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1. Aurer

Uvodnik

Uvodnik

Drage Krohemovke, Krohemovci i ostali Citatelji
Biltena,

vrijeme leti, stize i svibanj i na$ proljetni sasta-
nak. Ovaj put ¢emo se naci na otoku sv. Nikola pred
Porecom, prekrasnom mjestu kojeg sam upoznao
drze¢i predavanje na kongresu medicinskih vjestaka
HZZ7Z0-a. Nadam se da ¢e nas vrijeme posluziti i da
¢emo moci uzivati, ne samo u stru¢nim 1 znanstve-
nim prikazima, ve¢ i u prirodnim ljepotama.

Ovaj sastanak pada na polovicu mog drugog, za-
dnjeg, mandata kao predsjednika Krohema. Polako
dolazi vrijeme da po¢nemo razmisljati o tome tko ¢e
me naslijediti. No osim toga ¢e u iduce dvije godine i
sastav Upravnog odbora pretrpjeti znacajne promje-
ne. Ve¢ na ovogodiSnjoj skupstini, koja je zbog toga
izborna, moramo zbog odlaska ili skorog odlaska u
mirovinu zamijeniti 4 ¢lana Upravnog odbora. To su
prof. dr. Slobodanka Ostoji¢ Koloni¢, voditeljica RS
za mijelodisplazije, prof. dr. Renata Zadro, voditelji-
ca RS za laboratorijsku hematologiju, prof. dr. Rajko
Kusec, voditelj RS za Ph- mijeloproliferacije i prof.
dr. Vlatko Pejsa, voditelj RS za kroni¢nu limfocit-
nu leukemiju. Sve su to doajeni naSe hematologije
koji su odigrali ogromnu ulogu u stvaranju i rastu
Krohema. O njihovom doprinosu bi se mogle ispisa-
ti stranice Biltena i nadam se da ¢e za jesenski broj
netko, npr. njihovi nasljednici, to i uc€initi. S moje
strane moram re¢i da mi je bio uzitak suradivati s
njima, bez njih Krohem ne bi bio ovako uspjesan,
tuzan sam $to odlaze sa svojih polozaja, no nadam
se da ¢e 1 dalje naci vremena i volje da sudjeluju na
naSim sastancima i u nasim aktivnostima.

Prosli sastanak u Vinkovcima je kao i1 obi¢no
donio puno zanimljivih medicinskih novosti, ali
1 druZenja i uzivanja u ljepotama naSe domovine.
Dodijeljene su godiSnje nagrade Zaklade Krohema,
koje su zbog svojih zasluga u razvoju i popularizaciji
hrvatske hematologije dobili prof. dr. Ana Boban 1
dr. sc. Branimir Gizdi¢. Koristim i ovu priliku da
im na tome &estitam. Sto se poslovi¢ne hrvatske ra-
znolikosti tie, tamo sam naucio da se u vinkovacki
fi§, za razliku od baranjskog, ne stavlja ljuta paprika!

Od tada je nekoliko nasih RS odrzalo zasebne
sastanke, svi su bili jako posjeceni 1 vrlo uspjesni s
puno zanimljivih prikaza i rasprava za koje na ple-
narnom sastanku ¢esto nema vremena. Mozda bi-
smo ponovno trebali razmisliti o tome, trebamo li
imati plenarne sastanke Krohema dvaput godisnje

ili bi bilo bolje da se takav sastanak odrzava jednom
godisnje, a da svaka RS ima poseban godisnji sa-
stanak. Znanstvena produkcija nam se polako usta-
ljuje, medunarodna suradnja uspjeSno funkcionira,
iako nam 1 dalje nedostaju organizacijske osnove za
provodenje klinickih ispitivanja na nacin kako se to
radi u razvijenijem dijelu Europe, preko zasebnih
organizacijskih cjelina u bolnicama sa svojim ad-
ministratorima, medicinskim sestrama i bolnickim
1 poliklinickim odjelima.

Sto se dostupnosti lijekova tice, stvari se krecu u
pozitivnom smjeru, no povremeno s neocekivanim
tesko¢ama. Tako smo ovaj put dobili proSirenje in-
dikacije za tisagenlekleucel na FL, ali uz uvjet da
su tumorske stanice CD19 pozitivne. Nitko ne zna
kako 1 zaSto se taj kriterij pojavio u smjernici! Na-
ime, to je biljeg kojeg hematopatolozi ne rabe ru-
tinski, a studije su pokazale da imunohistokemijski
odreden izrazaj CD19 ne utjece na odgovor na CAR-
T. Glofitamab je doSao na listu za 3. i kasnije linije
B-velikostani¢nog limfoma, ali na dnu smjernice
piSe da se bolesnicima koji su na teret fonda PSL
dobili glofitamab, ne moze na teret tog fonda dati
tisagenlekleucel. Isto takvo pravilo, samo obratno
(glofi poslije tisa-cela) se pojavilo na dnu smjernice
za primjenu tisagenlekleucela. Na stranu to da za to
nema medicinskog opravdanja i da bolesnici, koji ¢e
bez tih lijekova umrijeti od svog limfoma, mozda
nisu najpodesnija skupina za Stednju, meni je po-
sve nejasno zasto je pravilo o primjeni glofitamaba
stavljeno u smjernicu za tisagenlekleucel i obratno.
Ima kod nas jos nekih neobi¢nosti. Tako ravnateljica
jedne opce bolnice smatra da hematolozi ne trebaju
dobiti koeficijent koji im je vladinom odlukom pri-
pao 1 samovoljno ga je smanjila. Ne znam je li stvar
u osobnom animoziteti ili doticna gospoda ne zna
¢ime se hematolozi bave.

