojenjem 1 analizirani
sa Sest citokemijskih reakcija (reakcija mijeloperok-
sidaze, Sudan Black B, alfa-naftil-acetat esteraza i
inhibicija natrijevim fluoridom, klor-acetat esteraza,
periodic acid shiff); u slucaju indikacije uzorci su
analizirani 1 dodatnim citokemijskim reakcijama
(oil-red O, kisela fosfataza, kiseli toluidin). Uzorci
su potom pregledani svjetlosnim mikroskopom, a
citoloska dijagnoza postavljena unutar nekoliko sati.
U manjem broju bolesnika standardnim bojenjem 1
citokemijskim reakcijama nije bilo moguce odredi-
ti tip 1 podtip akutne leukemije te su primijenjene
1 imunocitokemijske reakcije (LCA, iMPO, CD68S,

CD3,CD20, glycophorin, glycoprotein); u tim sluca-
jevima dijagnoza je postavljena sljedec¢eg dana.

REZULTATI: U spomenutom vremenskom pe-
riodu odrzano je 14 sastanaka tima za akutne leuke-
mije i raspravljano o 109 bolesnika, s dijagnosticira-
nim 100 de novo akutnim leukemijama, tri relapsa,
pet progresija iz od prije poznatih hematoloskih bo-
lesti, te jednim limfomom s leukemijskom slikom
bolesti. U 95 bolesnika citoloska dijagnoza se u pot-
punosti uklopila u zaklju€ak tima, u tipu i podtipu
akutne leukemije prikazanim u Tablici 1.

Tablica 1. Slucajevi u kojima se citolosSka dijagnoza

tipa i podtipa akutne leukemije uklapa u zavr$ni
zakljuéak tima za akutne leukemije

citovlo_éka d_ijavgnoz_a/
tip i podtip akutne leukemije z:;r:::jtzsﬂ::;:n:'i;a
(n/n)
ALL 1719
NHL s leukemijskom slikom 11
AML iz MPN (3 transformacija) 5/8
AL s citogenetickom greSkom (8 APL) 10/13
AML sa znacima mijelodisplazije 20/22
AML minimalno diferencirana 2/3
AML bez sazrijevanja 4/4
AML sa sazrijevanjem 8/11
AML mijelomonocitna 16/17
AML monocitna/monoblasti¢na 6/6
AML eritro/mijeloidna 2/2
AL s citokemijskim karakteristikama 1/2
obiju loza
AML secundaria® 1/1

*od prije poznata maligna bolest

ALL-akutna limfoblasti¢na leukemija, NHL-non-Hodgkin lympho-
ma, AML-akutna mijeloi¢na leukemija, MPN-mijeloproliferativna
neoplazma, AL-akutna leukemija

Razlozi kada se citoloSka dijagnoza nije uklopila
u zakljucak tima najceSc¢e su se odnosili na slucaje-
ve u kojima smo, prema fenotipskim morfoloSkim
karakteristikama stanica, posumnjali da se radi o
akutnoj leukemiji s citogenetiCkom promjenom, ili u
onima gdje fenotipske karakteristike nisu bile izra-
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zene u dovoljnoj mjeri te nismo to dijagnosticirali.
U nekoliko slucajeva nejasan nalaz citokemijskih
reakcija sprijecio nas je da poblize dijagnosticiramo
podtip akutne leukemije, ili udio pojedinih stanica
nije zadovoljio kriterije dijagnoze pojedinog podti-

pa (Tablica 2). U 18 slucajeva akutnih mijeloi¢nih
leukemija dostupnim metodama nije dokazana niti
jedna citogeneticka ili molekularna promjena, te je
citoloska dijagnoza, uz nalaz imunofenotipizacije,
bila zaklju¢na dijagnoza tima.

Tablica 2. Slucajevi u kojima se citoloSka dijagnoza ne uklapa u zakljucak tima za akutne leukemije

citoloSka dijagnoza

zavrsni zakljucak tima

razlog «pogresne» citoloSke dijagnoze

AML s 1(6;9) AML sa sazrijevanjem nije dokazana 1(6;9)
AML s t(15;17) AML sa sazrijevanjem nije dokazana t(15;17)

AML tMPN ALL tMPN imunofenotipizacija, citokemijski ANAE+
AML sa sazrijevanjem AML 1(9;11) citogeneticki dokazana promjena
AML sa sazrijevanjem AML inv(16) 120% monocita u uzorku
AML sa sazrijevanjem AML 1(8;21) bez karakteristicnih morfoloSkih pokazatelja

AL citokemijskim karakteristikama obiju loza pro-B ALL agranularni blasti citokemijski ANAE+,PAS+

AML mijelomonocitna AML sa znacima mijelodisplazije | 160 blasta, 120 monocita, pokoji megakariocit
AML mijelomonocitna AML sa sazrijevanjem 120% monocita u KS i RPK, imunofenotip AML
AML mijelomonocitna AML tMPN dokazan bcr/abl

AML mijelomonocitna

AML sa znacima mijelodisplazije

160% blasta citokemijski ANAE+inh NaFl,
unilinijska displazija

AL AML minimalno dif. agranularni blasti citokemijski negativni
AL pre-B ALL agranularni blasti citokemijski negativni
ALL ALL tMPN agranularni blasti u KS i RPK

AML-akutna mijeloi¢na leukemija, MPN-mijeloproliferativna neoplazma,tMPN-transformacija mijeloproliferativne neoplazme,
AL-akutna leukemija, pro-B ALL-proB akutna limfoblasti¢na leukemija, KS-koStana srz, RPK-razmaz periferne krvi, pre-B ALL-
pre-B akutna limfoblasti¢na leukemija, ALL-akutna limfoblasti¢na leukemija

RASPRAVA: U eri molekularne dijagnostike te
prilagodenih pametnih lijekova svakom bolesniku,
citoloska dijagnoza temeljena na standardnom bo-
jenju doima se kao metoda proslog stolje¢a. U na-
Sem istrazivanju u 18/100 novootkrivenih akutnih
leukemija dostupnim metodama nije bila otkrivena
citogeneticka i molekularna promjena. U svih 18
slucajeva radilo se o akutnim mijeloicnim leuke-
mijama (prema podacima recentne literature u oko
30%-50% de novo akutnih mijeloi¢nih leukemija ne
otkriva se citogeneticka i molekularna promjena).
Nase istrazivanje doprinosi postavkama da citolos-
ka dijagnoza kao prva dijagnoza akutne leukemije
moze, uz imunofenotipizaciju proto¢nom citometri-
jom, omoguciti racionalnu upotrebu metoda kojima
se otkrivaju citogeneticke i molekularne promjene.
Ako nisu otkrivene citogeneticke i molekularne pro-
mjene, citoloSka dijagnoza je, uz imunofenotipizaci-
ju protocnom citometrijom, zavr$na dijagnoza akut-
ne leukemije.
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Na prethodnom jesenskom sastanku Hrvatske
kooperativne grupe za hematoloSke bolesti — KRO-
HEM, u sklopu izlaganja Radne skupine za potpor-
nu terapiju, prezentiran je projekt registra invazivne
kandidoze. Kao nastavak dobre suradnje na projektu
FIND-IA (engl. Fungal Infection Database — Inva-
sive Asprergillosis), na inicijativu KROHEM-ove
Radne skupine za potpornu terapiju, KROHEM je
postao pridruzeni clan projekta invazivne kandi-
doze — FIND-IC (engl. Fungal Infection Database
— Invasive Candidosis). Rije¢ je o inicijativi Ceske
leukemijske grupe CELL (engl. the CzEch Leuke-
mia study group for Life) koja predstavlja zajedni¢ko
nastojanje kolega hematologa iz Republike Ceske i
Slovacke da u jedinstvenoj bazi podataka objedine
slu¢ajeve invazivnih gljivi¢nih infekcija u bolesnika
sa zlo¢udnim hematoloskim bolestima.

Kako se hematoloske zlocudne bolesti ubrajaju u
skupinu rjedih zlocudnih bolesti, tako su i invaziv-
ne gljivicne infekcije koje su svojstvene prvenstveno
toj populaciji bolesnika, rijetki klinic¢ki entiteti. In-
vazivne gljivicne infekcije (IFI) znacajan su uzrok
pobola bolesnika s hematoloskim zloc¢udnim bole-
stima. lako je s dostupnoS¢u novih protugljivicnih
lijekova uspjeh profilakse i lije¢enja IFI bitno po-
spjeSen, IFI 1 dalje uzrokuju ili pridonose velikom
broju smrtnih ishoda kod oboljelih. Jedna od glav-
nih mjera uspjesnog lijecenja IFI je pravovremeno
otkrivanje 1 pocetak lijeCenja. Uzroc¢nici invazivnih
gljiviénih infekcija ¢ine vrlo dinamican sustav s ve-
likom sposobnos§¢u razvoja rezistencije na primjen;ji-
vane protugljivicne lijekove, kako u profilaksi tako
1 u ciljanom lijecenju. S obzirom na to, preduvjet za
uspjesno zbrinjavanje oboljelih od IFI je poznavanje
karakteristika mikrookolisa u kojem djelujemo, Sto
podrazumijeva 1 kontinuirano pracenje stanja rezi-
stencije, selekciju odredenih sojeva gljiva 1 slicno.

Najpouzdaniji epidemioloski model proucavanja
rijetkih oboljenja je sabiranje pojedinih slucajeva ri-
jetkih oboljenja u medunarodne registre te analiza
prikupljenih podataka iz kojih se kontinuirano do-
bivaju vrijedni podaci primjenjivi u svakodnevno
klinickom radu.

Primarni ciljevi FIND registra su prikupljanje
podataka o hematoloSkim bolesnicima oboljelim od
IF1, na temelju kojih se vrsi procjena ishoda lijece-
nja, kontinuirano pracenje epidemiologije, primi-
jenjene terapije 1 njene uspjesnosti u lijecCenju IFI.
Takoder se prate i1 sojevi uzro¢nika, te njihova osjet-
ljivost na protugljivicne lijekove. Radi osiguranja
kvalitete 1 pouzdanosti podataka, osnovni uvjet za
upis pojedinog slucaja IFI je zadovoljavanje kriteri-
ja vijerojatne ili dokazane IFI prema EORTC/MSG
kriterijima iz 2008. godine (1). Za projekt FIND-IA
koristenje kvantitativnog galactomannan testa u di-
jagnostici takoder je jedan od preduvjeta jer u ve-
likoj mjeri osigurava razlikovanje invazivne asper-
giloze od ostalih invazivnih gljiviénih infekcija. S
druge strane, isti uvjet ne vrijedi za projekt registra
invazivnih kandidoza. Stoga je pristup potonjem re-
gistru dostupan velikoj vecini centara koji sudjeluju
uradu KROHEM-a. Od jeseni prosle godine FIND-
IC registar, kao i FIND-IA ve¢ nekoliko godina, ima
1 hrvatsku inacicu korisnickog sucelja ¢ime je omo-
gucen pristup i KROHEM centrima.

Sve kolege zainteresirane za sudjelovanje u pro-
jektu pozivamo da nam se obrate na jednu od nave-
denih adresa e-poste, stojimo na raspolaganju za sve
upite.

U nastavku izdvajamo izbor iz analize podataka
registra invazivnih kandidoza ustupljenih ljubazno-
S¢u doc.dr.sc. Cubosa Drgonae, koordinatora pro-
jekta FIND-IA. Analizirani su podaci 486 upisanih
slu¢ajeva invazivne kandidoze (IC) u razdoblju od
2001. do 2013. godine, a 20% slu¢ajeva imali su ra-
zinu dokazane IC.

Slika 1. Sojevi kandide izolirani kod bolesnika s
invazivnom kandidozom

N %
C. albicans a4 34,7 %
C. krusei 26 22,0%
C. parapsilosis 17 14,4 %
C. tropicalis 14 11,9 %
C. glabrata 9 7.6 %
Ostalo 11 9,3 %
Sve 118 100,0 %
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Slika 2. Udio pojedinih kliniékih entiteta invazivne kandidoze

Th

14%

[] Kandidemija (N = 101)
[l Diseminirana kandidoza (N = 16)
[ ] Probojna (, Breakthrough®) IC (N = 1)

Slika 3. Cimbenici rizika prisutni kod oboljelih od invazivne kandidoze

Cimbenik rizika Il ves [ Ine

ATB terapija

CVK

Neutropenja

TPP

Mukozitis

Hematoloska neoplazma u
remisiji

Diabetes mellitus

Mehanicka ventilacija

Drugi €imbenici rizika *
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Kad smo 1. lipnja 2016.godine, prijavili prijedlog
projekta ,,Prognosticka vrijednost i dinamika cir-
kuliraju¢e mikroRNA u visokorizicnom mijelodis-
plasticnom sindromu lijeCenom 5-azacitidinom* na
natjeCaj Hrvatske zaklade za znanost, osjetili smo
olaksanje jer su svi ti radni dani 1 sati pisanja teksta
napokon bili iza nas. Znali smo da smo ulozili veliki
trud, ali isto tako bili smo svjesni da nema nika-
kvog jamstva da se bas na$§ projekt nade u krugu
izabranih.

Stoga nas je razveselila odluka Zaklade u velja-
¢i ove godine, da je i1 nas projekt medu 37 odabra-
nih projektnih prijedloga iz podrucja biomedicine 1
zdravstva.

U nastavku donosimo radni plan naSeg projekta,
kao dio izvornog teksta prijavljenog na natjecaj.

Racional studije

Za razliku od solidnih malignoma, polje istrazi-
vanje mikroRNA (miRNA) u mijelodisplasticnim
sindromima je tek u pocecima.

Dosadasnji literaturni podaci pokazuju:

1. Izrazaj miRNA je promijenjen u MDS-u,

2. MiRNA direktno sudjeluje u specificnim
patogenetskim dogadajima u MDS-u,

3. MiRNA moze imati prognosticku vaznost u
ishodima 1 prognozi MDS-a.

Literaturnim pregledom pronasli smo samo 6 ori-
ginalnih znanstvenih radova o ulozi miRNA u pro-
gnozi ovih bolesnika. Samo tri studije su evaluirale
cirkuliraju¢u formu miRNA u klinickom okruzju
MDS-a. Nadalje, samo jedna studija je koristila ovaj
biomarker u terapijskom okruzenju. U svim studi-
jama, populacija MDS-a je bila heterogena s obzi-
rom na vazece prognosticke indekse u stratifikaciji
MDS-a. Broj bolesnika uklju¢en u studije bio je ma-
len. Niti jedna studija nije imala dinami¢no mjerenje
miRNA, odnosno nije pokazana dinami¢na patoge-
neza ovog poremecaja preko izrazaja miRNA.

Cilj ove studije je s homogenizacijom bolesnika

s MDS-om (IPSS int-2 ili high) te uniformnim lije-
¢enjem (5-azacitidin) doprinijeti prognosti¢koj vaz-
nosti cirkuliraju¢ée miRNA u ovom okruzju koje se
tek pocinje istrazivati. S obzirom na multiple tocke
mjerenja cirkuliraju¢ée miRNA, pruzit ¢emo uvid u
dinamiku ovog poremecaja. U slucaju pozitivnih
rezultata, nastavit ¢emo istrazivanje miRNA kao
biomarkera 1 ¢imbenika u patogenetskom mehaniz-
mu u MDS-u. Bitno je istaknuti da je istrazivanje
transkriptoma zanemareno u ovom podrucju te bi
ovo mogla biti jedna od pionirskih studija u ovom
podrucju.

Ciljevi studije
Glavni cilj ove studije je istraziti ekspresiju 1 di-

namiku ekspresije cirkulirajuée miRNA te njezin

prognosticki znacaj u uniformnoj skupini bolesnika

s visokoriziénim MDS-om definiranim kao ,,INT-

2“1 ,,High* prema IPSS bodovnom sustavu lijeCe-

nih 5-azacitidinom.

U studiji ¢e biti odredivane sljede¢e miRNA: let-
7-a, miRNA-21, miRNA-144, i miRNA-125a.

Ove miRNA ¢e biti odredivane u multiplim vre-
menskim tockama studije: pri dijagnozi, nakon 4.
1 6. ciklusa lijeCenja 5-azacitidinom, pri relapsu te
leukemijskoj transformaciji kako bismo dobili uvid
u alteraciju ekspresije cirkuliraju¢ih miRNA zbog
uvida u tijek 1 lijeCenje MDS-a.