Uglavnom, eto ponovno stvari zbog kojih ¢emo
se imati priliku dopisivati s HZZO-om, Ministar-
stvo zdravstva 1 sliénim ustanovama, sve u dogo-
voru i suradnji s naSom sestrinskom organizacijom
Hrvatskim druStvom za hematologiju Hrvatskog li-
jecnickog zbora.

Toliko ovaj put od mene.

Do skorog videnja sve vas pozdravlja

Vas predsjednik
Prof. dr. Igor Aurer
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Smjernice za molekularno-dijagnosticki postupak sekvenciranja nove generacije
(NGS) — Radna skupina za laboratorijsko-dijagnosticku hematologiju Krohema —
2025. godina
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Napredak u razumijevanju molekularne patoge-
neze hematoonkoloskih bolesti, otkrice novih te-
rapijskih rjesenja, kao i razvoj analitickih tehnolo-
gija, promijenio je klinicki pristup 1 dijagnosticku
perspektivu hematoonkologije. Prema posljednjim
europskim 1 svjetskim smjernicama, tehnologija
sekvenciranja nove generacije (eng. next generati-
on sequencing, NGS) neizostavni je alat u dijagno-
stici hematoonkoloske bolesti 1 klinickom vodenju
bolesnika.

Sve veca prisutnost metode NGS u dijagnostici
namece potrebu za standardizacijom 1 stoga Radna
skupina za laboratorijsko-dijagnosticku hematolo-
giju Krohema predlaze smjernice za molekularno-
dijagnosticki postupak NGS-a. Kreirane smjernice
sistematicno 1 jasno definiraju predanaliticke, ana-
liticke 1 poslijeanaliticke zahtjeve. Osim standardi-
zacije, cilj je ovih smjernica pomoc¢i klinicaru 1 la-
boratorijskom stru¢njaku u razumijevanju metode
1 njezinoj primjeni, olakSati uvodenje postupka u
laboratorijsku rutinu te, u konac¢nici, harmonizirati
hematoonkoloski nalaz dobiven NGS-om na nacio-
nalnoj razini.

NGS u dijagnostici akutne mijeloi¢ne leukemije

Pravodobno mutacijsko profiliranje bolesti, oda-
bir ciljane terapije te stratifikacija rizika bolesti
akutne mijeloi¢ne leukemije (AML) danas su goto-
vo nemoguci bez tehnologije sekvenciranja nove ge-
neracije. Osim pri pocetnoj evaluaciji bolesti, kada
govorimo o dijagnostickom uzorku (prije uvodenja
bilo kakve terapije), NGS se primjenjuje 1 kod re-
cidiva i reevaluacije bolesti. Recidiv kod bolesnika
najceS¢e podrazumijeva klonalnu evoluciju u vidu
stjecanja novih dodatnih genskih promjena, gubit-
ka starih, promjene postojecih ili kombinaciju svega
navedenog. Nadalje, pri klinickom odluc¢ivanju za

alogenicnu transplantaciju hematopoetskih stanica,
nalaz dobiven NGS-om nerijetko odnosi prevagu u
procjeni rizika i koristi za bolesnika.

Budu¢i da je koStana srz mjesto razvoja i nastan-
ka AML-a, uzima se kao primarni uzorak za NGS
dijagnostiku. Iznimno, kao uzorak za dobivanje
kvalitetne DNA (engl. Deoxyribonucleic acid) tu-
morskog podrijetla moze posluziti 1 periferna krv 1
to u slucajevima otezane punkcije kostane srzi, ili
bilo koji drugi uzorak koji sadrzi dovoljan broj mi-
jeloidnih blasta (Tablica 1.1.). Primjerice, takav uzo-
rak koristit ¢e se u situacijama kada stanice AML-a
infiltriraju u druge organske sustave (npr. likvor).

U dijagnostici somatskih mutacija preporuce-
na metoda NGS-a jest ciljani genski panel (Tablica
1.2.). Priprema knjiznice za panel gena i sama me-
toda sekvenciranja osiguravaju visoku osjetljivost 1
specifiCnost za dokazivanje varijanti koje u uzorku
mogu biti zastupljene u niskoj ucestalosti (npr. do
5 %). O postignutoj dubini Citanja ovisi osjetljivost
sekvenciranja. Ove smjernice reguliraju odredivanje
iskljucivo varijanti u tipu tockastih mutacija (engl.
single nucleotide variant, SNV) 1 malih insercija 1
delecija (engl. insertion/deletion polymorphism, in-
dels), a ne obuhvacaju varijacije broja kopija (engl.
copy number variation, CNV ) te velike strukturne
promjene gena. U tablici 1.2. navedeni su obvezni
geni koje treba sadrzavati panel za dijagnosticko
odredivanje mutacijskog profila AML-a, kao 1 do-
datno preporuceni geni, a prema zadnjim smjerni-
cama Europske leukemijske mreze iz 2022. godine.

Klasifikacija somatskih varijanti podijeljena je na
dvije ocjene, ocjena patogenosti varijante 1 ocjena
klinicke vaznosti varijante. Prema smjernicama Li
MM 1 sur. i Horak P i sur., na nalazu se izvjesta-
vaju isklju¢ivo o patogenim i vjerojatno patogenim

Bilten Krohema — Vol. 17, br. 1



Smjernice za molekularno-dijagnosti¢ki postupak sekvenciranja nove generacije (NGS)

M. Radi¢ Antolic i suradnici

— Radna skupina za laboratorijsko-dijagnosticku hematologiju Krohema — 2025. godina

varijantama, dok je izvjeStavanje o varijantama ne-
poznatog znacenja (engl. variant of uncertain signi-
ficance, VUS) dopusteno uz primjerenu opasku koja
objasnjava potencijalno znacenje navedene varijante
(Tablica 1.3.). Klini¢ka ocjena varijante objedinju-
je dijagnosticko, prognosticko 1 terapijsko znacenje
varijante. Klasifikacija varijanti prema njihovu kli-
nickom znacenju zahtijeva sveobuhvatnu informira-
nost o trenutaénim spoznajama koje su dostupne za
pojedinu varijantu kroz literaturne podatke te javne
baze podataka. Klinicka ocjena varijante oznacava
interpretaciju znacenja varijante u kontekstu bolesti
koja je prisutna kod bolesnika (u analiziranom uzor-
ku) 1 potencijal njezine klinicke implikacije. Dakle,
varijanta je vazna utoliko ukoliko ona utjece na di-

Tablica 1.1.

jagnozu, prognozu bolesti, odabir terapije te smjer
klinicke odluke.

Nasljedne varijante nije moguce definitivno ra-
zlikovati od somatskih bez potvrdne analize istom
metodom u drugom tkivu (npr. stanice fibroblasta).
Takoder, pri interpretaciji nalaza vazno je obratiti
pozornost na ogranicenja i osjetljivost metode (Ta-
blica 1.3.). Primjerice, ako je osjetljivost metode >
5 %, to znaci da se varijante koje su u uzorku za-
stupljene u manjem udjelu istom metodom ne mogu
sa sigurnoS¢u odrediti. Isto tako, ako kod bolesnika
nisu pronadene patogene klini¢ki vazne varijante,
to ne iskljuuje potencijalnu prisutnost molekular-
nih biljega bolesti koji koriStenom metodom nisu
obuhvaceni.

PREDANALITICKA FAZA

AML

MDS

MPN KLL/SLL/MCL

koStana srz/
periferna krv (ovisno
0 sadrzaju/postotku
blasta)

vrsta uzorka

MDS

prema smjernicama
Radne skupine za

koStana srz/
periferna krv

periferna krv/koStana srz/
limfni ¢vor/razliciti izljevi/
punktati

3 -5 rezova FFPE (SLL,
MCL)

debljine 10 mikrona (ovisno
o koli¢ini stanica i ukloplje-
nog materijala)

uzorak koji sadrzi dovoljan broj neoplasti¢nih stanica

sadrZaj stanica minimalno 5 % blasta

MDS

prema smjernicama |/
Radne skupine za

viSe od 70 % B-limfocita
(KLL stanica)

spremnik uzorka

K,EDTA (ljubicasta) epruveta

volumen uzorka
krvi

minimalno 1 mL koS$tane srzi / minimalno 1 epruveta periferne

3 -5 mL (viSe ako je u
uzorku mali broj KLL/MGL
stanica te je potrebno ra-
diti izolaciju CD19 pozitivnih
stanica)

vrijeme uzorkovanja dijagnosticki (prije
poCetka terapije),
u recidivu,

pri reevaluaciji bolesti

prema smjernicama
RG za MDS

dijagnosticki dijagnosticki,
prije uvodenja terapije,
pri reevaluacija bolesti

koncentracija DNA

minimalno 50 ng/uL

¢istocda DNA

A260/A280 omjer izmedu 1.8 1 2.0, A260/A230 omjer iznad 2.0

FFPE (engl. Formalin Fixed Paraffin Embedded) — rezovi tkiva fiksiranog formalinom i uklopljenog u parafin

NGS u dijagnostici mijeloproliferacijskih
neoplazmi

Specificne somatske mutacije u hematopoetskim
mati¢nim stanicama kostane srzi dovode do preko-
mjerne proizvodnje odredenih tipova krvnih stani-

ca mijeloidne loze. Mijeloproliferacijske neoplazme
(engl. myeloproliferative neoplasms, MPN) jesu
klonalni poremecaji, Sto znaci da potjecu iz jedne
maticne stanice zahvaéene patogenom mutacijom.
Posljedi¢no dolazi do pojacane proliferacije mije-
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loidnih stanica u koStanoj srzi te poviSenog broja
cirkuliraju¢ih stanica u perifernoj krvi. Ovisno o
specificnom tipu MPN-a, dolazi do povecanja bro-
ja eritrocita, trombocita ili leukocita. Dijagnostika
MPN-a temelji se na klinickim znacajkama, mor-
foloskoj analizi bioptata koStane srzi i molekular-
noj dijagnostici. Razlikovanje pojedinih entiteta
klju¢no je za izbor terapijske strategije 1 prognozu
bolesti. Molekularna osnova nastanka MPN-a po-
znata je u viSe od 95 % slucajeva, pri cemu se fe-
notip bolesti moZe objasniti somatskim mutacijama
u genima JAK?2 (engl. Janus kinase 2), MPL (engl.
myeloproliferative leukemia virus) 1 CALR (engl.
calreticulin). Ove mutacije dovode do konstitutivne
aktivacije signalnog puta JAK-STAT (Janus kinase/
signal transducers and activators of transcription),
koji je klju¢an za proliferaciju mijeloidnih stanica.
U preostalih ~ 5 % slu¢ajeva molekularna podloga
nije poznata — takvi se slucajevi nazivaju ,.trostru-
ko negativnim” (engl. triple-negative) MPN-ovima.
Dodatne mutacije u epigenetskim regulatorima, ge-
nima povezanima s popravkom DNA i kontrolom
stani¢nog ciklusa, mogu utjecati na progresiju bole-
sti 1 razvoj mijelofibroze ili transformaciju u akutnu
leukemiju. Rjede se pojavljuju mutacije regulatora
spajanja (SRSF2, SF3BI, U2AFI1, ZRSR2) klju¢nih
za uklanjanje introna i spajanje egzona, Sto moze