Specificni ciljevi su sljedeci:

1. Usporediti ekspresiju cirkuliraju¢ih miRNA
u bolesnika s visokorizicnim MDS-om pri
dijagnozi s ekspresijom cirukuliraju¢ih miRNA
u zdravih bolesnika,

2. Ispitati povezanost ekspresije cirkulirajuce
miRNA s klini¢kim 1 morfoloSkim
karakteristikama bolesnika s visokoriziénim
MDS-om pri dijagnozi,

3. Ispitati povezanost ekspresije cirkulirajuce
miRNA 1 njezine dinamike s ukupnim

18
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prezivljenjem definiranim kao vremenski period
od dijagnoze do smrti ili zadnje kontrole,

4. Ispitati povezanost ekspresije cirkulirajuce
miRNA i njezine dinamike s vremenom
bez progresije bolesti definiranim kao
vremenski period od dijagnoze do leukemijske
transformacije ili datuma zadnje kontrole,

5. Istraziti u¢inak lijeCenja 5-azacitidnom na
promjenu ekspresije cirkuliraju¢ée miRNA
tijekom lijecenja,

6. Istraziti povezanost ekspresije cirkulirajuce
miRNA i njezine dinamike s odgovorom na
lijeCenje 5-azacitidinom definiranim prema
Kriterijima medunarodne radne grupe za MDS
(Cheson i sur., 2006),

7. Istraziti povezanost ekspresije cirkuliraju¢ih
miRNA i njezine dinamike s hematoloSkim
odgovorom definiranim prema Kriterijima
medunarodne radne grupe za MDS (Cheson i
sur., 2006),

8. Usporediti ekspresiju cirkuliraju¢ée miRNA pri
dijagnozi i leukemijskoj transformaciji MDS-a.

Metode
Ispitanici
U studiju ¢e biti ukljuc¢eno 40 bolesnika s novoot-
krivenim MDS-om.
Ukljuéni kriteriji su:
1. MDS visokog rizika definiran prema IPSS
bodovnom sustavu (,,INT-2* ili ,,high*)
2. ECOG 011,
3. Moguc¢nost toleriranja terapije 5-azacitidinom,
4. Dob veca od 18 godina.

Iskljucni kriteriji su:

1. MDS niskog rizika definiran prema IPSS
bodovnom sustavu (,,INT-1° ili ,,Jlow*) (4),

2. MDS del5q

3. Prisutnost paroksizmalne no¢ne
hemoglobinurije,

4. Sekundarna akutna mijeloi¢na leukemija,

5. Prisutnost aplasticne anemije,

6. Mijelodisplasti¢n sindrom/mijeloproliferativni
sindrom (MDS/MPS)

7. ECOG 2,314,

8. Prisutnost druge maligne bolesti,

9. Povijest druge maligne bolesti unazad 5 godina,

10. MDS uzrokovan terapijom,

11. Infekcija hepatitisom C i/ili B,

12. Infekcija virusom humane imunodeficijencije,

13. Nemogucénost toleriranje terapije

5-azacitidinom,

14. Kandidati za alogeni¢nu transplantaciju
maticnih stanica.
U kontrolnu skupinu bit ¢e ukljuc¢eno 20 zdravih
dobrovoljaca definiranih za dob i spol.

Inicijalna obrada bolesnika s MDS-om

U bolesnika sa sumnjom na MDS bit ¢e u¢injena
dijagnosticka obrada putem dnevne bolnice ili odje-
la hematologije ustanova uklju¢enih u studiju.

Ona ¢e ukljucivati sljede¢e pretrage prema Hr-
vatskim smjernicama za dijagnozu i lijecenje bo-
lesnika s mijelodisplastiénim sindromom Hrvatske
kooperativne grupe za hematoloske bolesti.

Pocetna obrada ¢e ukljuc¢ivati kompletnu krvnu
sliku, broj retikulocita, biokemijske pretrage (AST,
ALT, GGT, LDH, GUK, bilirubin, kreatinin, Ze-
ljezo, UIBC, TIBC, feritin, beta-2-mikroglobulin,
elektroforeza serumskih bjelan¢evina), koncentraci-
ju eritropoetina, vitamina BI12 i folne kiseline, le-
ukogram, citolosku punkciju koStane srzi, biopsiju
kostane srzi, kariogram, protocnu citometriju, FISH
na tumor supresor p53, EKG, ultrazvuk abdomena,
RTG srca i pluca, serologiju na HCV, HBV, HIV,
CMV i parvo B19 virus.

U sluc¢aju sumnje na sindrom preklapanja ucinit
¢e se dodatna obrada na paroksizmalnu no¢nu he-
moglobinuriju i aplasti¢nu anemiju. Vazno je nagla-
siti da ¢e aspirat koStane srzi biti centralno i neo-
visno analiziran od strane dvaju citologa djelatnika
Zavoda za citologiju i citogenetiku u Klini¢koj bol-
nici Merkur prema klasifikaciji Svjetske zdravstve-
ne organizacije.

U slucaju potvrdne dijagnoze MDS-a, bolesnici
¢e biti stratificirani po IPSS bodovnom riziku. Do-
datna stratifikacija ¢e ukljucivati bodovni indeks
Svjetske zdravstvene organizacije (WPSS) 1 revi-
dirani IPSS bodovni indeks. S obzirom na to da je
MDS bolest starije zivotne dobi, provest ¢e se i stra-
tifikacija prema komorbiditetima preko ,,MDS Spe-
cific Comorbidity Index i ,,Charlson Comorbidity
Index* bodovnih sustava.

Bolesnici, koji zadovoljavaju ukljuc¢ne Kkriteri-
je nakon potpisanog informiranog pristanka bit ¢e
ukljuceni u studiju.

Struktura studije

Svim ispitanicima ¢e se nakon postavljanja dija-
gnoze visokorizicnog MDS-a uzorkovati periferna
krv za analizu cirkuliraju¢e miRNA. Nakon toga
slijedi pocetak lijeCenja s 5-azacitidinom u dozi od
75 mg/m? kroz 4 ciklusa (trajanje ciklusa je 28 dana).
Nakon 4. ciklusa ucinit ¢e se procjena aktivnosti
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osnovne bolesti koja ¢e ukljucivati citolosku punk-
ciju kosStane srzi te ¢e se odrediti odgovor s obzirom
na kriterije medunarodne radne grupe za MDS. U
slu¢aju progresije bolesti ili stabilne bolesti, lijece-
nje 5-azacitidinom se nece nastavljati te ¢e ti ispita-
nici u¢i u prac¢enje uz najbolje potporno lijecenje po
odluci nadleznog hematologa. U slucaju kompletnog
ili parcijalnog odgovora, lijeCenje 5-azacitidinom ¢e
se nastaviti. Ta procjena aktivnosti bolesti je i dru-
ga vremenska tocka uzorkovanja periferne krvi za
analizu miRNA. Sljede¢a vremenska tocka uzima-
nja uzorka za miRNA je procjena aktivnosti bolesti
nakon 6 ciklusa 5-azacitidina prema kriteriju me-
dunarodne radne grupe za MDS. U slucaju gubitka
odgovora (gubitak kompletne ili parcijalne remisije)
bolesnici se nece nastaviti lijeciti 5-azacitidinom te
ulaze u skupinu prac¢enja. Bolesnici, koji su zadrza-
li odgovor, nastavit ¢e se lijeciti 5-azacitidinom do
progresije bolesti (tocka uzimanja uzoraka za miR-
NA) ili neprihvatljive toksi¢nosti lijecenja.

Bolesnici u skupini prac¢enja ¢e se pratiti indivi-
dualno ovisno o potrebi za transfuzijom krvnih de-
rivata. U slu¢aju sumnje na razvoj sekundarne AML
ucinit ¢e se citoloska punkcija koStane srzi s uzima-
njem uzoraka za protocnu citometriju. Ako se potvr-
di leukemijska transformacija, tim ispitanicima bit
¢e uzorkovana krv za analizu miRNA.

Zaklju¢no, uzorkovanje periferne krvi za miR-
NA ¢e biti u sljede¢im vremenskim to¢kama:
Dijagnoza,

Nakon 4. ciklusa 5-azacitidina,

Nakon 6. ciklusa 5-azacitidina,

Nakon progresije bolesti u ispitanika
koji su zadrzali odgovor nakon 6 ciklusa
5-azacitidina,

5. Pri leukemijskoj transformaciji.

Cal ol

Svi bolesnici ¢e biti prac¢eni minimalno 2 godine.
Zdravim dobrovoljcima ¢e biti uzeta periferna krv
samo jednom.

Izdvajanje 1 purifikacija ekstracelularne mikroR-
NA (veli¢ine 18 - 100 nukleotida) iz plazme, bit ¢e

~N—

o
Wi

ucinjena komercijalnim kitom miRNeasy Serum/
Plasma Kit (50) (QIAGEN GmbH) prema protokolu
proizvodaca.

Za detekciju, kvantifikaciju 1 odredivanje profila
najznacajnijih miRNA u bolesnika s mijelodispla-
sticnim sindromom (MDS) bit ¢e koriSten miScript
PCR System (QIAGEN GmbH) koji se sastoji od:

— miScript II Reverse Transcription Kit (QIAGEN

GmbH),

— miScript SYBR Green PCR Kit (QIAGEN

GmbH) iCustom miScript miRNA PCR

Array (CMIPA9696-12; 8 genes x 12 samples)

dizajniran za odredivanje profila miRNA let-

7-a, miRNA-16, miRNA-21, miRNA-144,

miRNA-451, miRNA-651 i miRNA-655.

Za analizu podataka bit ¢e koriSten miScript
miRNA PCR Array Data Analysis Software kojem
se slobodno pristupa putem mrezne stranice http://
pcrdataanalysis.sabiosciences.com/mirna. Istovre-
meno se pristupa miScript miRNA PCR Array Data
Analysis Software-u i miScript miRNA PCR Array
Data Analysis Excell Template-u u koje se upisuju
dobiveni podaci o Ct vrijednostima. Oba se auto-
matski kvantificiraju koriste¢i DDCt metodu relativ-
ne kvantifikacije 1 interpretiraju rezultate kontrolnih
uzoraka, a rezultate prikazuju u nekoliko razlicitih
formata (tabli¢no, graficki, trodimenzionalno).

Studija ¢e se provoditi u sljede¢im ustanovama:
1. Zavod za hematologiju, Klini¢ka bolnica
Merkur, Zagreb, Hrvatska,
2. Zavod za hematologiju, Klinic¢ki bolnicki centar
»Sestre Milosrdnice®, Zagreb, Hrvatska.

Planirano trajanje studije je 4 godine. Tijekom
prve dvije godine u studiju ¢e biti ukljuceni ispitani-
ci s pretpostavkom da ¢emo ukljuciti 20 ispitanika
godisnje. Kraj studije je definiran kao 2 godine od
zadnjeg ciklusa 5-azacitidina posljednjeg ukljuce-
nog bolesnika.

rZZ

Hrvatska zaklada za znanost
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Imuna trombocitopenija (ITP) je uzrokovana
imunom destrukcijom trombocita i njihovih prekur-
sora u koStanoj srzi. S druge strane, kroni¢na mi-
jelomonocitna leukemija (CMML) je klonska bolest
mijeloidne maticne stanice koja u svojim kasnijim
fazama moze biti pracena trombocitopenijom zbog
poremecenog sazrijevanja odnosno potiskivanja me-
gakariocita. Povezanost tih dviju bolesti moze biti
1 slucajna, jer autoimune bolesti se Cesto javljaju u
starijoj dobi u kojoj se tipicno pojavljuje CMML.
Prije nekoliko godina studije na registrima bolesni-
ka s mijelodisplastickim sindromom (MDS), koji je
u ranijim klasifikacijama obuhva¢ao i CMML, ot-
krile su povecanu incidenciju autoimunih bolesti u
toj skupini bolesnika u rasponu od 8% do 23% (1,2).
Perniciozna anemija nosi 2.4x ve¢i rizik za razvoj
MDS-a, reumatoidni artritis 1.7x (1), a bilo koja au-
toimuna bolest u anamnezi 2.1x (2). U novije vrije-
me, do sli¢nih postotaka dosle su studije na manjim
skupinama bolesnika (112 odnosno 123 bolesnika),
ali samo s CMML-om: autoimune bolesti su bile
prisutne u 16% (3) odnosno 19.5% pacijenata (4).
Najcesce autoimune bolesti povezan s CMML-om
su polimialgija reumatika u 6.3% pacijenata, Hashi-
motov tireoiditis u 3.6% te imuna trombocitopenija
u 2.7% (3). U studyji americkih autora, ITP je bio
naj¢esca autoimuna bolest s pojavnosti od 5.7%, za-
tim giht s 4.9%, a onda psorijaza u 4.1% pacijenata
(4). Relativno velike razlike u incidenciji razlicitih
tipova autoimunih bolesti, ovise o njihovoj definici-
ji, npr. neke studije uzimaju reumatske sréane gres-
ke kao autoimunu bolest.

Ciljanu povezanost ITP-a i CMML-a retros-
pektivno je istrazivala francuska grupa autora (5).
U Francuskom registru za ITP koji broji 565 bole-
snika, identificirano je osam bolesnika s ITP-om i
CMML-om, a pridodano je jos 13 slucajeva opisa-
nih u literaturi. U toj skupini od 21 bolesnika, medi-
jan dobi bio je 65 godina, 62% su muskarci; najnizi

broj trombocita se kretao izmedu 3 i 105 x10°/L,
prosje¢no 30 x10°/L; prosje¢an broj monocita bio je
6.9 x10°/L. ITP je demaskirao CMML u 17 slucaje-
va, u 4 slucaja se CMML razvio kasnije, nakon 16
mjeseci pa Cak 1 devet godina. Svi bolesnici osim
jednoga su bili CMML tip-1, a 6 od 16 bolesnika je
imalo citogenetske promjene. Kod to¢no tre¢ine bo-
lesnika bolest se transformirala u akutnu mijeloicnu
leukemiju, nakon prosjec¢no 15 mjeseci.

Budu¢i da se CMML medu ostalim ocituje i
trombocitopenijom, postoji dijagnosticki izazov
kako razlikovati trombocitopeniju zbog CMML-a
prema I'TP-u kako pri dijagnozi tako i tijekom kasni-
jeg pracenja. Najvaznije je uciniti punkciju koStane
srzi s posebnim osvrtom na broj 1 morfologiju me-
gakariocita. Od koristi mogu biti 1 antitrombocitna
protutijela i eventualna prisutnost drugih autoimu-
nih bolesti. Ako je broj trombocita nizak odnosno
bolesnik krvari ili je potreban neki kirurski zahvat,
davanje transfuzije trombocita moze razjasniti radi
li se o pravom ITP-u. Ako postoji imuna komponen-
ta, transfuzije trombocita nece biti u¢inkovite.

Terapijski pristup ITP-u kontekstu CMML je jed-
nak kao i u ITP-u bez CMML-a. Prva linijja lijeCe-
nja su kortikosteroidi, dok je davanje intravenskih
imnoglobulina (IVIG) u ovom kontekstu ipak slabije
ucinkovito nego kod ,,0bi¢nog* ITP-a (5). U slucaju
neuspjeha daje se rituksimab, imunosupresivi, dap-
son, danazol, a neki bolesnici su uspjesno splenek-
tomirani. Mogu se dati i agonisti trombopoetinskih
receptora, iako zbog njihovog potencijalnog djelo-
vanja na mijelomonocitnu lozu, treba biti oprezan.
Terapijski pristup lijeCenju CMML-a uz ITP je isti
kao 1 bez ITP-a 1 ukljucuje hidroksiureju, azacitidin
(L< 13,0 prema kriterijima HZZO-a) i alotransplan-
taciju krvotvornih mati¢nih stanica za mlade od 65
godina.

Naposljetku, moze se zakljuciti da postoji veza
izmedu CMML-a 1 autoimunih bolesti, dok za ITP 1
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CMML to i nije sasvim sigurno, jer tumorski mono-
citi 1 megakariociti mogu biti dio istog klona (trom-
bocitopenija zbog inefektivne hematopoeze). Ako
postoji veza, moze se pretpostaviti da se CMML
razvio kao posljedica imune disregulacije u sklopu
ITP-a (proupalni citokini -> aktivacija NF-kappaB
signalnog puta — slobodni kisikovi radikali -> pro-
mocija mutageneze i genetske nestabilnosti u k.srzi
—> klonska proliferacija monocita) (3). S druge stra-
ne, ITP moze biti posljedica CMML-om trigerira-
nog imunog odgovora (pojaana apoptoza i smanjen
klirens apoptoti¢nih stanica, aktivacija citotoksi¢nih
T-stanica, poremeceno lucenje citokina) (5).