Tablica 1.2.

dovesti do aberantnih proteina i poremetiti diferen-
cijaciju hematopoetskih stanica. Takoder, mutacije
zahvacaju gene odgovorne za strukturu kromatina,
epigenetske funkcije i stani¢nu signalizaciju, kao §to
suEZH?2, IDHI, IDH2, CBL, KRAS, NRAS, STAG2 i
TP53, koji mogu dodatno doprinijeti klonalnoj evo-
luciji 1 heterogenosti bolesti. Kao posljedica mutaci-
ja u genima JAK2, CALR i MPL nastaju tri glavna
tipa Ph-negativnih mijeloproliferacijskih neoplazmi:
policitemija vera (PV), esencijalna trombocitemija
(ET) 1 primarna mijelofibroza (PMF). Medu njima
je PV najcesci, a PMF najagresivniji i najmanje Cest
oblik bolesti. Svjetska zdravstvena organizacija
(engl. World Health Organization, WHO) 1 Medu-
narodna klasifikacija (engl. International Consen-
sus Classification, 1CC) objavile su 2022. godine
nove, neovisne klasifikacije koje ukljucuju glavne 1
dodatne laboratorijske te morfoloske kriterije za di-
jagnozu PV, ET i PMF. Za molekularnu potvrdu di-
jagnoze preporucuje se koristenje visoko osjetljivih
metoda detekcije: za JAK2 V617F mutaciju s osjet-
ljivos¢u od 1 % te za CALR i MPL mutacije s osjet-
ljivos¢u u rasponu od 1 do 3 %, Sto se moze posti¢i
osjetljivim NGS tehnikama.

Primarni uzorak za molekularnu dijagnostiku
mutacija u genima J4K2, CALR i MPL jest kosta-
na srz ili periferna krv (Tablica 1.1.). Preporucena

ANALITICKA FAZA

AML

MDS

MPN KLL/SLL/MCL

vrsta NGS metode ciljani genski panel

paneli gena

odabrani prema najnovijim smjernicama; sadrze gene kljucne za dijagnosti¢ku evaluaciju bolesti,
stratifikaciju rizika bolesti, odabir terapije

obvezni:

SRSF2, STAG2, U2AF1, ZRSR2

dodatno preporuceni:

TET2, WT1

*FLT3 ITD- analiza fragmenata

CEBPA, NPM1, FLT3*, IDH1, IDH2, DDX41,
TP53, ASXL1, BCOR, EZH2, RUNX1, SF3B1,

ANKRD26, BCORL1, BRAF, CBL, CSF3R, DN-
MT3A, ETV6, GATAZ, JAK2, KIT, KRAS, NRAS,
NF1, PHF6, PPM1D, PTPN11, RAD21, SETBP1,

JAK2, CALR, MPL TP53, BTK, BCL2,

PLCG2

priprema knjiznice

ovisno o panelu koji se koristi (amplicon/capture)

minimalni zahtjevi za
validaciju metode

usporedba s referentnom metodom (sekvenciranje prema Sangeru, alel-specifiéni PCR)
uklju€enost u program vanjske kontrole kvalitete (UK NEQAS, ERIC)
medulaboratorijska usporedba (razmjena izolata DNA, FASTQ podataka)

medulaboratorijska
usporedba

2x godiSnje razmjena FASTQ datoteka, a 1x godiSnje razmjena 1 — 2 uzorka izolata DNA
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metoda analize jest sekvenciranje nove generacije
(engl. next-generation sequencing, NGS), pri cemu
je klju¢no obuhvatiti: egzon 9 gena CALR, egzone
12 do 15 gena JAK?2 te egzon 10 gena MPL (Tabli-
ca 1.2.). U nalazu se prikazuju isklju¢ivo patogene i
vjerojatno patogene varijante. Varijante nepoznatog
klinickog znacenja (engl. variant of uncertain si-
gnificance, VUS) ne navode se, osim u slucajevima
kada je to posebno zatrazeno od mjerodavnog lijec-
nika (Tablica 1.3.). Tihe mutacije 1 benigni polimor-
fizmi koji ne utjecu na funkcionalnost proteina ne
ukljucuju se u izvjesta;.

NGS u dijagnostici B-KLL/SLL/MCL

Tumorski protein p53, poznat i kao ,,Cuvar ge-
noma‘“, ima sredi$nju ulogu u ocuvanju stabilnosti
genoma i sprjecavanju mutacija. Poremecaj funkci-
je p53 koji dovodi do nestabilnog genoma povezan
je s brojnim tumorima ukljucujué¢i i hematoloske
(kroni¢na limfocitna leukemija, akutne leukemi-
je, nehodgkinovi limfomi, multipli mijelom 1 sl.) te
ima vaznu ulogu u progresiji bolesti i rezistenciji na
lijeCenje. U kronicnoj limfocitnoj leukemiji (KLL)
nefunkcionalni p53 protein povezan je s loSijom pro-
gnozom i rezistencijom na kemoterapiju, a klini¢ka
vaznost aberacije 7P53 kao prognostickoga i predik-
tivnog ¢imbenika u KLL-u pokazana je u mnogim
studijama. Razvoj novih lijekova koji inhibiraju B-
stani¢ne signalne putove te antiapoptoticne protei-
ne pokazao se uspjesnim u lije¢enju bolesnika koji
nose aberacije TP53. 1z tog razloga analiza aberacija
TP53 danas je vrlo vazan bioloski biljeg u KLL-u.
Gen TP53 nalazi se na kratkom kraku kromosoma
17 (17p13.1). Nefunkcionalni protein p53 nastaje
zbog delecije 17p13 i/ili zbog mutacije u 7P53 genu.
Istrazivanja su pokazala da je inaktivacija TP53 lo-
kusa zbog dell7p u viSe od 60 % slucajeva povezana
s mutacijom 7P53 gena u drugom 7P53 alelu, dok
se kod bolesnika koji nemaju deleciju 17p mutacija
u TP53 genu pojavljuje do u 30 % slucajeva. S obzi-
rom na vaznost aberacija 7P53 kao prognostickoga

1 prediktivnog ¢imbenika te znatan udio slucajeva s
aberacijom bez delecije 17p, analiza mutacije 7P53
trebala bi se provesti svaki put prije pocetka lijece-
nja ili kod prije nelijecenih bolesnika ili kod kasnijih
linija lijeCenja zbog toga jer se mutacija 7P53 moze
pojaviti na pocetku ili tijekom bolesti, a isto tako
moze se 1 izgubiti tijekom lijeCenja. Ucestalost abe-
racija TP53 prije 1. linije lijeCenja moze biti i do 10
% dok kod idu¢ih linija i znatno vise $to ovisi i o do
tada provedenom lijecenju.

Materijal za analizu mutacije 7P53 najceSce je
periferna krv, medutim, mogu se koristiti 1 drugi
uzorci poput kosStane srzi, punktata limfnog ¢vo-
ra, razliCitih izljeva ili parafinske kocke ako je udio
limfocita u perifernoj krvi manji od 70 % (Tablica
1.1.). Prije izolacije DNA iz uzorka potrebno je iz-
dvojiti mononukleare centrifugiranjem na gradi-
jentu gustoce te, ako je potrebno, dodatno izdvojiti
KLL limfocite s pomo¢u magnetnih kuglica ili kori-
Stenjem stani¢nog razvrstaca. Preporucena metoda
sekvenciranja jest NGS ciljani genski panel zbog vi-
soke osjetljivosti. U tablici 1.2. navedeni su i dodatni
geni koji se mogu ukljuciti u analizu, a mutacije u
tim genima vazne su kod koriStenja razli¢itih BTK
1/ili BCL2 inhibitora. Prema preporukama za 7P53,
sekvencirati bi se trebali egzoni 2 — 11 da se pokrije
cijela kodirajuca regija, a takoder je potrebno pokriti
1 podrucje +/-2 do 10 nukleotida uzvodno i nizvodno
od regije egzona ¢ime se detektiraju mutacije unutar
regije introna koje mogu dovesti do gresaka u izre-
zivanju egzona.

Pri interpretaciji nalaza treba provjeriti 7P53
baze podataka navedene u tablici 1.3. koje navode
koje mutacije dovode do nefunkcionalnog proteina
p53. Na nalazu se izvjeStava o patogenim 1 vjero-
jatno patogenim varijantama, dok se varijante nepo-
znatog znacenja ne navode osim u dogovoru s mje-
rodavnim lije¢nikom. Tihe mutacije 1 polimorfizmi
koji se pojavljuju 1 ne dovode do nefunkcionalnog
p53 proteina ne prijavljuju se na nalazu.
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Tablica 1.3.

POSLIJEANALITICKA FAZA
AML MDS MPN KLL/SLL/MCL

analiza podataka (engl. alignment, odabrani bioinformaticki alati
variant calling)

minimalni VAF/ 5% 1%
osjetljivost metode

minimalni broj o€itanja varijante 10
(engl. variant read)

minimalna dubina €itanja (engl. 500 3000
read depth/ coverage)

kategorizacija i interpretacija vari- | literatura — stru¢no odobreni radovi i studije
janti

javne baze za interpretaciju varijanti

Varsome, COSMIC, gnomAD, Franklin, itd. mrezne stranice: https://tp53.ish-
cgc.org/; http://p53.1r/

vrste genskih varijanti toCkaste mutacije (engl. single nucleotide variant, SNV),
male insercije/delecije (engl. indels)

prema ishodu: missense, nonsense, frameshift, stop gain, stop 10ss

prema poziciji: u egzonu (kodirajuce i nekodirajuce (UTR) regije), u intronu (splice
site regije)

kategorije varijanti na nalazu patogene, vjerojatno patogene, varijante nepoznatog znacenja (VUS) — uz napomenu
koja objaSnjava izvjeStavanje o njima

ocjena klinitkog znadenja varijante | razina dokaza klinickog znacenja varijante obuhvaca dijagnosticki, prognosticki, tera-
(engl. Tier) pijski i preventivni utjecaj varijante na klini¢ku odluku

Tier I, Tier 1, Tier 11l

sadrzaj nalaza ime i prezime bolesnika, datum rodenja, MBOO, klinika/odjel, radna dijagnoza, vrsta
uzorka, laboratorijska oznaka uzorka, datum uzorkovanja, datum izdavanja nalaza,
metodologija (kemija i tehnologija sekvenciranja, bioinformaticki alati, baze poda-
taka), reference/smijernice za kategorizaciju varijanti,

tabli€no prikazane varijante (naziv prema HGSV nazivlju; referentna sekvenca, tran-
skript, protein, klasa patogenosti, ocjena klinickog znacenja (Tier), VAF (%), ID
patogena (npr. “rs” broj, COSMIC broj), popis gena ukljucenih u panel, osjetljivost
metode, ograni¢enja metode, objaSnjenja uz varijantu vazna za klini¢ku interpretaciju