Do sada su u KB Dubrava evidentirana tri bole-
snika s istodobno prisutnim CMML-om i ITP-om.
Sva tri bolesnika bili su muskarci u dobi od 59 do
72 godine u vrijeme dijagnoze ITP-a. Radilo se o
blazoj do umjerenoj trombocitopeniji koja nije za-
htijevala lijecenje (vrijednosti trombocita su se kre-
tale od 40 do 100x10°/L), a dva bolesnika su imala
dokazana antitrombocitna protutijela. Nakon 2 do 4
godine dijagnosticiran je CMML. Jedan bolesnik je
lijeCen kratko hidroksiurejom zbog CMML tip-1, a
umro je zbog komplikacija prometne nesrece. Dru-
gi bolesnik se transformirao iz CMML-2 u akutnu
leukemiju i1 ubrzo potom umro od krvarenja — nije
reagirao na kortikosteroide, IVIG 1 eltrombopag, a
niti na transfuzije trombocita. Najmladi bolesnik, s
CMML tip-2, lijecen je azacitidinom nakon Cega je
planirana alogeni¢na transplantacija kosStane srzi.

Jesu li znacajke 1 prognoza CMML-a s ITP-om
drugacije nego kod CMML-a bez ITP-a za sada nije
poznato. No, to daje poticaj za znanstveni pristup
tom pitanju u okviru potencijalne Krohemove studi-
je. Potrebno je identificirati pacijente sa svim klini¢-
kim podacima (tijek, obiljezja, antitrombocitna pro-
tutijela, ostale autoimune bolesti/markeri...), a bilo
bi pozeljno pohraniti uzorke (kostana srz, periferija)
za potencijalne analize koje nisu rutinski dostupne
(analiza mutacija, sekvencioniranje, microRNA...).
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S poboljSanjem prezivljenja oboljelih od mali-
gnih hematoloskih bolesti napuStamo stare izazove
1 dobivene bitke 1 nailazimo na nove neosvojene te-
ritorije. NaSe lijeCenje viSe nije usmjereno samo na
uniStavanje maligne bolesti, nego i na oCuvanje cje-
lokupne kvalitete zivota, Sto ukljucuje ocuvanje fer-
tiliteta u nasih bolesnika, koji su nerijetko u genera-
tivnoj dobi 1 koji su donedavno bili u naponu snage,
sa svim zivotnim planovima i ambicijama. Stoga je
bitno da ovu temu sagledamo kao dio procesa lijeCe-
nja u kojem sudjelujemo s nasSim pacijentima i paci-
jenticama, kao dio medicine temeljene na dokazima,
sa svim svojim spoznajama i ograni¢enjima.

Zasto se trebamo baviti ocuvanjem fertiliteta u
hematoloSkih bolesnika?

LijeCenje hematoloskih malignih bolesti je sve
uspjesnije, te je prezivljenje zahvaljuju¢i novim tera-
pijskim moguénostima 1 napretku potporne terapije
sve bolje. Takoder, poznato je i da je dob radanja sve
veca (1), Sto nosi veci rizik od oboljenja od bilo koje
bolesti, pa tako i od maligne bolesti. Nadalje, kod
zena koje su lijeCene od maligne bolesti 40% je ma-
nje uspjesnih trudnoéa®. Provedena su i istrazivanja
koja govore u prilog tome da je 1 kod pacijenata sve
vedi interes za oCuvanjem fertiliteta, Sto se u cijelom
procesu pruzanja zdravstvene skrbi uvijek nastoji
uzeti u obzir. Takoder, dokazano je da osobe lijeCe-
ne od leukemije imaju, uz osobe lijecene od karcino-
ma dojke 1 karcinoma vrata maternice, najniZe stope
ostvarenih uspjesnih trudnoca (2).

Na koji nac¢in maligna bolest utjeCe na smanjenje
fertiliteta u nasih bolesnika?

Gubitak fertiliteta u oboljelih od malignih hema-
toloskih bolesti moze biti posljedica utjecaja same
bolesti, ili moZe nastupiti zbog gonadotoksi¢nog
uc¢inka kemoterapije ili radioterapije. Sama mali-
gna bolest moze infiltrirati reproduktivne organe,
te time smanjiti ili u potpunosti onemoguciti repro-
duktivnu funkciju bolesnika. Lokalna radioterapija
zdjelice ili hipotalamicne osi, te iradijacija cijelog
tijela takoder imaju negativan utjecaj. Kemoterapija

ima toksi¢an ucinak na germinativni epitel 1 proi-
zvodnju spermija u muskaraca, efekt koji moze biti
kratkotrajan ili dugotrajan, ovisno o protokolu lije-
¢enja. Kod Zena je situacija zamrsenija, radi se po-
tencijalnom iscrpljenju ovarijske rezerve i nastupu
prerane menopauze u zena kod kojih je provedeno
lijeCenje maligne bolesti. Smatra se da kemoterapija
uniStava folikule koji su ovisni o gonadotropinima,
tj. folikule koji parakrinim mehanizmima stvaraju
negativnu povratnu spregu, te time sprjecavaju ak-
tivaciju drugih primordijalnih folikula. Ova teorija
govori da unistenjem ovih folikula koji su odgovori
za negativnu povratnu spregu dolazi do pretjerane
aktivacije primordijalnih i primarnih folikula, koji
ulaze u atreziju, te se time smanjuje rezerva foliku-
la ovarija. Posljedicno tome, raste rizik od prerane
menopauze, ¢ak 1 slucaju povratka ciklicke funkcije
jajnika.

Stratifikacija rizika od gubitka fertiliteta

Prema ESMO-u (European Society for Medi-
cal Oncology) iz 2013. godine, koje su reevaluira-
ne 2015. godine na sastanku stru¢njaka koji se bave
ocCuvanjem fertiliteta u oboljelih od malignih bole-
sti, rizik se moze stratificirati u nekoliko kategorija,
ovisno o postotku Zena s trajnom amenorejom, od-
nosno udjelu muskaraca s trajnom azoospermijom.
Slicnu stratifikaciju predlazu 1 ASCO (American
Society of Clinical Oncology) iz 2006. godine (3,4).
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Tablica 1. Stratifikacija rizika od gubitka fertiliteta ovisno o nacinu lijeCenja - prilagodeno iz: ""Cancer and
fertility preservation: international recommendations from an expert meeting'. BMC Medicine (2016) 14:1

STUPANJ RIZIKA/% trajne amenoreje, TIP LIJEGENJA
tj. azoospermije 7ENE MU§KARC|
Visok rizik - >80% trajna amenoreja, |HSC transplantacija — ciklofosfamid/ >2.5 Gy
tj. dugotrajna azoospermija TBI ili ciklofosfamid/busulfan; zracenje | Klorambucil 1.4 g/m2
zdjelice Ciklofosfamid 19 g/m2
Prokarbazin 4 g/m2
Melfalan 140 mg/m2
Umijeren rizik — 40-60% Zena BEACOPP Busulfan 600 mg/kg
s trajnom amenorejom; visoka Ifosfamid 42 g/m2
vjerojatnost trajne azoospermije BCNU 300 mg/m2
Nizak rizik - <20% Zena s trajnom ABVD u Zena starijih od 32 godine Doksorubicin 770 mg/m2
amenorejom; priviemeno smanjenje | CHOP 4-6 ciklusa Tiotepa 440 mg/m2
broja spermija Antraciklini/citarabin Citozin arabinozid 1 g/m2
ALL terapija Vinblastin 50 g/m2
Vinkristin 8 g/m2
Minimalan rizik ABVD u Zena <32 g Bleomicin
MTX Dakarbazin
vinkristin Etopozid
MTX
Mitoksantron
Tiogvanin
Prednizon

Metode ocuvanja fertiliteta u Zena i musSkaraca

Za muskarce je standard krioprezervacija sper-
me, prije samog zapocinjanja lijeCenja maligne bo-
lesti, preporucuje se uzeti 1-3 uzorka sperme, S$to je
u vecini slucajeva izvedivo. Daljnje opcije kod mus-
karaca je krioprezervacija tkiva testisa, Sto je teze
izvedivo, te ograniceno moguénoscu infiltracije tki-
va testisa malignim stanicama, a i sam postupak nije
uvijek tehnicki izvediv, tim vise Sto moze odloziti
pocetak lijecenja.

Za 7Zene je situacija neSto zamrSenija, naime,
ESMO 1 ASCO u svojim preporukama navode kao
zlatni standard krioprezervaciju oocite ili embrija
kao metodu oCuvanja fertiliteta u Zena kojima pred-
stoji lijeCenje maligne bolesti. To podrazumijeva
protokol stimulacije ovarija, koji standardno traje 2
tjedna, no ¢ak 1 uz modificirane protokole koji traju
3-5 dana nije moguce odlagati kemoterapiju u hema-
toloskih bolesnika. Uzevsi u obzir i same rizike ova-
rijske stimulacije, kao §to je Zivotno ugrozavajuce
stanje sindroma hiperstimulacije ovarija, ta metoda
cesto nije metoda izbora za naSe bolesnice. Nadalje,
transpozicija ovarija u slucaju zracenja zdjelice ta-
koder nije u potpunosti sigurna metoda, a ukljucu-
je kirurski zahvat sa svim svojim komplikacijama,
te nosi opasnost infiltracije tkiva ovarija malignim
stanicama. Krioprezervaciju tkiva ovarija stru¢njaci
navode samo u kontekstu lijecenja predpubertalnih
djevojcica, stoga to nije metoda izbora za nase bole-

snice. Americ¢ke smjernice u Sirem kontekstu ocuva-
nja fertiliteta bolesnicama (a i bolesnicima) preporu-
Cuje takoder posvajanje 1 surogat majcinstvo.

Jedna od metoda o kojoj se sve viSe govori, 1 koja
je dokazana studijama na bolesnicama lijeCenim od
karcinoma dojke jest hormonska supresija ovarija.
Teorija je da se konkomitantnom primjenom ago-
nista gonadotropin-oslobadaju¢ih hormona supri-
mira hormonska stimulacija ovarija, ¢ime se sma-
njuje prokrvljenost tkiva ovarija, imitiraju¢i time
predpubertalno stanje. Na takav nacin ¢uva se ova-
rijska rezerva, jer vise primordijalnih folikula ostaje
netaknuto.

Trenutne preporuke i smjernice za oCuvanje
fertiliteta u maligno oboljelih

Na ve¢ ranije spomenutom sastanku strucnjaka
za ocuvanje fertiliteta maligno oboljelih odrzanom
u Italiji 2015. godine raspravljalo se o dosadasnjim
dokazima i spoznajama, $to je objavljeno 2016. go-
dine (5). Donesene su preporuke na temelju dosa-
dasnjih znanstvenih dokaza, te iskustava istaknutih
stru¢njaka u ovom polju. Za naglasiti je da vecina
preporuka nema razinu dokaza vecu od III, Sto je
indikator potrebe za dobro dizajniranim velikim
randomiziranim kontroliranim studijama 1 pazljivo
odredenim ishodima koji ¢e biti evaluirani. Opce-
nito se smatra da je hormonska stimulacija ovarija
za potrebe krioprezervacije oocite ili embrija sigur-
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na, 1 ne povisuyje rizik od karcinoma dojke, s iznim-
kom klomifena. Trudnoc¢a nakon lijeCenja maligne
bolesti smatra se sigurnom, no potrebno je odrediti
najbolji trenutak za planiranje trudnoce, imajuc¢i na
umu teratogenost kemoterapeutika. Vrijeme trudno-
¢e treba biti odredeno individualno ovisno o vrsti
bolesti i lijeCenja, te najmanjem riziku od relapsa.
Usprkos tome Sto imamo razradene sustave za stra-
tifikaciju rizika od gubitka fertiliteta sve bolesnike 1
bolesnice treba uputiti specijalistu za oCuvanje ferti-
liteta. Prilikom procjene rizika od gubitka fertiliteta
osim tipa lijeCenja i sama dob bolesnika/bolesnice
odreduje pristup metodama za potencijalno ocuva-
nje reproduktivne funkcije, uz komorbiditete i stanje
fertiliteta prije oboljenja.

Studije za sada pokazuju konfliktne rezultate Sto
se tice kongenitalnih malformacija u djece zacete
prirodnim putem, od o¢eva koji su nedavno bili lije-
¢eni od maligne bolesti. U ovim preporukama nema
vremenskog okvira nakon kojeg se moze tvrditi da
ne postoji rizik od kongenitalnih malformacija, te je
potreban oprez u savjetovanju ovih bolesnika. Ve¢
navedene metode krioprezervacije oocite ili embrija
smatraju se najucinkovitijom metodom, o ogranice-
nju ovih metoda je ve¢ bilo govora.

Upotreba hormonske ovarijske supresije prepo-
rucuje se za bolesnice oboljele od karcinoma dojke,
1 to je najvisa razina dokaza i snaga preporuke, IA.
Imajuci na umu snagu znanstvenih dokaza, dostu-
pnost 1 minimalno odlaganje pocetka kemoterapije
smatra se da je hormonsku supresiju ovarija potreb-
no ponuditi kao opciju maligno oboljelim Zenama,
iako neka drusStva ovu metodu joS$ uvijek smatraju
eksperimentalnom.

Proces oCuvanja fertiliteta u maligno oboljelih
treba zapoceti komunikacijom, koja prema ASCO
smjernicama nije samo od strane nadleznog lijecni-
ka, nego od svih zdravstvenih radnika uklju¢enih
u proces pruzanja zdravstvene skrbi. Naglasava se
psihosocijalna komponenta procesa ocuvanja fertili-
teta 1 reproduktivne funkcije, te individualni pristup
svakom bolesniku.

Usprkos tome $to za hormonsku ovarijsku supre-
siju raspolazemo s najviSom razinom dokaza i sna-
gom preporuke, naglasava se uloga krioprezervacije
oocite i embrija u ocuvanju fertiliteta onkoloskih bo-
lesnika. Donedavno se smatralo da su dokazi u pri-
log GnRH u najmanju ruku konfliktni, no nekoliko
recentnih studija potvrduje korist hormonske ova-
rijske supresije. 2 velike randomizirane kontrolirane
studije objavljene su 2015., POEMS-SWOG S0230,
te PROMISE-GIM6 (7,8). POEMS-SWOG obuhva-

tila je bolesnice s karcinomom dojke koje su imale
pozitivne hormonske receptore, dok je studija PRO-
MISE-GIM6 obuhvatila bolesnice s karcinomom
dojke koje su bile negativne na hormonske receptore.
U obje studije bolesnice koje su uzimale hormonsku
ovarijsku supresiju imale su 70-72% manje zatajenja
ovarija, uz znacajno povecanje uspjesnih trudnoca.
U studiji PROMISE-GIM6 bolesnice su pracene 7.3
godine, ¢ime se pokazalo da je doslo do povratka
menstrualnog ciklusa u 72.6% bolesnica koje su uzi-
male GnRH analoge, prema 64% u kontrolnoj sku-
pini. U POEMS-SWOG S0230 studiji od 18 bolesni-
ca koje nisu uzimale GnRH analoge 12 ih je imalo
uspjesnu trudnocu, dok je od 25 Zena koje su uzima-
le GnRH 22 imalo uspjesnu trudnoc¢u, od ¢ega je 18
bilo uspjesnih poroda (odds ratio 2.45, p<0.03). 13
metaanaliza je provedeno koje zakljuuju da posto-
j1 mogucnost koristi od upotrebe GnRH analoga za
smanjenje ucestalosti prerane menopauze povezane
s kemoterapijom. U svom editorijalu objavljenom u
casopisu Future Oncology Blumenfeld navodi 22
studije koje su pokazale korist od GnRH analoga,
u usporedbi s 8 studija koje nisu pokazale korist (6).

Sto je s hematoloskim bolesnicima?

Sve do sada navedene studije koje su krovne or-
ganizacije istaknule kao relevantne provedene su na
bolesnicama oboljelim od karcinoma dojke. Medu-
tim, istrazivanja provedena isklju¢ivo na hemato-
loskim bolesnicama imaju inkonkluzivne rezultate.
Istrazivanje objavljeno 2007. godine provedeno na
bolesnicama oboljelim od Hodgkinovog limfoma,
od 30 bolesnica koje su uz kemoterapiju primale
GnRH analoge 27 ih je nakon zavrsetka kemotera-
pije imalo povratak menstrualnog ciklusa, dok je od
26 bolesnica u kontrolnoj skupini 20 razvilo prera-
no iscrpljenje ovarija (9). Druga studija provedena
na 29 Zena oboljelih od Hodgkinovog limfoma za-
kljucila je da GnRH ne djeluju protektivno na ova-
rije, no mogu odgoditi preranu menopauzu poveza-
nu s kemoterapijom (10). S druge strane, German
Hodgkin Study Group zakljucuje, doduse na samo
10 bolesnica, da nema nikakve koristi od upotrebe
GnRH analoga (11). Nerandomizirana prospektiv-
na studija iz 2012. provedena na 83 bolesnice uka-
zala je da kod bolesnica oboljelih od limfoma koje
su podvrgnute autolognoj transplantaciji maticnih
stanica ima znacajne koristi od GnRH analoga, u
smislu smanjenja toksicnosti za ovarije, dok isto nije
zakljuceno za bolesnice oboljele od leukemije (12).
Provedeno je vise manjih studija na slicnom broju
bolesnica, ¢iji rezultati ukazuju na sli¢ne spoznaje
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(13-15). S druge strane, retrospektivna studija objav-
ljena 2016. godine analizirala je 123 bolesnika i bo-
lesnice lijeCene od Hodgkinovog limfoma ABVD i
BEACOPP protokolom, a autori zakljuc¢uju da vrsta
protokola nije definitivni prediktor gubitka fertilite-
ta (16). Ono Sto se posebno istice je da nakon lijeCe-
nja ABVD i BEACOPP protokolom zaista jest visok
postotak amenoreje, no isto tako je u onih bolesnica
koje su pokusale zacCeti prirodnim putem zabiljezen
visok postotak uspjesnih trudnoca (45.2 % ABVD i
34.6 % BEACOPP grupa). Bolesnice u ovoj studiji
nisu dobivale konkomitantno GnRH analoge. Ta-
koder valja istaknuti studiju objavljenu 2016. godi-
ne autora Demeestere et al. u kojoj je praceno 129
bolesnica tijekom 7 godina nije dokazala korist od
GnRH analoga (17).

Za sada znanstveni dokazi upucuju prema po-
tencijalnoj koristi od hormonske ovarijske supresije
kao metode oc¢uvanja ovarijske funkcije 1 fertiliteta,
a dostupnost i minimalno odlaganje pocetka kemo-
terapije ¢ine GnRH analoge posebno atraktivnima
za hematoloske bolesnike. Nuspojave su tijekom
primjene podnosljive, u vidu navala vruéine, vagi-
nalne suhoce, dok dugotrajna upotreba moze dove-
sti do osteopenije 1 osteoporoze. Jos jedan povoljan
ucinak je 1 smanjenje menoragije uzrokovane trom-
bocitopenijom. Medutim, stru¢njaci, a i smjernice
1 dalje predlazu upotrebu vise modaliteta oCuvanja
fertiliteta, uz same GnRH analoge. S obzirom na
to da je trudnoca zlatni standard za mjeru oCuvanja
fertiliteta, a dosadasSnja istrazivanja nemaju sasvim
usporedive rezultate potrebno je provesti ve¢e dugo-
rocne prospektivne studije. Kako sve veci broj znan-
stvenih dokaza govori u prilog GnRH agonistima, a
neke bolesnice ve¢ sada imaju na raspolaganju upo-
trebu GnRH agonista potrebno je razmisljati o naci-
onalnim smjernicama, da bismo u konac¢nici pruzili
najbolju mogucu skrb nasim bolesnicima. Usprkos,
doduse manjem broju, znanstvenih dokaza koji ne
govore u prilog GnRH agonistima, treba ih, izmedu
ostalog, ponuditi bolesnicama generativne dobi ko-
jima predstoji lijeCenje maligne bolesti.
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U posljednjih desetak godina, ulaskom kondi-
cioniranja reduciranog intenziteta u Siru medicin-
sku praksu, lijeCenje bolesnika alogeni¢nom trans-
plantacijom krvotvornih mati¢nih stanica postalo
je dostupno je vecem broju bolesnika, prije svega
starijim bolesnicima, kao 1 onima s komorbiditeti-
ma. No 1 dalje smo uvelike ograni¢eni dostupnoscu
darivatelja. Naime, racuna se da samo 25% bole-
snika ima HLA identi¢nog srodnog darivatelja, u
naSoj populaciji otprilike 70% ima dostupnog HLA
identi¢nog nesrodnog darivatelja. Dostupnost nes-
rodnih HLA-podudarnih darivatelja jo§ je manja
u populacijama velike etnicke raznolikosti, pa se
tako ve¢ desetljeCima pokuSavaju iznaci dobre
opcije u kojima bi se koristili takozvani «alterna-
tivni» darivatelji, haploidenti¢ni darivatelji odnos-
no mati¢ne stanice pupkovine. Transplantacija od
haploidenti¢nog darivatelja osobito je privlacna op-
cija; gotovo svi bolesnici imaju dostupnog haplo-
identi¢nog darivatelja. Ipak, s obzirom na ¢injenicu
da je HLA nepodudarnost na toj razini uz stan-
dardno kondicioniranje nosilo viSe problema u ob-
liku ucestalog odbacivanja odnosno neprihvatljivo
visoke incidencije bolest presatka protiv primatelja
(GVHD od engl. Graft-versus-host disease), rijetko
je haploidenti¢na transplantacija bila konacni izbor.
U nekoliko centara su pokusali dizajnirati kondi-
cioniranje u haploidenti¢noj transplantaciji tako
da su u pokus$aju da smanje postotak odbacivanja
primjenjivali vrlo intenzivno mijeloablativno kondi-
cioniranje, dok su incidenciju GVHD-a (ujedno i od-
bacivanje) pokusali prevenirati primjenom visokih
doza selekcioniranih CD34+ stanica. I uistinu, posti-
gli su zadovoljavajuci postotak prihvata transplanta-
ta uz prihvatljivu incidenciju GVHD-a ali uz cijenu
niskog prezivljenja bez znakova bolesti (1). Pravu
revoluciju na polju haploidenti¢ne transplantacije,
ne samo radi mogucnosti koristenja haploidenti¢nih
darivatelja ve¢ radi postavljanja nove paradigme i
nac¢ina razmisSljanja u prevenciji GVHD-a donosi
skupina iz Baltimorea koja 2002. godine publicira
prve klinicke podatke (2) a 2008. objavljuje rezultate
centra u Baltimoreu i1 centra u Seattleu (3). Pristup

je revolucionaran utoliko §to omogucava selektivnu
depleciju izrazito aloreaktivnih T stanica dok is-
tovremeno ocuva imunost protiv infekcija 1 maligne
bolesti. I u tu svrhu koristi infuziju ciklofosfamida
u visokoj dozi 3. 1 4. dan nakon transplantacije. Cik-
lofostamid se inace uvelike koristi u kondicioniranju
prije transplantacije, u svrhu supresije primateljevog
imunoloskog odgovora i prevencije odbacivanja. No
koliko je sigurna upotreba ciklofosfamida u visokim
dozama nakon transplantacije? Ustvari dosta sigur-
na. Hematopoetska maticna stanica izrazava visoku
razinu aldehid dehidrogenaze, enzima odgovornog
za stani¢nu rezistenciju na ciklofosfamid, dok su B
1 T limfociti, te NK stanica iznimno su osjetljive na
citotoksi¢ne ucinke ciklofosfamida upravo zato Sto
ne posjeduju istu visoku razinu aldehid dehidroge-
naze (4). Tako je npr. moguce da nakon primjene
ciklofosfamida u sli¢nim dozama u terapiji autoimu-
nih bolesti dolazi do kompletnog oporavka hemato-
poeze (5).

Takoder, otprije je poznata vrijednost ciklofos-
famida (Cy) u prevenciji odbacivanja transplantata
u animalnim modelima ako se primijeni NAKON
transplantacije. Tako je 1963.g Berenbaum pokazao
da Cy produzuje prezivljenje alogeni¢nih koznih
presadaka u miSeva, osobito ako se lijek primijeni
1-3 dana nakon transplantacije (6); Santos i Owens
su pokazali da Cy suprimira incidenciju 1 tezinu
GVHD-a u Stakora nakon infuzije stanica slezene
(DLI), osobito ako se primijeni 2 dana nakon DLI
(7), dok su Mayumi i sur. uspjeli inducirati toleran-
ciju za non-MHC odnosno “minor* MHC antigene
tako da primjene infuziju stanica slezene (infuziju
darivateljevih limfocita, DLI), potom Cy nakon 2-3
dana — zivotinje su postale tolerantne na alogeni¢ne
stanice (imale su trajan darivateljev kimerizam), ali
su bile sposobne odbaciti kozne presatke od trec¢ih
darivatelja (8). Cini se da je “tajna” u vremenski
pravilnoj primjeni u odnosu na transplantaciju, $to
je razradeno u animalnim modelima, kako u pitanju
doze tako i u pitanju vremena aplikacije: naime vrlo
je bitno primijeniti dovoljno visoku dozu ciklofos-
famida 1 u relativno uskom vremenskom prozoru.
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Nakon infuzije transplantata izrazito aloreaktivne
T stanice prepoznaju strane HLA molekule na
dendritickim stanicama primatelja, bivaju aktivi-
rane u Thl smjeru i zapocinju proliferaciju koja je
najsnaznija tre¢eg dana nakon transplantacije. Ako
se tada primijeni ciklofosfamid on zapravo uzroku-
je klonalnu deleciju visoko aloreaktivnih klonova,
dok su ne-aloreaktivni T limfociti poStedeni. Tako
ciklofosfamid sprjecava ne samo odbacivanje ve¢ i
GVHD.

Prvi objavljeni rezultati bili su ohrabrujuci: uz
odbacivanje u 13% bolesnika zabiljezena je kumu-
lativna incidencija GVHD gradusa II-1V 1 III-I'V na-
kon 200 dana od 43% 1 6%, dok je kumulativna inci-
dencija mortaliteta nevezanog uz relaps iznosila 15%
a relapsa nakon 1 godine 51%. Ukupno preZivljenje
1 prezivljenje bez dogadaja iznosili su 36% 1 26%
nakon 2 godine. Takoder je pokazan trend nize ku-
mulativne incidencije cGVHD-a u bolesnika koji su
dobili 2 doze ciklofosfamida, Sto je nadeno i u kas-
nijim studijama (3). Kasnije studije pokazale su da,
za razliku od nesrodne transplantacije kada razlike u
HLA stupnju kompatibilnosti donose izraziti porast
incidencije GVHD, to u ovoj vrsti transplantacije nije
slu¢aj: ve¢a HLA inkompatibilnost nije znacila i vecu
incidenciju GVHD-a (9). Do danas su brojni centri
objavili svoja iskustva u primjeni haploidenti¢ne
transplantacije. lako nisu dostupni rezultati uspored-
nih randomiziranih studija, retrospektivne analize,
kao ona Raiola i suradnika, govore u prilog tvrdnji
da je haploidenti¢na transplantacija jednako vrijedna

u pogledu incidencije GVHD-a, mortaliteta poveza-
nog s transplantacijom, incidencije relapsa osnovne
bolesti i ukupnog prezivljenja (10).

U KBC-u Zagreb smo u periodu od 2012. do kraja
2016. ucinili ukupno 17 haploidenti¢nih transplant-
acija u 16 bolesnika, od cega 12 u posljednje dvije
godine. Analizirali smo podatke 16 transplantacija
kod kojih je u trenutku analize proteklo vise od 100
dana od transplantacije.

Medijan dobi iznosio je 40 godina (raspon 22-63
godine), devet bolesnika su bile zene, 7 muskarci.
Predominantno su bolesnici transplantirani radi
akutne mijeloi¢ne leukemije (n=10), 2 transplant-
acije (u jednog bolesnika) ucinjene su radi kroni¢ne
mijeloi¢ne leukemije, 3 radi Hodgkinove bolesti 1
jedna radi akutne mijeloi¢ne leukemije. Darivatelji
su u 6 transplantacija bili brat odnosno sestra, u 5
transplantacija dijete, u 4 transplantacije majka te
u jednoj transplantaciji otac. U 12 transplantacija
bolesnici su kondicionirani tzv «Baltimore» nemije-
loablativnim protokolom (Slika 1.), dok smo u 4
slucaja primijenili mijeloablativno kondicioniranje
koriste¢i standardni BuCy protokol. Sljedeci origi-
nalnu ideju transplantacije predominantno smo ko-
ristili koStanu srz kao izvor transplantata (n=13), pri
¢emu smo pokuSavali transplantirati najmanje 4 x
10® stanica s jezgrom/kg tjelesne tezine primatelja,
Sto nam je uglavnom i polazilo za rukom: medijan
stanica s jezgrom transplantata iznosio je 5.13 (1.84
—8.21) x10%/kgTT.

Slika 1. Nemijeloablativno kondicioniranje prema «Baltimore» protokolu.

Bone Marrow

Infusion
Cy 14.5 mg/kg/day TBI E 5 ng/kgld
200 cGy MMF 15 mg/kg po tid
BMT ; } - - - - - - - - - - Tacr‘nllmuﬁs - -
Day6 5 4 -3 -2 0 rﬁ 10 20 30 40 50 60 180
Fludarabine 30 mg!mza’day Cy 50 mg/kg/day
day 3 (n=28)

day 3,4 (n=40)

U dva slucaja (12.5%) zabiljezili smo odbacivan-
je transplantata, jedan bolesnik je transplantiran
ponovno, od istog darivatelja ali nakon intenzivni-
jeg kondicioniranja te koriste¢i periferne mati¢ne
stanice, dok je druga bolesnica imala pozitivna
donor-specificna protutijela i nije se pokusalo uciniti
drugu transplantaciju s obzirom na to da nije ima-

la alternativnog darivatelja. Jedan bolesnik je kod
oporavka imao relaps osnovne bolesti. U ostalih 13
oporavak hematopoeze nakon transplantacije bio
je zadovoljavajuci: oporavak neutrofila uslijedio je
nakon 21.5 dana (raspon 13 — 30), dok je oporavak
trombocita neovisan o transfuzijama uslijedio nakon
medijana od 28 dana (raspon 12 — 45). Incidencija
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akutnog GVHD bila je relativno niska, 3 od 13 bole-
snika (23%) imali su aGVHD. Napomenuti svakako
moramo da su dva bolesnika razvila aGVHD nakon
Sto su dobili DLI, jedan radi relapsa, drugi radi gu-
bitka kimerizma. Kronicni GVHD zabiljezen je u
dva bolesnika (15%). Medijan ukupnog prezivljenja
nase skupine bolesnika iznosio je 1.1 godinu (Slika
2), uz statisticki znacajno dulje prezivljenje u sku-
pini bolesnika koji su transplantirani u kompletnoj
remisiji u usporedbi s onima koji su imali rezidualnu
bolest u trenutku transplantacije (Slika 3, p=0.001).

Slika 2. Ukupno preZivijenje.
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100=
80+
60+
40
B

20+

c L L) L) 1

0 1 2 3 4

godine nakon transplantacije

Slika 3. Ukupno preZivljenje u odnosu na stanje
bolesti prije transplantacije.
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[ako je naSa skupina transplantiranih bolesni-
ka malena, iskustvo koje sada imamo u ovoj vrsti
transplantacije vrlo je dragocjeno. Sasvim suvereno
sada mozemo ustvrditi da je haploidenti¢na trans-
plantacija uz primjenu poslijetransplantacijskog
ciklofosfamida provediva, tehnoloski nezahtjevna
transplantacija, koja nam omogucava da vec¢em bro-
ju bolesnika ponudimo transplantaciju kao jednu od
opcija kada razmatramo terapijski plan; koja donosi
skra¢eno vrijeme potrage za darivateljem, i koja u
konacnici bolesnicima nudi jednaku moguénost
uspjesne transplantacije uz usporedive rizike u odno-
su na transplantaciju od HLA srodnog podudarnog
ili nesrodnog darivatelja.
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UvOoD

Subregija HLA-DP nalazi se na kra¢em kraku
kromosoma 6, na dijelu 6p21.31 centromeri¢no u od-
nosu na subregije HLA-DQ i -DR. Prvi je put opisana
1980. godine kao zasebna skupina gena HLA razre-
da II koja izaziva odgovor limfocita T (1). Molekule
HLA-DP gradom su nalik svim ostalim molekula-
ma HLA razreda II. Gradene su od a lanca koji je
kodiran nisko polimorfnim genom HLA-DPA1 (do
danas je poznato 44 razlicitih alela koji kodiraju 22
proteina) 1 B lanca koji kodira visoko polimortni gen
HLA-DPBI (do danas poznato 740 razlic¢itih alela, a
broj proteina nesto je manji 1 iznosi 615) (2). Ucesta-
lost rekombinacije izmedu lokusa HLA-DP 1 ostalih
lokusa HLA razreda Il vec¢a je nego medu drugim
lokusima HLLA, §to za rezultat ima slabu neravnote-
zu udruzivanja (engl. linkage disequilibrium, LD) iz-
medu alela HLA-DP i ostalih alela HLA razreda II.