TAT - vrijeme do izdavanja nalaza | od trenutka postavljanja indikacije za dijagnosticki postupak NGS
(engl. turnaround time)

Zahvala: Zahvaljujemo prof. Nikoli Habuzinu na lektoriranju teksta.
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Prilog 1. Primjer nalaza dobivenog NGS-om

Nalaz dobiven sekvenciranjem nove generacije (NGS)

IME | PREZIME:

Datum rodenja: Broj uzorka:

MBOO: Datum uzorkovanja:

Vrsta uzorka: Datum izdavanja nalaza:
Metoda:

KnjiZznice za sekvenciranje pripremljene su primjenom reagensa proizvodaca Agilent Technologies;
Myeloid Custom Panel, a sekvenciranje izvedeno na lllumina MiSeq platformi za sekvenciranje.

Baze podataka:

Varsome (https://clinical.varsome.com/), COSMIC (https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic), gnomAD
(https://gnomad.broadinstitute.org), Franklin (https://franklin.genoox.com/clinical-db/home), TP53
(https://TP53.isb-cgc.org), ClinGen (https://clinicalgenome.org/)

Gen Referentna Transkript Protein Klinicko VAF ID patogena
sekvenca znacenje*
TP53 NM_000546.5 ¢.833C>G p.(Pro278Arg) Tier | 18 % COSV52661225
rs876659802
KIT NM_000222.3 | c.1255 1257del | p.(Asp419del) Tier | 32,6 % | COSV55387136
rs2109760516
GATA2 NM_032638.5 c.962T>A p.(Leu321His) Tier |l 451 % | COSV62003239
rs2107670378

*Tier | — varijante od snaznoga klinickog znadenja koje se dovode u vezu s bolesti, terapijom i sl.
Tier Il — varijante koje se povezuju s bolesti, ali su slabijega klini¢kog znacenja
Tier ll — varijante nepoznatoga klinickog znacenja (engl. variant of uncertain significance, VUS)

Interpretacija rezultata:

Sekvenciranjem su utvrdene varijante u navedenim genima klasificirane prema klinickom
znacenju Tier | i Tier Il, a za sve ostale gene nisu utvrdene varijante klasificirane kao
patogene, vjerojatno patogene ili VUS, a prema klinickom znacenju kao Tier |, Tier Il i Tier lll.
Varijante gena klinickog znaCenja Tier 1V, odnosno benigne varijante nisu prikazane na
nalazu. Negativan rezultat ne iskljuuje genski uzrok bolesti s obzirom na to da se mutacija
moze nalaziti u dijelu genoma koji nije obuhvacen ovom metodom. Referentne su sekvence
promjenjive i stoga je klju€an datum izvje$c¢a o utvrdenim varijantama.
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Popis analiziranih gena u panelu:

ABL1 CEPBPA HRAS MYD88 SF3B1
ASXL1 CSF3R IDH1 NOTCH1 SMC1A
ANKRD26 NF1,
ATRX Cuxt1 IDH2 NPM1 SMC3
BCOR DNMT3A IKZF1 NRAS SRSF2
DDX41
BCORL1 ETV6/TEL JAK2 PDGFRA STAG2
BRAF EZH2 JAK3 PHF6 TET2
PPM1D
CALR FBXW7 KDMG6A PTEN TP53 (p53)
CBL FLT3 KIT PTPN11 U2AF1
CBLB GATA1 KRAS RAD21 wT1
CBLC GATA2 MLL RUNX1 ZRSR?2
CDKN2A GNAS MPL SETBP1
Napomena:

U pretraZivanje su ukljuceni svi kodirajuci egzoni sekvenciranih gena te dijelovi introna uzvodno i
nizvodno od egzona. Ako je pronadena varijanta u genu, naznacena je u tablici s rezultatima. Na nalazu
nisu navedeni neutralni polimorfizmi, tihe i nepatogene varijante. OgraniCenja metode jesu
nemogucnost dokazivanja varijanti Cija je uCestalost manja od 0,05 (5 %), varijacija broja kopija te
velikih strukturnih promjena gena.

Promjene u sekvenci koje se interpretiraju kao mutacija definirane su prema referentnom ljudskom
genomu (GRCh37/hg19) i imenuju se prema standardnom nazivlju Human Genome Variation Society
(HGVS). Dubina ¢itanja dokazanih varijanti bila je > 500x.

Metoda ne moze razlikovati somatske i nasljedne varijante.

Klasifikacija varijanti prema:

Horak P, Griffith M, Danos AM, Pitel BA, Madhavan S, Liu X i sur. Standards for the classification of
pathogenicity of somatic variants in cancer (oncogenicity): Joint recommendations of Clinical Genome
Resource (ClinGen), Cancer Genomics Consortium (CGC), and Variant Interpretation for Cancer
Consortium (VICC). Genet Med 2022;24:986-98. doi: 10.1016/j.gim.2022.01.001.