Slika 1. Uéestalost HLA-DPBI1*04:01 u svijetu

U Europi 1 Sjevernoj Americi najces¢i alel lo-
kusa HLA-DPBI1 je DPBI1*04:01 (Slika 1). Njegova
ucestalost u Sjevernoj Americi smanjuje se prema
jugu, a ujedno se povecava ucestalost alela HLA-
DPB1*04:02 pa u Sredi$njoj 1 Juznoj Americi pre-
vladava upravo taj alel (Slika 2) (3). Prema istrazi-
vanju koje je proveo Sidney sa suradnicima ukupno
pet alela HLA-DPBI prisutno je s uCestalos¢u ve-
¢om od 15% u sedam populacija (Australija, Euro-
pa, Sjeverna Amerika, Oceanija, Juzna Amerika,
Jugoistocna Azija 1 subsaharska Afrika). To su aleli:
DPBI1*01:01, DPB1*02:01, DPB1*04:01, DPB1*04:02
1 DPB1*05:01, istovremeno tih 5 alela ¢ini ukupno
80% alela DPBI prisutnih u navedenim populaci-
jama (4). Istrazivanje raspodjele alela HLA-DPBI
u naSoj populaciji pokazalo je da je najces¢i alel
DPB1*04:01 §to je u skladu s raspodjelom tog alela
DPBI1 u Europi 1 Sjevernoj Americi (medu popula-

0.7142900
- 0.3506600
0.2946150
0.2542020
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0.1873960
0.1551200
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0.0801785
0.0241312
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(Preuzeto iz reference 3.)
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Slika 2. Uéestalost HLA-DPBI1*04:02 u svijetu

-0.9134600
0.4689510
0.3930680
0.3383510
0.2915970
0.2478970
0.2041970
0.1574440
0.1027270
0.0268443
0.0000000

(Preuzeto iz reference 3.)

cijama europskog porijekla) (3). Naime, za razliku
od raspodjele alela na drugim klasicnim lokusima
HLA , na lokusu HLA-DPBI uvijek je jedan alel za-
stupljen s ucestalosc¢u od priblizno 40%.

U usporedbi s genima subregije HLA-DQ i -DR,
o genu HLA-DPBI ne postoji tako velik broj istra-
zivanja i dugi niz godina je zanemarivan jer se nije
znala njegova uloga/vaznost u imunoloskoj reakciji,
stoga nije ni bio sastavni dio algoritma pri odabiru
nesrodnog podudarnog davatelja u transplantaciji
krvotvornih mati¢nih stanica (TKMS). Treba ista-
knuti da njegova bioloska funkcija i dalje ostaje sla-
bo razjasnjena i predmet je istrazivanja (6). Jedan
od razloga dugogodiSnje je uvjerenje da molekule
HLA-DP ne igraju tako vaznu ulogu u imunolos-
koj reakceiji u odnosu na molekule HLA-DR 1 -DQ.
Osim toga, prisutnost molekula HLA-DP na sta-
ni¢nim membranama znatno je manja od molekula
HLA-DR 1 -DQ. Molekule HLA-DP prisutne su na
svim stanicama na kojima su i ostale molekule HLA
razreda II, ali ih je zbog male ekspresije puno teze
posebno izolirati. Takoder, istraZivanja provedena
u proteklom razdoblju pokazala su da nisu sve ne-
podudarnosti u alelima HLA-DPBI jednako imuno-
genicne (6). U istrazivanju iz 2004. godine Zino i
suradnici utvrdili su da razlike u polimorfizmima
aminokiselina na specificnim mjestima u molekuli
HLA, pogotovo onima koje su uklju¢ene u prepo-
znavanje limfocita T, mogu tvoriti Stetnije nepodu-
darnosti koje su temeljene na odgovoru limfocita T
na aloantigene (6). Prema tome, limfociti T jace, od-
nosno slabije, prepoznaju odredene alele HLA-DPBI1

1 temeljem toga su svrstani u skupine nedopustenih,
odnosno dopustenih nepodudarnosti izmedu bole-
snika i nesrodnog davatelja u programu TKMS. Au-
tori su na temelju krizne aloreaktivnosti limfocita T
alele lokusa HLA-DPBI svrstali u tri skupine; aleli
DPB1*09:01, DPB1*10:01 i DPB1*17:01 tvore skupi-
nu izrazito imunogeni¢nih alela, aleli DPB1*03:01,
DPBI1*14:01 i DPB1*45:01 pripadaju skupini srednje
imunogeni¢nih, a svi preostali aleli DPBI su u sku-
pini slabo imunogeni¢nih. S obzirom na podjelu ale-
la HLA-DPBI u tri skupine algoritam nepodudarno-
sti je nazvan algoritam TCE3 (engl. T-cell epitope
algorithm). Kasnije je objavljen proSireni algoritam
TCE4 koji ukljucuje gen HLA-DPB1*02 kao poseb-
nu grupu u kojoj je imunogeni¢nost slabija od one
u grupi dva, ali jaca od one u grupi 3 (7). Ovisno
o kombinaciji alela HLA-DPBI koju imaju bolesnik
1 njegov nesrodni davatelj, nepodudarnosti HLA-
DPBI se onda dijele u dopustene i nedopustene. Do-
sadasnja istrazivanja su pokazala da su nedopustene
nepodudarnosti povezane s ucestalijom pojavom
GvHD-a (engl. graft versus host disease) i manjim
prezivljavanjem bolesnika nakon TKMS-a (8).
Stoga je i cilj ovog rada bio istraziti utjecaj po-
dudarnosti, odnosno nepodudarnosti HLA-DPBI
izmedu bolesnika i njihovih nesrodnih davatelja na
ishod TKMS-a, ¢ime bi se moglo pomo¢i u objas-
njenju vaznosti gena HLA-DPBI u transplantaciji.

MATERIJALI I METODE
Istrazivanje je provedeno na uzorku od 100 pa-
rova bolesnika i njihovih nesrodnih davatelja. Bole-
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snici su bili iz razli¢itih regija Republike Hrvatske
1 svi su lije¢eni TKMS u Zavodu za hematologiju,
Klinike za unutarnje bolesti, KBC-a Zagreb. Nji-
hovi davatelji bili su nesrodni, dobrovoljni davate-
lji iz Hrvatskog registra dobrovoljnih darivatelja
krvotvornih mati¢nih stanica (engl. Croatian Bone
Marrow Donor Registry, CBMDR) ili iz svjetskog
registra dobrovoljnih davatelja krvotvornih matic-
nih stanica (engl. Bone Marrow Donor Worldwide,
BMDW). Osnovne osobine bolesnika i1 njihovih ne-
srodnih davatelja prikazane su u Tablici 1. Svim su
ispitanicima prethodno odredeni aleli HLA-A, -B,
-C, -DRBI i -DQBI te kasnije i aleli HLA-DPBI.

Za odredivanje gena HLA-DPBI niskom rezo-
lucijom koristena je metoda PCR-SSP (engl. Poly-
merase Chain Reaction — Sequence Specific Pri-
mers), proizvodaca Olerup (Olerup SSP® typing
kits, Vienna, Austria) (9). Metoda se temelji na
vezanju specificnih pocetnica za odredenu sekven-
cu DNA, tj. umnazanju odredene sekvence — gena
HLA-DPBI.

Aleli gena HLA-DPBI (visoka rezolucija) odre-
deni su metodom PCR-SSO (engl. Sequence Speci-
fic Oligonucleotides) koriStenjem setova Immucor
Lifecodes HLA-SSO (Immucor Transplant Diag-
nostics, Inc, Stamford, USA) i Luminex aparata
(The Luminex® 200™ System). Metoda se temelji
na hibridizaciji umnozenih produkata na specificne
oligonukleotidne probe koje su vezane na povrsini
mikrosfera (10).

Ucestalost alela HLA-DPBI1 dobivena je izrav-
nim brojenjem, u sluc¢aju da je odreden samo jedan
alel, osoba se smatra homozigotom za taj alel.

Procjena prezivljavanja bolesnika nakon tran-
splantacije provedena je uporabom Kaplan-Meierove
analize. Za procjenu relapsa bolesti, smrtnosti neve-
zane uz relaps i1 pojavu reakcije transplantata protiv
primatelja koriStena je kumulativna ucestalost. Sve
statisticke analize provedene su pomocu programa
XLSTAT-Biomed solution software, version 2016.2,
a razina statisticke znacajnosti bila je P<0,05.

REZULTATI

U skupini bolesnika pronadena su samo 22 od
740 (3,0%) do danas poznatih alela HLA-DPBI (2).
Najcesc¢i alel DPB1 medu bolesnicima bio je alel
HLA-DPB1#04:01 s ucestalos¢u od 41,5%, slije-
dili su ga aleli DPB1*04:02 (16,5%), 1 DPB1*02:01
(12,5%). Preostalih 19 alela HLA-DBPI imalo je
ucestalost manju od 5%.

Od 100 parova bolesnik/nesrodni davatelja, samo
ih je 5 bilo potpuno podudarno za svih 12 alela HLA,
a 4 su para bila podudarna za alele HLA-DPBI, ali
imali su nepodudarnost na nekom od preostalih 5
testiranih lokusa HLA. Time je stopa podudarno-
sti za alele HLA iznosila 9%. Preostali 91 par imao
je jednu nepodudarnost na lokusu HLA-DPBI uz 0
(10/10, N=61), 1 (HLA 9/10, N=26) ili 2 (8/10, N=4)
nepodudarnosti na ostalim lokusima HLA. Prema
algoritmu TCE3 dopustene nepodudarnosti imala
su 52/91 (57,1%) para bolesnik/nesrodni davatelj, a
nedopustene nepodudarnosti 39/91 (42,9%) parova.
Kada se pri podjeli uzme u obzir algoritam TCE4,
30/91 (33,0%) parova bolesnik/nesrodni davatelj
imali su dopustene nepodudarnosti, a 61/91 (67,0%)
par nedopustene nepodudarnosti.

Slika 3. Povezanost podudarnosti HLA-DPBI, dozvoljenih i nedozvoljenih nepodudarnosti HLA-DPBI s

relapsom bolesti prema:

A) algoritam T-stani¢nih epitopa podijeljenih u tri grupe (TCE3)
B) algoritam T-stani¢nih epitopa podijeljenih u Cetiri grupe (TCE4) izmedu bolesnika i njihovih nesrodnih davatelja
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Od ishoda nakon TKMS-a, analizirani su uku-
pno prezivljenje, smrtnost nevezana uz relaps bole-
sti, GVHD i1 relaps bolesti. Analiza navedenih ishoda
nakon TKMS-a pokazala je jedino za relaps bolesti
statistiCki znacajnu razliku s obzirom na dopuste-
ne 1 nedopustene nepodudarnosti HLA-DPBI (Sli-
ka 3). U nasoj skupini 23 bolesnika imala su relaps
bolesti. Parovi bolesnik/nesrodni davatelj koji su
bili podudarni za alele HLA-DPBI imali su znacaj-
no povecanu pojavu relapsa u odnosu na bolesnike
koji su sa svojim davateljima imali i dopusStene i ne-
dopustene nepodudarnosti. Prema algoritmu TCE3
statistiCka znacajnost bila je P=0,017 (OR=2,53 [CI,
0,74—6,56]), a prema algoritmu TCE4, P vrijednost
iznosila je P=0,034 (OR=1,95 [CI, 0,31-4,87]), (Sli-
ka 3). Nije uoCena razlika u pojavi relapsa izmedu
skupine s dopustenim i nedopustenim nepodudar-
nostima HLA-DPBI.

RASPRAVA

Analiza raspodjele alela HLA-DPBI medu
bolesnicima pokazala je da je najcesci alel HLA-
DPB1*04:01, sto je u skladu s rezultatima prethod-
nog istrazivanja medu zdravim nesrodnim ispitanic-
ima kao 1 podacima za druge populacije Europe i
Sjeverne Amerike (populacije europskog porijekla)
(3, 5). Ovaj je nalaz i u skladu s velikom studijom
provedenom 2007. godine na uzorku od 5929 parova
primatelj — nesrodni davatelj (8).

Brojni autori smatraju da aleli HLA-DPBI ima-
ju ulogu u nastanku GvHD-a, relapsu bolesti i pre-
zivljavanju bolesnika nakon transplantacije (7, 11).
Unato¢ vec¢em broju istrazivanja provedenih u po-
sljednjih desetak godina diljem svijeta, jedinstvenog
zakljucka jos uvijek nema, a rezultati pojedinih stu-
dija su suprotni. Ovaj rad je pokazao da je samo mali
broj bolesnika (4%) podudaran sa svojim nesrodnim
davateljem za alele lokusa HLA-DPBI, $to je u skla-
du s nalazima drugih autora (8). Jedno od objaSnjenja
je sto je LD izmedu alela HLA-DQBI 1 -DPBI puno
manji nego izmedu ostalih alela HLA, Sto za rezul-
tat ima veliku nepodudarnost za alele HLA-DPBI1
izmedu bolesnika i nesrodnog davatelja KMS-a koji
su na ostalim lokusima HLA podudarni. Dodatno
objasnjenje za izostanak podudarnosti HLA-DPBI1
izmedu parova bolesnik-nesrodni davatelj lezi i u
¢injenici da izmedu lokusa HLA-DQBI i -DPBI1 po-
stoji tzv. ,,vru¢e mjesto™ za rekombinaciju i stoga je
ucestalost rekombinacija na tom odsjecku kromoso-
ma 6 Cesta (8). Nalaz o najve¢em broju parova koji je
bio s jednom nepodudarnoscu za alele DPBI oceki-
van je jer su i drugi autori iznijeli sli¢ne podatke (8,

12). Analiza uloge dopustenih i nedopustenih nepo-
dudarnosti HLA-DPBI unutar naSe skupine parova
nije pokazala nikakve statisticki znacCajne razlike,
osim u slucaju pojave relapsa kod bolesnika koji su
bili potpuno podudarni sa svojim nesrodnim dava-
teljima za alele HLA-DPBI. Isti zakljucak iznesen
je 1 u istrazivanjima drugih autora (13, 14). Moguce
objasnjenje pozitivnog djelovanja nepodudarnosti
HLA-DPBI na relaps bolesti je da veliki broj leuke-
mijskih stanica ima izrazene antigene HLA-DPBI1
na svojoj povrsini 1 mogu ih ubiti citotoksi¢ni lim-
fociti T koji su specificni za te antigene (molekule)
DPBI1 ¢ime se izaziva pozitivan ucinak presatka
protiv leukemije (engl. graft versus leukemia effect,
GvL) (15, 16). Na ovaj nacin, alospecificni limfociti
T koji su odgovorni za GvHD, mogu biti i direktno
odgovorni za anti-leukemijski u¢inak s antigenima
HLA-DPBI kao specificnim metama GvL-a. Rutten
1 suradnici su u svom radu pokazali da su HLA-DP
specificni limfociti T pronadeni kod bolesnika s po-
zitivnim klinickim odgovorom, i s i bez GvHD-a
te je zakljuc¢ak bio da ravnoteza izmedu GvHD-a 1
GvL-a u svakom bolesniku ovisi o razli€itim fakto-
rima, mikrookoli$u, ali 1 o indukciji drugih imuno-
loskih odgovora (17). U cjelokupnoj naSoj skupini
bolesnika (bez obzira na nepodudarnosti na drugim
lokusima HLA) uocili smo bolje prezivljavanje onih s
dopustenim nepodudarnostima, medutim to nije bio
sluc¢aj unutar skupine bolesnika koji su imali HLA-
DPBI podudarnog davatelja. Stoga mozemo reci da
su nasi podaci djelomic¢no u skladu s radom iz 20009.
godine u kojem autori iznose zaklju¢ak da bolesnici
s dopustenim nepodudarnostima HLA-DPBI imaju
bolje sveukupno prezivljavanje za razliku od onih
s nedopustenim nepodudarnostima (7). Povezanost
nepodudarnosti HLA-DPBI s povisenim rizikom od
pojave GvHD-a u nasem radu nije dokazana.

Iako nema sumnje da geni HLA-DP imaju ulogu
u imunoloskom odgovoru, u vecini transplantacij-
skih centara odabir nesrodnog davatelja KMS-a ne
ukljucuje i podudarnost za alele HLA-DPBI1. Naime,
u pojedinim centrima se jedino u slucaju veceg broja
10/10 HLA podudarnih davatelja provodi i tipizaci-
ja za alele HLA-DPBI s ciljem odabira onog koji je
najpodudarniji. Medutim, treba istaknuti da to izi-
skuje dodatno vrijeme, osobito u onim situacijama
kad su ti, potencijalni, nesrodni davatelji iz razlicitih
registara.

Na temelju nasih rezultata mozemo rec¢i da uloga
gena HLA-DPBI, a time i nuznost njihovog odredi-
vanju u programu TKMS-a, treba biti istrazena na
daleko vec¢em broju ispitanika.

Bilten KROHEMA — Vol. 9, br. 1

33



M. Maskalan i suradnici Uloga gena HLA-DPBI1 u transplantaciji krvotvornih mati¢nih stanica

Tablica 1. Osobine bolesnika i njihovih nesrodnih davatelja

Osnovne osobine bolesnika i njihovih nesrodnih davatelja
Broj parova primatelj/nesrodni davatelj 100
Dob primatelja: godine, median (raspon) 37 (18-62)
Dob davatelja: godine, median (raspon) 34 (18-55)
Spol - primatelj/davatelj
zenski-zenski 20
zenski-muski 15
muski-zenski 28
muski-muski 37
Dijagnoza
Akutna mijeloi¢na leukemija (AML) 37
Akutna limfati¢na leukemija (ALL) 19
Mijelodisplasti¢ni sindrom (MDS) 11
Kroni¢na mijeloi¢na leukemija (CML) 7
Non-Hodgkin limfom (NHL) 5
Hodgkin limfom(HL) 4
Mijelofibroza 4
TeSka kombinirana imunodeficijencija, SCID 3
Kroni¢na limfati¢na leukemija (CLL) 2
Ostalo 8
Protokol kondicioniranje
Mijeloablativho (MAC) 46
Snizenog intenziteta (RIC) 54
Izvor mati¢nih stanica
Kostana srz (KS) 27
Periferna krv (PK) 73
Podudarnost HLA
Podudarnost HLA 12/12 5
Podudarnost HLA 10/10, HLA-DPB1 nepodudarni 61
Podudarnost HLA 9/10, HLA-DPB1 nepodudarni 26
Podudarnost HLA 8/10, HLA-DPB1 nepodudarni 4
HLA-DPB1-podudarni, nepodudarnost na ostalim lokusima 4
Podudarnost HLA-DPB1
0 nepodudarnosti 9
1 nepodudarnost 60
2 nepodudarnosti 31
Dozvoljene/nedozvoljene nepodudarnosti HLA-DPB1
Dozvoljene nepodudarnosti TCE3/TCE4 61/39
Nedozvoljene nepodudarnosti (GvH) TCE3/TCE4 20/33
Nedozvoljene nepodudarnosti (HvG) TCE3/TCE4 19/28

Legenda: GvH = smjer graft versus host; HvG =smjer host versus graft; HLA = human leukocyte antigen;
TCE3 = T-stanicni epitopi podijeljeni u tri grupe; TCE4 =T-stanicni epitopi podijeljeni u Cetiri grupe
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Kroni¢na bolest presatka protiv primatelja (eng.
Chronic Graft versus Host Disease - cGVHD) naj-
vaznija je kasna komplikacija nakon transplan-
tacije alogeni¢nih krvotvornih mati¢nih stanica
(aloTKMS) koja se javlja u 40 do 70% osoba nakon
aloTKMS. Bolest je u porastu zbog vise razloga po-
put sve manjeg peritransplantacijskog mortaliteta,
presadbe perifernih krvotvornih mati¢nih stanica,
starije zivotne dobi transplantiranih bolesnika i sve
veéeg broja transplantacija od nesrodnog darivate-
lja. Kroni¢ni GVHD je aloimunosna i autoimunosna
bolest koja zahvaca brojne organe, zahtijeva multi-
disciplinarni pristup s razli¢itim subspecijalistima i
dugotrajnu imunosupresivnu terapiju.

U prethodnim brojevima Biltena Krohema izvi-
jestili smo da je u KBC Zagreb u 2013. godini for-
miran multidisciplinarni tim za lije¢enje cGVHD-a
i dugotrajnih komplikacija nakon aloTKMS-a u

suradnji s National Cancer Institute (NCI), NIH,
SAD uz projektnu potporu fonda ,Jedinstvo uz
pomo¢ znanja“ (eng. Unity Through Knowledge
Fund, UKF) financiranog od Ministarstva znanosti,
obrazovanja i sporta RH i Svjetske banke. RijeC je
o medunarodnom projektu “Clinical and biological
factors determining severity and activity of chronic
Graft-versus-Host Disease after allogeneic hema-
topoietic stem cell transplantation”, ¢iji su vodite-
lji bili prof. dr. Steven Zivko Pavleti¢ iz NCI/NIH,
SAD, i prof. dr. Damir Nemet iz Medicinskog fakul-
teta SveuciliSta u Zagrebu i KBC Zagreb. Taj UKF-
ov projekt istrazivanja kroni¢nog GVHD-a trajao je
dvije godine uz sudjelovanje osam institucija (NCI/
NIH iz SAD, Medicinski fakultet SveuciliSta u Za-
grebu, KBC Zagreb, Stomatoloski fakultet Sveuci-
liSta u Zagrebu, Institut Ruder Boskovi¢, Klinika
za infektivne bolesti “Dr. Fran Mihaljevi¢”, Dom
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zdravlja Zagreb — istok, Hrvatska kooperativna gru-
pa za hematoloske bolesti KROHEM), uz suradnju
niza kliniCara 1 laboratorijskih istrazivaca razlicitih
specijalnosti. Projekt je zavrsio s pozitivnim recen-
zijama a uspostavljeni multidisciplinarni tim za kro-
nicni GVHD KBC Zagreb nastavlja dalje s radom.

UNITY
FUND

JEDINSTVOUZ
POMOCZNANJA

Osim formiranja multidisciplinarnog tima za
cGVHD 1 standardizacije pristupa bolesnicima s
cGVHD-om koristenjem najsuvremenijih NIH kri-
terija 1 evaluacija, projekt o kroni¢cnom GVHD-u
doveo je do niza znanstveno-istrazivackih potproje-
kata, razvoja originalne baze podataka i web strani-
ce projekta, nove opreme, te znanstvene produkcije
koja se oc€itovala brojnim kongresnim priopéenjima
i publikacijama. Izmedu ostaloga, ¢lanovi tima su
aktivno sudjelovali na medunarodnim i domacim

znanstvenim kongresima 1 sastancima s 25 kon-
gresnih priopéenja (poster i oralne prezentacije): 6.
kongres Hrvatskog drustva hematologa i transfuzi-
ologa s medunarodnim sudjelovanjem, Rovinj, ozu-
jak 2014.; medunarodni kongres European Group
for Blood and Marrow Transplantation (EBMT),
Milano, Italija, travanj 2014.; medunarodni kongres
European Federation for Neurological Societies - Jo-
int Congress of European Neurology, Istanbul, Tur-
ska, svibanj, 2014.; redovni polugodisnji sastanak
KROHEM-a u Osijeku, studeni 2014.; medunarodni
kongres EBMT u Istanbulu, Turska, ozujak 2015.;
medunarodni kongres Leukemia and Lymphoma
u Dubrovniku, rujan 2015.; redovni polugodisnji
sastanak KROHEM-a u Zadru, studeni 2015.; me-
dunarodni kongres EBMT u Valenciji, Spanjolska,
travanj 2016.; redovni polugodisnji sastanak KRO-
HEM-a u Osijeku, travanj 2016.; redovni polugodis-
nji sastanak KROHEM-a u Lovranu, studeni 2016.;
medunarodni kongres EBMT u Marseilleu, Francu-
ska, ozujak 2017.

Do sada je na$ tim objavio sedam radova o
c¢GVHD-u u casopisima indeksiranim u CC/SCI.
Takoder je tiskan posebni tematski broj Casopisa

Slika 1. Tri medunarodna s1mpoztja 0 cGVHD u Zagrebu, 2013.-2016.
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Croatian Medical Journal posvecen kroni¢nom
GVHD-u, u kojem je sudjelovalo viSe inozemnih
kolega sa svojim radovima, uz domace strucnjake.
Vise ¢lanova naSeg tima za cGVHD je sudjelovalo
na medunarodnim sastancima o cGVHD-u u Europi
1 SAD-u, dok je nekoliko ¢lanova tima bilo tijekom
trajanja UKF projekta na kra¢im struéno-znanstve-
nim boravcima u centru za cGVHD u NCI/NIH u
SAD-u.

Medunarodna aktivnost u podrucju kroni¢nog
GVHD-a rezultirala je 1 organizacijom tri vrlo
uspjeSna medunarodna simpozija o kroni¢nom
GVHD-u odrZzana u Zagrebu u studenom 2013,
svibnju 2015. 1 rujnu 2016. godine (organizatori prof.
dr. Damir Nemet i prof. dr. Steven Zivko Pavletic)
gdje je sudjelovalo mnogo vrhunskih medunarodnih
1 domacih struc¢njaka iz podrucja kroni¢cnog GVHD-
a (Slika 1.12)).

Posljednji, 3. medunarodni simpozij o cGVHD-u
odrzan u Zagrebu od 20. do 21. rujna 2016. imao je i
edukacijski karakter organiziran kao napredni posli-
jediplomski te¢aj u kojem su sudjelovali najuglednija
imena iz podrucja kroni¢nog GVHD 1 transplantaci-
je uhematologiji iz Europe, SAD-a i Kanade (¢ak 15
inozemnih predavaca), uz 20 domacih stru¢njaka.
Simpoziju je prisustvovalo viSe od stotinu polaznika
1z inozemstva 1 Hrvatske, ve¢inom mladih hemato-
loga ali 1 bazi¢nih istrazivaca iz razli¢itih zemalja
zainteresiranih za cGVHD. Polaznici 1 predavaci su
izrazili veliko zadovoljstvo odliénom organizacijom
sastanka, vrlo kvalitetnim stru¢nim, znanstvenim
1 edukativnim sadrzajem simpozija te moguc¢noSéu
izravne komunikacije s kolegama.

Slika 2. Treéi medunarodni simpozij o cGVHD u
Zagrebu, 20.-21. rujan 2016.

3rd International Symposium and AdvancediPostgraduate
Course in
CHRONIC GRAFT-VERSUS-HOST DISEASE:
CLINICAL PRACTICE AND RESEARCH

Zagreb, Croatia
September 20 — 21, 2016

Course directors:
S.Pavletic, S.Lee, H.Greinix, D. Pulanic,

U radu Multidisciplinarnog tima za kronicni
GVHD i dalje sudjeluje veliki broj stru¢njaka raznih
specijalizacija — 1 kliniCara i laboratorijskih struc-
njaka — s uspjeSnom suradnjom s drugim europskim
1 ameri¢kim centrima koji se bave s cGVHD, ¢ime je
KBC Zagreb u tom segmentu postao prepoznat i na
medunarodnoj razini kao pozitivni primjer razvoja
struke 1 vrsne skrbi visoko diferentnih bolesnika s
kroni¢cnim GVHD-om.

Recentno je na natjeCaju Hrvatske zaklade za
znanost odobren novi veliki ¢etverogodis$nji znan-
stveni projekt “Novi biomarkeri kroni¢ne bolesti
presatka protiv primatelja” ¢iji je voditelj doc. dr.
Drazen Pulani¢, ¢ime ¢e rad Multidisciplinarnog
tima za kroni¢ni GVHD dobiti dodatni podstrek.

Naime, danas je u svijetu jedan od najvecih znan-
stvenih interesa u podrucju cGVHD-a ispitivanje
potencijalnih dijagnostickih, prognostickih 1 pre-
diktivnih biomarkera cGVHD-a, koji bi koristili u
postavljanju dijagnoze, u procjeni rizika nastanka
ili progresije bolesti, te u procjeni odgovora na te-
rapiju i ishoda kronicnog GVHD-a. Stoga se moze
ocekivati da ¢e s novim projektom o biomarkerima
u cGVHD-u na$ multidisciplinarni tim nastaviti sli-
jediti pa dijelom Cak i predvoditi svjetske trendove u
kronicnom GVHD-u.

hrzz

Hrvatska zaklada za znanost
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Uvod

Fibrilacija atrija jedan je od naj¢es¢ih poremecaja
srCanog ritma kojeg karakterizira apsolutno
aritmi¢na srcana akcija uz izostanak mehanicke
funkcije miokarda s povecanom sklonos¢u nas-
tanka tromba u aurikuli lijevog atrija. Smatra se
da je oko tre¢ina ishemijskih mozdanih udara
kardioemboli¢kog podrijetla, naj¢esce uslijed fibri-
lacije atrija.

Ucestalost fibrilacije atrija raste s dobi bolesnika,
tako da je prevalencija iznad 70. godine zivota veca
od 5%, a po nekim autorima i do 10%, poglavito u
bolesnika starijih od 80 godina. Porastom prevalen-
cije fibrilacije atrija s dobi, raste i rizik mozdanog
udara, tako da na primjer taj rizik u populaciji bole-
snika izmedu 50-59 godina iznosi 1.5%, dok u popu-
laciji bolesnika izmedu 80-89 godina rizik raste do
zabrinjavajucih 23%. Stoga ne cudi da je prevencija
tromboembolickih dogadaja, u prvom redu antiko-
agulantnom terapijom, temeljna strategija lijeCenja
ovih bolesnika u cilju redukcije ukupnog mor-
taliteta, broja hospitalizacija i unapredenja kvalitete
zivota (1-4).

Preporuke za lijecenje fibrilacije atrija redovito
objavljuje Europsko kardiolosko drustvo, a zadnja
revizija teksta objavljena je 2016. godine. Nacelno,
prema trajanju bolesti, bolesnike s fibrilacijom atri-
ja mozemo podijeliti u tri podskupine: bolesnike s
paroksizmalnom fibrilacijom atrija (koja spontano
prestaje ili ona koja traje krace od 48 sati), bolesnike
s perzistentnom fibrilacijom atrija (obi¢no traje duze
od 7 dana) 1 bolesnike s permanentnom fibrilacijom
atrija (obi¢no traje duze od godinu dana). Podjela je
vazna jer definira strategiju lijeCenja koja je u svih
bolesnika usmjerena prema dva cilja: 1. odluka o
kontroli ritma ili frekvencije 1 2. odluka o lijeCenju
antikoagulantnom terapijom. Bolesnici s paroksiz-
malnom fibrilacijom atrija mogu se pokusati konver-
tirati u sinusni ritam bez prethodne antikoagulantne
terapije bilo primjenom antiaritmika (propafenon ili
amiodaron), bilo izravnom elektricnom kardiover-
zijom. S druge strane, u bolesnika s perzistentnom
fibrilacijom atrija povecan je rizik tromboze lijeve

aurikule, ali je konverzija u sinusni ritam moguca
ili uz premedikaciju antikoagulantnom terapijom
3-4 tjedna prije konverzije ili uz pregled aurikule
transezofagusnom ehokardiografijom. Bolesnicima
kojima je utvrdena permanentna ili kroni¢na fibri-
lacija atrija konverzija u sinusni ritam nije moguca,
pa se terapijska strategija temelji na kontroli sréane
frekvencije (najces¢e primjenom blokatora beta
adrenergi¢nih receptora) uz obligatnu antikoagu-
lantnu terapiju (5).

Uvodno je napomenuto da antikoagulantna tera-
pija dokazano poboljsava ukupni kardiovaskularni
ishod 1 smrtnost bolesnika s atrijskom fibrilacijom.
Odluka o uvodenju antikoagulantne terapije temelji
se na procjeni rizika mozdanog udara s jedne, i
procjeni rizika krvarenja s druge strane. Rizik
mozdanog udara procjenjuje se CHA2DS2-VASc
tablicom rizika koja procjenjuje godis$nji rizik za
razvo] mozdanog udara temeljem klini¢kih param-
etara (dob, spol, raniji mozdani udar ili tranzitorna
ishemijska ataka, te anamneza sr¢anog popustanja,
arterijske hipertenzije 1 Se€erne bolesti). Muskarci
s 2 ili viSe bodova 1 Zene s 3 ili viSe bodova trebali
bi biti lijeCeni antikoagulantnom terapijom. Rizik
krvarenja procjenjuje se tzv. HAS-BLED tablicom
rizika koja u obzir uzima slicne klinicke parametre
kao i CHA2DS2-VASc, uz dodatak anamneze krva-
renja, uzimanja lijekova koji povecavaju rizik krva-
renja i poremecaj bubrezne 1 jetrene funkcije. Zbroj
bodova ve¢i od 3 ukazuje na visok rizik krvarenja
6,7).