Li MM, Datto M, Duncavage EJ, Kulkarni S, Lindeman NI, Roy S i sur. Standards and Guidelines for
the Interpretation and Reporting of Sequence Variants in Cancer: A Joint Consensus Recommendation
of the Association for Molecular Pathology, American Society of Clinical Oncology, and College of
American Pathologists. J Mol Diagn 2017;19:4-23. doi:10.1016/j.jmoldx.2016.10.002

Pretragu izradio/la: Odgovorna osoba:
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Prilog 2. Informirani pristanak za molekularno-dijagnostic¢ki postupak NGS

INFORMIRANI PRISTANAK - SUGLASNOST

Ime i prezime pacijenta:

Datum rodenja:

Spol (zaokruziti) musKki zenskKi

Mjesto rodenja:

Adresa stanovanja:

MBO:

Ime i prezime zakonskog
zastupnika/skrbnika:

(preporuceni molekularno-dijagnosti¢ki postupak)

Izjavljulem da dajem suglasnost za  molekularno-dijagnosticki
postupak/postupke preporucen/e od lijecnika.

Potvrdujem da sam obavijeSten/a o medicinskim indikacijama za primjenu
genetiCkoga dijagnostickog testiranja te o0 namjeni, svojstvima i
ograniCenjima  preporu¢enog  postupka. Potvrdujem da  sam
procitao/proCitala obrazac “Informirani pristanak — obavijest” te da sam
pritom lijeEniku mogaol/la postaviti pitanja u svrhu razjasnjavanja nejasnoca.
Potvrdujem da razumijem navedene informacije.

Razumijem da postoji mogucnost da ¢u biti zamoljen/a za novi uzorak zbog
zahtjeva medicinske dijagnoze ili zbog potrebe za specifi€nim kvalitativnim i
kvantitativnim svojstvima uzorka koji moraju biti zadovoljeni za potrebe
molekularno-dijagnostickog postupka.

Vlastoru€ni potpis pacijenta/zakonskog zastupnika/skrbnika:
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Suglasnost za dodatnu primjenu u svrhu kontrole kvalitete i znanstveno-istrazivacke svrhe:

Suglasan/suglasna sam da se viSak genetickog materijala, te racunalni
podaci testiranja u obliku elektroniCke datoteke, Sifrirano pohrane i koriste u
svrhu programa medulaboratorijske kontrole kvalitete i za validaciju novih
molekularno-dijagnostickih postupaka.

Suglasan/suglasna sam da se dobiveni rezultati testiranja bez otkrivanja
identiteta koriste za statisticku obradu podataka u znanstveno-istrazivacke
svrhe i u svrhu pracenja stanja zdravlja stanovnistva, sukladno Zakonu o
podacima i informacijama u zdravstvu (NN 14/19) i Zakonu o zastiti prava
pacijenata (NN 169/04 i 37/08) Republike Hrvatske koji jamCe zastitu
identiteta i osobnih podataka pacijenata.

Potpis i faksimil doktora medicine:

Mjesto i datum:
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Prilog 3. Izjava o odbijanju molekularno-dijagnostickog postupka
IZJAVA O ODBIJANJU MOLEKULARNO-DIJAGNOSTICKOG POSTUPKA

Izjavljujem da slobodnom voljom, utemeljenom na potpunoj obavijeStenosti o preporu¢enom

molekularno-dijagnostickom postupku koju sam dobio/la i u pisanom obliku, odbijam:

(preporuceni dijagnosticki postupak)

Ime i prezime pacijenta:

Datum rodenja:

Spol (zaokruZiti) muski zenski

Mjesto rodenja:

Adresa stanovanja:

MBO:

Ime i prezime zakonskog
zastupnika/skrbnika:

Vlastorucni potpis pacijenta/zakonskog zastupnika/skrbnika:

Potpis i faksimil doktora medicine:

Mijesto i datum:
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Prilog 4. Informirani pristanak — obavijest

INFORMIRANI PRISTANAK — OBAVIJEST

Opis postupka

Pri upisu u bolni¢ki informacijski sustav (BIS) dodijelit ¢e Vam se jedinstveni identifikacijski
broj. Njime Ce se obiljeziti i Sifrirati Vas uzorak i tako osigurati povjerljivost VaSeg identiteta. U
svrhu provodenja molekularno-dijagnosti¢kog postupka pristupit ¢ete uzorkovanju periferne
krvi i/ili koStane srZi, ovisno o preporu¢enom molekularno-dijagnostickom postupku. 1z uzorka
Ce se izolirati geneti¢ki materijal nakon €ega slijedi preporu¢eni molekularno-dijagnosticki
postupak analize ciljanog panela gena metodom sekvenciranja nove generacije (engl. next-
generation sequencing, NGS). Primijenjeni test omogu¢ava dokazivanje genskih varijanti
kljuénih za dijagnostiCku evaluaciju bolesti, stratifikaciju rizika bolesti i odabir terapije.
Interpretacija i klasifikacija genskih varijanti prema patogenosti i kliniCkom znacenju provodi
se u skladu s vrijede¢im smjernicama. Ne testiraju se geni koji nisu uklju¢eni u panel. Nalaz s
rezultatima analize bit ¢e oblikovan u elektroni€¢kom obliku i dostupan lije¢niku specijalistu koji
je zatraZio dijagnosticki postupak i Vasem lije¢niku obiteljske medicine.

Mogqudi rizici postupka i zamjena za preporuéeni postupak

Fizicki rizik od molekularno-dijagnosti¢kog postupka jest minimalan. Uzorkovanje periferne
krvi/koStane srzi obavlja se standardiziranim postupkom nakon kojeg mozete osijetiti lagani
bol zbog uboda iglom. Na mjestu uboda moguca je pojava crvenila ili modrice te slabije
krvarenje koje u vecini sluCajeva vrlo brzo prestaje na jaci pritisak. Nema prikladnih zamjena
za prikupljanje uzoraka u svrhu provodenja hematoloskoga molekularno-dijagnosti¢kog
postupka. Molekularno-dijagnosti¢ka metoda sekvenciranja dio je standardne klini¢ke skrbi u
podru¢ju hematoonkoloskih bolesti te je s obzirom na analiticka i bioinformati¢ka svojstva
slozenosti, osjetljivosti i specifiCnosti najnapredniji dijagnosticki postupak u ovom trenutku.