Prilikom izbora antikoagulantne terapije na ra-
spolaganju imamo dvije opcije: varfarin 1 izravne
oralne antikoagulanse (DOAC - od eng. direct
oral anticoagulant). Nacelno, prednost u terapijskoj
strategiji imaju DOAC zbog jednostavnijeg dozi-
ranja, postojanijeg antikoagulantnog efekta, brzeg
nastupa djelovanja, izostanka potrebe za kontrolom
koagulacijskih parametara, te vece ucinkovitosti uz
manji rizik krvarenja u usporedbi s varfarinom. Na
raspolaganju imamo izravne inhibitore aktiviranog
faktora Xa (apiksabam 1 rivaroksabam) i1 inhibitor
trombina (dabigatran). Apiksabam i dabigatran su
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dostupni u dvije terapijske doze, od kojih se one nize
(dabigatran 2x110 mg i apiksabam 2x2.5 mg) prim-
jenjuju u starijih bolesnika i bolesnika s oste¢enjem
bubrezne funkcije (8-10).

Fibrilacija atrija kao komplikacija lijeCenja
ibrutinibom

Lijecenje limfoproliferativnih bolesti inhibitorom
Brutonove kinaze ibrutinibom povecava sklonost
razvoja atrijske fibrilacije koja se javlja u oko 5-7.7%
svih lijeCenih bolesnika (11). Mehanizam kojim
ibrutinib povecava rizik atrijske fibrilacije nije do
kraja razjaSnjen ali se pretpostavlja da je barem
djelomic¢no povezan s inhibicijom puta fosfoinozitid
3- kinaze (PI3-Akt) u tkivu atrija za kojeg se pret-
postavlja da sudjeluje u prilagodbi atrija na rastucu
napetost stijenki (12). Fibrilacija atrija najceSce se
javlja nakon pocetka terapije ibrutinibom, obicno u
prva 3-4 mjeseca od pocetka terapije, iako rizik za
nastanak postoji 1 kasnije. S obzirom na to da pre-
poruke za lijeCenje ibrutinibom izazvane fibrilaci-
je atrija nisu doneSene, strategija lijeCenja temelji
se na ranije navedenim preporukama Europskog
kardioloskog drustva.

Moze se pretpostaviti da ¢e vecina bolesnika
lijeCenih ibrutinibom kao komplikaciju razviti ili
paroksizmalnu ili perzistentnu fibrilaciju atrija. Pre-
ma vaze¢im smjernicama, optimalna terapija bio bi
pokusaj konverzije u sinusni ritam s obzirom na to da
vecina antiaritmika 1 lijekova koji se koriste u kon-
troli frekvencije (s izuzetkom beta blokatora) ulaze
u interakcije s ibrutinibom. Ovo se posebno odnosi
na verapamil i diltiazem koji koriste isti metabolicki
put (CYP3A4/5), kao i na amiodaron koji povisuje
serumske koncentracije ibrutiniba. Nadalje, izravna
transezofagusnom ehokardiografijom vodena kar-
dioverzija dokida potrebu za prethodnom preme-
dikacijom antikoagulantnim lijekovima u trajanju
najmanje 3-4 tjedna (14).

Posebnu pozornost izazivaju oni bolesnici koji
boluju od permanentne fibrilacije atrija i oni koji
zbog visokog CHA2DS2-VASc zbira zahtijevaju
antikoagulantnu terapiju. Poznato je da bolesnici
lijeCeni ibrutinibom imaju povecanu sklonost krva-
renju uslijed promijenjene agregacije trombocita.
Skoro polovica bolesnika razvije neko od manjih
krvarenja (petehije i ekhimoze), dok su velika krva-
renja rjeda (3-4%). Mehanizam nastanka krvarenja
je kompleksan i ne ukljuc¢uje ADP-om posredovanu
aktivaciju 1 agregabilnost trombocita, ve¢ je agre-
gabilnost trombocita posredovana Brutonovom i
Tec kinazom inhibirajuci signalni put koji potice

kolagen vezivanjem za glikoprotein VI (GPVI) (13).
Stoga ne ¢udi rastuca zabrinutost o visokom riziku
krvarenja uz pridruzenu terapiju atrijske fibrilacije
oralnim antikoagulansima. Ovdje valja istaknuti
da je primjena varfarina u bolesnika s atrijskom
fibrilacijom wuzrokovanom ibrutinibom kontrain-
dicirana, te da se kao antikoagulansi izbora (iako
nedostatno istrazeni) namec¢u DOAC, poglavito
oni koji su dostupni u nizim dozama. Posebno je
istaknut dabigatran, koji uz mogucnost nizeg dozi-
ranja nudi 1 moguénost trenutnog antidota (idaru-
cizumaba) koji je odobren od nadleznih agencija 1
dostupan na trzistu. Idarucizumab je monoklonsko
protutijelo koje u kratkom vremenu (oko 5 minuta)
potpuno dokida ucinke dabigatrana u slucaju velik-
og (najcesce u centralnom zivéanom sustavu) krva-
renja. Apiksabam je takoder dostupan u nizoj dozi
1 namece se kao zadovoljavajuca alternativa Ciji se
antidot takoder ocekuje u skorijoj buduénosti.
Odluku o uvodenju antikoagulantne terapije u
bolesnika s ibrutinib vezanom atrijskom fibrilaci-
jom takoder donosimo na temelju odnosa procjene
rizika tromboze (odnosno mozdanog udara) i rizika
krvarenja koriStenjem ranije navedenih CHA2DS2-
VASc i HAS- BLED bodovnih tablica rizika. Bole-
snici s CHA2DS2-VASc zbirom manjim od 2 ne
trebaju uzimati antikoagulantne lijekove i mogu
nastaviti terapiju ibrutinibom. Oni koji imaju zbir
2 mogu dobiti DOAC 1 razmotriti nastavak terapije
ibrutinibom. Bolesnici s CHA2DS2-VASc zbirom
3 ili ve¢im, ali HAS BLED manjim od 3 moraju
dobiti antikoagulantnu terapiju (optimalno dabi-
gatran ili apiksabam u nizoj dozi) uz koju se moze
razmotriti nastavak terapije ibrutinibom. Bolesnici
s HAS- BLED zbirom visim od 3, dakle oni s vrlo
visokim rizikom krvarenja, ne smiju biti lijeCeni
ibrutinibom. Kod ovih bolesnika se moze razmot-
riti postupak okluzije lijeve aurikule nakon cega se
moze razmotriti nastavak terapije ibrutinibom (15).

Zajednicka uloga kardiologa i hematologa u
bolesnika lijec¢enih ibrutinibom

Bolesnici s limfoproliferativnim bolestima koji
se lijece inhibitorima Brutonove kinaze zahtijevaju
multidisciplinarni pristup, u prvom redu hematologa
koji lijekove indiciraju i ¢iji u¢inak prate, a u drugom
kardiologa koji vrse probir i lijeCenje rizi¢nih bole-
snika s fibrilacijom atrija. U kardioloskoj obradi ovih
bolesnika potrebno je uciniti kompletan 1 detaljan
kardioloski pregled, elektrokardiogram (ev. 24-satni
Holter elektrokardiogram) uz obvezni ehokardio-
grafski pregled. Poznato je da bolesnici s arterijs-
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kom hipertenzijom, Se¢ernom bolesti 1 ishemijskom
bolesti srca imaju povecan rizik nastanka fibrilacije
atrija. Takoder, ranije zabiljezena atrijska fibrilacija
visestruko povecava rizik recidiva. Ehokardiograf-
ski pregledi ukazivat ¢e na one bolesnike s dilataci-
jom lijevog atrija koji nose visoki rizik fibrilacije, ali
1 na one sa strukturnom bolesti srca, u prvom redu
ishemijskom, valvularnom ili kardiomiopatijom.
Nadalje, uloga kardiologa neophodna je u pracenju
bolesnika (klinicki i elektrokardiografski) nakon
zapocinjanja terapije ibrutinibom, posebno u prvih
6 mjeseci kada je 1 rizik fibrilacije najvisi, a u cilju
prepoznavanja (Cesto asimptomatske) fibrilacije atri-
ja 1 donosenja odluke o strategiji lijeenja.
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1. Uvod

Antikoagulansi su lijekovi s ciljem lijeCenja 1 pre-
vencije tromboze. Venski tromboembolizam je tre-
¢1 uzrok kardiovaskularnog mortaliteta. Najvaznija
nuspojava antikoagulantnih lijekova su krvarenja
(I). Tradicionalni antikoagulansi nefrakcionirani he-
parin (UFH) 1 antagonisti vitamina K (VK A) imaju
antidote (protamin sulfat, vitamin K). U situacijama
tezeg krvarenja zbog VKA, mogu se koristiti svje-
ze smrznuta plazma te koncentrati protrombinskog
kompleksa. Razvojem novih antikoagulansa (paren-
teralnih 1 oralnih) javila se potreba razvoja novih
antidota za neutralizaciju njihovog u¢inka kod krva-
renja 1 hitnih operativnih zahvata (2).

Direktni oralni antikoagulansi (DOAK-1) ili novi
oralni antikoagulansi (NOAK-i) (nazivaju se jos i cilj-
no specificnim antikoagulansima) su dabigatran kao
direktni inhibitor trombina (DTTI), te inhibitori FXa:
rivaroksaban, apiksaban, edoksaban, betriksaban. Pri-
mjenjuju se zadnjih nekoliko godina u svrhu preven-
cije mozdanog udara i sistemskog tromboembolizma
u bolesnika s fibrilacijom atrija (FA), lijeCenju 1 se-
kundarnoj prevenciji duboke venske tromboze (DVT),
pluéne embolije (PE), te tromboprofilaksi nakon ve-
likih ortopedskih zahvata. Imaju manje interakcija
s hranom nego VKA, brze ostvaruju antitrombotski
ucinak, i nema potrebe redovitog prac¢enja ucinka. Po-
kazali su bolji sigurnosni profil nego VKA (3). Meta-
analiza koja je ukljucila viSe studija s preko 100,000
bolesnika pokazala je smanjenje velikih krvarenja u
skupini bolesnika na DOAK-ima u odnosu na varfarin
za 28%, dok je smanjena incidencija intrakranijskih i
fatalnih krvarenja za 50% (4). Kod bolesnika s renal-
nom insuficijencijom (CICr < 50 ml/min) bila je manja
incidencija hemoragijskog mozdanog udara (5). Sveu-
kupna stopa mortaliteta bila je manja kod bolesnika na
ispitivanom DOAK-u (dabigatranu) (6).

Tablica 1. FarmakoloSke karakteristike direktnih
oralnih antikoagulansa.

Parametar Dabigatran Rivaroksaban Apiksaban
Ciljno mjesto FXa Trombin (lla) FXa
djelovanja

Oralna 80-100% 6,5% ~50%
bioraspolozivost

Vezanje za 92-95% 34-35% 87%
proteine plazme

Prolijek Ne Da Ne
Poluvijek (h) 5-13 12-14 ~12
Tmax (h) 2-4 2-6 3-4

BubreZni klirens 33% 85% 27%

Prema novoj dopunskoj listi lijekova HZZO-a
iz veljace 2017. direktni oralni antikoagulansi da-
bigatran (Pradaxa), rivaroksaban (Xarelto) i apik-
saban (Eliquis) odobreni su u Hrvatskoj za sljedece
indikacije:

1. Prevencija mozdanog udara i sistemske embolije
u odraslih osoba s nevalvularnom atrijskom
fibrilacijom s jednim ili viSe sljede¢ih ¢cimbenika
rizika: 1. prethodni mozdani udar, tranzitorna
ishemicna ataka ili sistemska embolija; 2.
ejekcijska frakcija lijevog ventrikula < 40%; 3.
simptomatsko zatajenje srca, stupanj > 2 prema
klasifikaciji NYHA; 4. dob > 75 godina; 5. dob
> 65 godina povezana s jednim od sljedeceg:
dijabetes melitus, koronarna bolest srca ili
hipertenzija, a koji ne postizu s varfarinom
ciljnu vrijednost INR-a (INR 2-3).

2. Za lijec¢enje duboke venske tromboze najduze
do 6 mjeseci i lije¢enje pluéne embolije najduze
do 12 mjeseci, te prevenciju opetovane duboke
venske tromboze i pluéne embolije nakon
duboke venske tromboze u odraslih bolesnika s
dokazanim poremecajem u zgruSavanju. Pradaxa
1 Xarelto su prihvaceni za obje indikacije, dok je
Eliquis samo za prvu navedenu indikaciju.
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Cilj ovog rada jest pokazati racionalni pristup
zbrinjavanju krvarenja i neutralizaciji u¢inka DO-
AK-a, jer je sve viSe bolesnika na direktnim oralnim
antikoagulansima.

2. Krvarenje kod bolesnika na direktnom
oralnom antikoagulansu.

Postupke u lije¢enju bolesnika koji krvare i imaju
u terapiji DOAK pokazuje Slika 1 (7).

Slika 1. Koraci u zbrinjavanju krvarenja bolesnika na direktnom oralnom antikoagulansu.

lijeka

korak 2.

« Stratifikacija rizika, konzultacija eksperta e
* Mala krvarenja — lokalne mjere hemostaze+ privremeni prekid uzimanja

* Umjereno ili tesSko krvarenje- prekid uzimanja lijeka i slijediti mjere pod

J

test anti-FXa

* Odrediti ukoliko je moguce razinu lijeka, koagulacijskim testovima
e Dabigatran — TV (trombinsko vrijeme) ili dilucijsko TV, aPTV
* Rivaroxaban, Apixaban,Edoxaban— PV (protrombinsko vrijeme) ili precizniji

\

A

* Prekid lijecenja, suportivno lije¢enje
« |v pristup, monitoriranje bolesnika, korekcija hipovolemije/hipotenzije.
* Transfuzija krvnih derivata (eritrociti, trombociti)

~N

€€

¢ Lokalna hemostaza

¢ Kirurska intervencija

* Mehanicka kompresija, lokalne mjere hemostaze (endoskopija i
zaustavljenje krvarenja iz probavnog trakta).

* Dezmopresin

* Dodatni lijekovi za poboljsanje hemostaze N
¢ Antifibrinolitici (traneksamicna kiselina, EACA)

¢ Nespecificne mjere —tedka i Zivotno-ugroZavajuca krvarenja
* Hemaodijaliza, aktivni ugljen (2-3 sata od zadnje doze dabigatrana)
* PCC, aPCC, rFVlla, oprez rizik od tromhoza J

krvarenjem

« Specificni, ciljani antidoti — kod bolesnika s teskim i Zivotno-ugrozavajuc¢im

e |[darucizumab — antidot za dabigatran (odobren u RH)
* Andexanet alfa— antidot za FXainhibitore — nije odobren u RH
* Ciraparantag — antidot za DOAK/heparin — nije odobren u RH

\

Y
3

Na slici je navedeno Sest klju¢nih koraka koji su
vazni u pristupu zbrinjavanja krvarenja bolesnika na
DOAK-u. Prvo je potrebno procijeniti stanje bole-
snika koji najées¢e dolazi u hitnu ambulantu. Na-
kon ciljane anamneze 1 fizikalnog pregleda slijedi
procjena hemodinamskog statusa. Potrebno je iden-
tificirati rizi€ne ¢imbenike koji osim lijeka poveca-
vaju sklonost krvarenju (kroni¢na bubrezna bolest,

jetrena bolest, ranije krvarenje pod antikoagulansi-
ma, konkomitantna primjena druge antitrombotske
terapije, raniji mozdani udar, hipertenzija, starija
dob > 75 g, alkoholizam, mala miSi¢na masa). Treba
razmotriti sve lijekove koji mogu biti u interakciji
s DOAK-om, te vrijeme koje je proteklo od zadnje
doze lijeka. Uvijek je potrebno procijeniti tezinu
krvarenja 1 anemije te bubreznu funkciju. Manje
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krvarenje ukljucuje epistakse, ekhimoze, menora-
gije 1 uobicajeno se zaustavljaju lokalnim mjerama
hemostaze. Lijek se prekida ako se procjeni da je
veca korist od prekida nego Sto je rizik od trombo-
embolizma. Kod ucestalih manjih krvarenja, moze
se takoder smanjiti doza lijeka. Neke studije su po-
kazale da bolesnice na rivaroxabanu imaju 25% teza
menstrualna krvarenja nego na VKA (8).

Umjereno teSko krvarenje. To su subakutna ga-
strointestinalna, urogenitalna krvarenja, ali koja ne
zahtijevaju transfuziju krvi, teza kozna krvarenja,
odnosno refraktorne epistakse ili menoragije. Uzi-
manje DOAK-a se prekida i potrebno je uz mjere
koje su navedene u prvom i drugom koraku, koristiti
dodatne lijekove za postizanje hemostaze poput an-
tifibrinolitika (traneksamic¢na kiselina), npr. kod me-
noragija. Kod gastroenteroloskog i genitourinarnog
krvarenja potrebno je locirati mjesto endoskopski 1
zaustaviti krvarenje.

Kod teSkih krvarenje koje moze biti 1 zivotno
ugrozavajuce, potrebno je uz navedene mjere lijeCe-
nja primijeniti specifi¢ne ili ako nisu dostupni nes-
pecificne antidote za reverziju, odnosno ponistava-
nje antikoagulantnog ucinka DOAK-a.

Najveca blagodat DOAK-a jest da nije potrebno
pracenje terapijskog ucinka radi predvidljive far-
makokinetike, medutim kad je potrebno odredivati
koagulacijske testove, nailazi se na zapreke. Teku-
¢a kromatografija/tandem masena spektrometrija je
zlatni standard mjerenja razine DOAK-a, medutim
nije dostupna u redovitom radu, osim u svrhu istra-
zivanja (9). U hitnoj sluzbi bolnica naj¢es¢e su samo
dostupni PV (INR) i aPTV koji su nedostatni za
mjerenje u¢inka DOAK-a, ali ih uvijek treba odre-
diti prije samog postupka zbrinjavanja krvarenja.
Ucinak DOAK-a na koagulacijske testove pokazuje
Tablica 2.

Tablica 2. Utjecaj direktnih oralnih antikoagulansa na koagulacijske testove.

Klasa lijeka DOAK Standardni koagulacijski testovi Specijalni koagulacijski testovi
anti-Fxa
PV aPTV TV dTv ECT/ECA B
Dir. inh. Dabigatran
trombina T/ T T T T
FXa inhibitor Rivaroksaban Né& N N/A N/A N/A P
Apiksaban N N N/A N/A N/A »
edoksaban NS N N/A N/A N/A "

Puno precizniji testovi su dilucijsko trombinsko
vrijeme (dTT od ,,dilute thrombin time*), vrijeme
zgruSavanja ekarinom (ECT ,,ecarin clotting time*)
ili ECA (,,ecarin chromogenic assay*) te anti FXa.

3. Specific¢ni i nespecifi¢ni antidoti u za reverziju
u¢inka DOAK-a.

Mjerenje razine DOAK-a moze se savjetovati
kod bolesnika s rizikom ili anamnezom ranijeg kr-
varenja. To su bolesnici s malom ili velikom tjele-
snom masom, bubreznom insuficijencijom, stariji od
75 godina, te na antitrombocitnoj terapiji (acetilsali-
cilna kiselina, NSAR) (10,11). U dosadasnjim studi-
jama (ROCKET-AF) veliko krvarenje je imalo 409
bolesnika, ali je samo 9 bolesnika (2,2%) primalo
koncentrat protrombinskog kompleksa (PCC), dok
je jedan bolesnik primao aktivirani rekombinantni
faktor VII (rFVIIa) (12). S druge strane 4/431 bole-
snika (0,9%) s teSkim krvarenjem, na rivaroxabanu
primali su koncentrat protrombinskog kompleksa
(PCC). Davanje svjeze smrznute plazme ne Kori-
gira koagulacijske testove i ne ponistavaju ucinak

DOAK-a! Kod masivnih krvarenja mjere transfuzij-
skog lijecenja primjenjuju se neovisno o dostupnosti
antidota.

Specifi¢ni antidot za dabigatran je idarucizumab,
andeksamet-alfa je specificni antidot za FXa inhibi-
tore, dok je ciraparantag antidot Sirokog spekta za
LMWH, UFH, DOAK-e (edoksaban, dabigatran, ri-
varoksaban 1 apiksaban).

Idarucizumab (Bl 655075 Praxbind®) je specific-
ni antidot za dabigatran. Od veljace 2017, odobren
je 1 od strane HZZO-a,te je indiciran u odraslih bo-
lesnika lije¢enih Pradaxom (dabigatran eteksilatom)
kada je potrebno brzo ponistenje njegovog antikoa-
gulacijskog ucinka: za hitne kirurske zahvate/hitne
postupke 1 u slucaju po zivot opasnog ili nekontroli-
ranog krvarenja.

To je humano monoklonsko protutijelo, koji po-
kazuje specificnost vezivanja za dabigatran 350
puta jace nego trombin, neutraliziraju¢i u¢inak li-
jeka (13). Primjena idarucizumaba bez prisutnosti
dabigatrana ne pokazuje prokoagulantni u¢inak i ne
utjece na parametre koagulacije (14,15). Preporuce-
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na doza je 2x2,5 g (2,5 g/ 50 ml). Lijek se primjenju-
je kao dvije infuzije od 2,5 g uzastopce tijekom 5-10
minuta svaka ili u obliku bolus injekcija. Normali-
zacija dTT 1 ECT-a dogada se nekoliko minuta po
zavrSetku primjene. U REVERSE-AD studiji anali-
zirani su rezultati 51 bolesnika s teskim krvarenjem
139 bolesnika s hitnim kirur§kim zahvatima. Medi-
jan vremena za normalizaciju hemostaze kod bole-
snika s teskim krvarenjima iznosio je 11,4 sati, dok
je 94,3% bolesnika koji su primali idarucizumab
predoperativno imalo normalnu intraoperativnu he-
mostazu. Dobro se tolerirao bez teskih ili ozbiljnih
nuspojava (16). Trombotski incidenti su bili kod 5
bolesnika (17). Moze se primijeniti kod bolesnika
kod kojih je proslo manje od 24 sata od uzimanja li-
jeka odnosno ako krvare i imaju pogorsanje bubrez-
ne funkcije. Klinicki znacajna krvarenja povezana
su s produzenim aPTV-om, dTT (dilucijskim trom-
binskim vremenom) te ECT (ekarinskim vremenom
zgruSavanja). Pradaxa® se ponovno moze zapoceti
24 sata nakon primjene Praxbinda®, ako je antikoa-
gulantna terapija neophodna, a bolesnik ima urednu
hemostazu.

Nakon primjene Praxbinda, drugi antitrombotski
lijekovi (npr. niskomolekularni heparin) mogu se za-
poceti u bilo koje vrijeme. Bubrezno zatajivanje ne
utjeCe na djelovanje idarucizumaba, a doza lijeka se
ne prilagodava ovisno o dobi.

Andeksanet alfa (PRT064445) je antidot za di-
rektne FXa inhibitore, rekombinantni oblik FXa
koji je kataliticki neaktivan, ali s jakim afinitetom
za FXa inhibitore. U fazi II klinickog ispitivanja sni-
zio je anti-FXa aktivnosti u bolesnika na apiksaba-
nu za 65%, rivaroksabanu 20-53%, i na edoksabanu
52-73%. Provedene su dvije studije ANNEXA-A
1 ANNEXA-R koje su ispitivale u¢inak kod zdra-
vih ispitanika od 50-75 godina. Andeksanet alfa
se pokazao kao siguran i dobro podnosljiv antidot,
bez protrombotskog ucinka (18). Bolesnici su nakon
bolusa andexaneta 800 mg primali kontinuiranu in-
fuziju 960 mg kroz 2 sata. Unutar dva sata dolazi
do neutralizacije u¢inka te normalizacije aktivnosti
FXa. Medutim, u prac¢enju bolesnika koji su prima-
li andeksanet alfa u ANNEXA-4 studiji zabiljezena
je incidencija trombotskih incidenata od 18%, u 30.
danu interim analize. Skoro 80% bolesnika imalo je
dobru ili odli¢nu hemostazu 12 sati nakon isteka in-
fuzije antidota (19).

Hemodijaliza se nije pokazala u¢inkovitom me-
todom uklanjanja DOAK-a iz krvi, jer se doza dabi-
gatrana moze sniziti za oko 50-75%, dok su rivarok-
saban 1 apiksaban snazno vezani za proteine plazme

(87-95%) 1 ne mogu se ukloniti dijalizom (20,21).
Ako je tesko krvarenje nastupilo pod dabigatranom
1 ako je dostupan idarucizumab, ne preporuca se he-
modijaliza. Aktivni ugljen se moze dati ako je pros-
lo do 3 sata od uzimanja dabigatrana.

Ciraparantag (PER 977) je mala sintetska mole-
kula koja se veze za DTI (direktne inhibitore trom-
bina), inhibitore FXa, heparine (nefrakcionirani i
niskomolekularni). Jasan mehanizam djelovanja nije
poznat. Kod zdravih dobrovoljaca koji su uzimali
edoksaban 60 mg, ciraparantag u dozi 100-300 mg
intravenski pokazao je u¢inak u vidu reverzije ucin-
ka inhibitora FXa prate¢i anti FXa 10-30 minuta na-
kon primjene, bez potrebe drugog lijeCenja. Nije bilo
porasta fragmenta protrombina 1,2, D-dimera, kao
1 TFPI (,tissue factor pathway inhibitor®) (22,23).

Nespecificni antidoti su koncentrati protrombin-
skog kompleksa (eng. PCC — ,,prothrombin complex
concentrate*) sadrze faktore ovisne o vitaminu K, s
tri faktora (II, IX,X) ili Cetiri faktora (ILVII, IX, X).
PCC je pokazao uc¢inak u dozi od 50 IU/kg na direk-
tne inhibitore FXa, dok nije imao ucinak na dabi-
gatran. U studiji na 12 dobrovoljaca koji su primali
rivaroksaban, protrombinski kompleks je pokazao
ucinak na normalizaciju PV-a, dok nije utjecao na
korekciju laboratorijskih parametara u bolesnika na
dabigatranu (24). Aktivirani koncentrati protrom-
binskog kompleksa (aPCC) npr. FEIBA®poznati su
u hemofiliji s inhibitorima. Terapijska je opcija doza
od 50-100 TU/kg. U recentnoj studiji s 50 bolesnika
koji su bili na rivaroxabanu, aPCC je pokazao najbo-
lji u¢inak neutralizacije uc¢inka u usporedbi s PCC 1
rFVIla, odnosno reverzije antikoagulantnog uc¢inka
rivaroksabana prate¢i vremena stvaranja ugruska
(CT ,,clotting time*) i TGA (,,thrombin generation
assay) mjerenih tromboelastometrijom ROTEM
uredajem (25). Kod Zivotno ugrozavajuceg krvare-
nja primjenjuje se i PCC 25 U/kg uz moguénost po-
navljanja doze za 8-12 sati. Vise doze 50-80 IU/kg
preporucuju se u primjenu kod bolesnika sa Zivot-
no ugrozavaju¢em krvarenju te koji se podvrgavaju
hitnom kirurSkom zahvatu. Nema dokaza o koristi
dodatne primjene aktiviranog rekombinantnog FVII
(90 pg/kg). Primjena koncentrata protrombinskog
kompleksa te rFVIIa nosi i rizik od tromboza, po-
sebno kod starijih bolesnika (26).

4. Zakljucak

Direktni oralni antikoagulansi su se pokazali
ucinkovitima u odobrenim indikacijima lijeCenja 1
prevencije tromboembolijskih incidenata temeljem
dokaza u brojnim studijama. Imaju bolji sigurnosni
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profil nego antagonisti vitamina K. Krvarenja koja
izazivaju, odnosno hitna potreba za operativnim po-
stupcima namece pitanje adekvatnog zbrinjavanja,
lijeCenja odnosno antidota. Individualni pristup sva-
kom bolesniku 1 procjena tezine krvarenja je nuz-
na, nakon ¢ega slijedi odluka o mjerama lijecenja.
Idarucizumab je jedini odobreni specificni antidot,
ponistava ucinak dabigatrana, dok andeksanet alfa
uspjesno neutralizira u¢inak inhibitora FXa, me-
dutim nije jo§ odobren. Od nespecificnih antidota
aPCC se pokazao uspjesnijim u odnosu na PCC i
mogao bi se primjenjivati kao nespecifi¢ni antidot za
inhibitore FXa kao i kod teskih krvarenja u bolesni-
ka na VKA. Potrebne su jos daljnje studije, odnosno
meta-analize koje ¢e utvrditi postojec¢e indikacije
primjene antidota, vodeci pritom ra¢una o nezelje-
nim nuspojavama, u prvom redu trombozama.
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Kalendar predstojecih hematolosSkih skupova

Priredila: Vlatka PerisSa, dr. med.

* Proljetni sastanak KROHEMA od 04.05 do 06.05.2017 u Vodicama (Hrvatska)

e 14" International Symposium on Myelodysplastic Syndromes (MDS 2017)
od 03.05 do 06.05.2017 u Valencia (Spanjolska)

* International Symposium on Technical Innovations in Laboratory Hematology
od 04.05 do 06.05.2017 u Honolulu (Hawaii)

e National Thrombosis Week Educational Meeting 04.05.2017 u Cardiff (UK)
e Cancer Associated Thrombosis Symposium 05.05.2017 u Londonu (UK)

e Spring School: The Science and Practice of Venous Thromboembolism
od 09.05 do 14.05.2017 u Chalkidiki (Grcka)

« 9% Anti-Thrombosis Masterclass od 18.05 do 19.05.2017 u Madridu (Spanjolska)

e Clinical Updates on Multiple Myeloma od 19.05 do 21.05.2017 u Parizu (Francuska)

* Korean Society of Hematology - Joint Symposium od 26.05 do 27.05.2017 u Seulu (Juzna Koreja)
* Clinical and Laboratory Haemostasis 2017 od 07.06 do 08.06.2017 u Sheffield (UK)

* 14" The International Conference on Malignant Lymphoma (ICML)
od 14 do 16.06.2017 u Luganu (Svicarska)

e 22" of EHA od 22.06 do 25.06.2017 u Madridu (Spanjolska)

e Musculoskeletal Ultrasound in Hemophilia od 28.06 do 30.06.2017 u San Diego (SAD)
e ISTH 2017 Congress od 08.07 do 13.07.2017 u Berlinu (Njemacka)

e Musculoskeletal Ultrasound in Hemophilia od 23.08 do 25.08.2017 u San Diego (SAD)

* US Focus on Myeloproliferative Neoplasms and Myelodysplastic Syndromes
od 04.08 do 05.08.2017 Philadelphia (SAD)

* Hematology and Oncology 2017 od 29.06 do 01.07.2017 u Bangkoku (Tajland)
* Society of Hematologic Oncology 2017 Annual Meeting od 13.09 do 16.09.2017 u Houston (SAD)
* Highlights of Past EHA-HOPE od 14.09 do 16.09.2017 u Kairu (Egipat)

e 3" International Conference on New Concepts in Lymphoid Malignancies: Focus on CLL and
Indolent Lymphoma od 15.09 do 17.09.2017 u Mandelieu (Francuska)

* 7. Hrvatski kongres hematologa s medunarodnim sudjelovanjem
od 20.09 do 23.09.2017 u Sibeniku (Hrvatska)

* 4™ International Conference on Acute Myeloid Leukemia “Molecular and Translational”:
Advances in Biology and Treatment od 05.10 do 07.10.2017 u Estoril (Portugal)

* 9™ International Conference on Leukemia and Hematologic Oncology
od 05.10 do 06.10.2017 u Londonu (UK)
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*  EHA-SWG Scientific Meeting on Challenges in the Diagnosis and Management of
Myeloproliferative Neoplasms od 12.10 do 14.10.2017 u Budimpesti (Madarska)

* 19" Annual John Goldman Conference on Chronic Myeloid Leukemia: Biology and Therapy
od 12.10 do 15.10.2017 u Estoril (Portugal)

*  Musculoskeletal Ultrasound in Hemophilia od 18.10 do 20.10.2017 u San Diego (SAD)

* Lebanese Society of Hematology Annual Meeting — EHA Joint Symposium
od 12.10 do 14.10.2017 u Beirut, Libanon

* EHA Tutorial on Biology and Management of Myeloid Malignancies
od 20.10 do 21.10.2017 u Yerevan (Armenija)

* Russian Onco-Hematology Society’s Conference on Malignant Lymphoma - Joint Symposium
od 26.10 do 27.10.2017 u Moskvi (Rusija)

* Lymphoma & Myeloma 2017: An International Congress on Hematologic Malignancies
od 26.10 do 28.10.2017 u New York (SAD)

« Haemophilia Academy 2017 od 30.10 do 03.11.2017 u Edinburgh (Skotska)

* International Association for Comparative Research on Leukemia and Related Diseases
od 30.10 do 01.11.2017 u Houston (SAD)

* Turkish Society of Hematology - EHA Joint Symposium 3.11.2017 u Antaliji (Turska)

* Indian Society of Haematology and Blood Transfusion - EHA Joint Symposium
od 02.11 do 05.11.2017 u Guwabhati (Assam, India)

e Argentinian Society of Hematology - EHA Joint Education Day
od 17.11 do 18.11.2017 u Mar del Plata (Argentina)

e 59" American Society of Hematology (ASH) Annual Meeting & Exposition
od 09.12 do 12.12.2017 u Atlanti (SAD)

* 4™ Congress on Controversies in Thrombosis and Hemostasis (CiTH)
2017 (Not Final) Location is not final

48 Bilten KROHEMA — Vol. 9, br. 1