Koristi i ograniéenja dijagnosti€kog postupka NGS

Korist primjene molekularno-dijagnosti¢kog postupka metodom NGS ocituje se u poboljSanju
osobne zdravstvene skrbi za pacijenta. Rezultat dijagnosti¢kog postupka mozZe utjecati na
terapijski postupak te poboljSati ishode lije€enja. OgraniCenja metode NGS odnose se na
nemogucnost otkrivanja genskih varijanti Cija je alelna u¢estalost manja od 5 % u ispitivanom
uzorku te na nemogucnost odredivanja pojedinih delecija/insercija i vecih ponavljajuéih
genskih sekvenci. Metodom NGS ne mozemo razlikovati steCene (somatske) od naslijedenih
genskih promjena. Moguce su promjene u klasifikaciji genskih varijanti prema patogenosti i/ili
klinickom znacenju zbog kontinuiranog napretka u poznavanju genske podloge bolesti. Ovom
analizom nije moguce otkriti varijante gena koji nisu ukljuéeni u primijenjeni ciljani genski
panel.

Identifikacija genskih varijanti nepoznatog znacenja i genskih varijanti zametne linije

Analizom genskog materijala primjenom metode NGS u hematoonkoloSkim testiranjima
ponajprije se ispituju somatske (ste€ene) genske varijante koje su klini¢ki vazne. Pritom postoji
mogucnost detekcije varijanti u genima uklju€enim u primijenjeni panel za koje nije poznato
klinicko znagenje. Zbog prirode same metode sekvenciranja moguce je otkriti i genske
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varijante koje su potencijalno nasljedne genske varijante (varijante zametnih stanica). Genska
varijanta moze se smatrati naslijedenom ako se prisutnost varijante utvrdi u drugom tkivu istog
pacijenta.

Privatnost i povjerljivost medicinskih podataka

Privatnost i povjerljivost Vasih osobnih podataka, uklju¢ujuéi zdravstvene podatke, zasticeni
su primjenom Zakona o zdravstvenoj zastiti, Zakona o za$titi prava pacijenata, Zakona o
podacima i informacijama u zdravstvu.

Obrazac Informirani pristanak — suglasnost
Obrazac Informirani pristanak — obavijest

Obrazac Izjava o odbijanju molekularno-dijagnosti¢kog postupka
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Margareta Radi¢ Antolic

Klinicki zavod za laboratorijsku dijagnostiku, Klinicki bolnicki centar Zagreb

Sekvenciranje nove generacije (NGS — engl. Next
generation sequencing) sve se vise rutinski koristi
u molekularnoj dijagnostici ukljucujuci tako 1 kli-
nicke laboratorije za hematoonkologiju. Zasluge za
to velikim dijelom pripadaju novim klasifikacijama
leukemija i limfoma iz 2022. godine. Naime, Svjet-
ska zadravstvena organizacija je revidirala prethod-
ne klasifikacije te objavila 5.izdanje dok je paralelno
ICC (engl. International Consensus Classification),
objavila svoju klasifikaciju limfoidnih 1 mijeloidnih
neoplazmi. Obje se klasifikacije temelje na sve ja-
¢em utjecaju molekularnih biljega bilo da se radi o
citogenetskim promjenama ili molekularnim pro-
mjenama na razini pojedinih gena nego na mor-
foloskim kriterijima koji su bili temelj prethodnih
klasifikacija.

Dijagnostika limfoidne neoplazme pocinje oda-
birom odgovaraju¢eg uzorka, bilo da se radi o pe-
rifernoj krvi ili koStanoj srzi za cirkuliraju¢u lim-
foproliferaciju ili bioptatu (punktatu) limfnog ¢vora
u slucaju sumnje na limfom. Odabir uzorka izuzet-
no je vazan dio predanalitickog procesa jer upravo
o kvaliteti 1 sadrzaju uzorka (udio neoplasti¢nih
stanica) ovisi 1 osjetljivost izvedene analize. Oda-
bir antikoagulanta (EDTA — ljubicasta epruveta) te
transport na tempreraturi izmedu 2°C i 8°C unutar
24h od uzorkovanja osigurava o¢uvanje nukleinskih
kiselina koje su osnova molekularne dijagnostike.
Medicinska dokumentacija je takoder korisna po-
gotovo ako laboratoriju nije dostupna kroz bolnicki
informaticki sustav te valjano ispunjen Zahtjev koji
se nalazi na stranici Krohema (https:/www.krohem.
hr/kronicna-limfocitna-leukemija-kll/). Predanali-
ticki laboratorijski postupci ve¢inom se temelje na
obogacivanju uzorka, izdvajanju nukeinskih kiseli-

na, dok analiti¢ki dio obuhvaca ciljano sekvencira-
nje panela gena za koje je dokazano da se dovode u
vezu s klinickom slikom bolesti ili imaju utjecaj na
odabir terapije. Pritom se koriste odabrani bioinfor-
maticki alati za pretrazivanje poznatih 1 novootkri-
venih varijanti koje se koriste za potvrdu dijagnoze,
stratifikaciju rizika bolesti te odabir ciljane terapije.
Ciljano sekvenciranje nove generacije je mocan, ali
1 financijski isplativ alat za rutinsku molekularnu
dijagnostiku.

Najucestalija limfoproliferacija u populaciji odra-
slih, kroni¢na limfocitna leukemija (KLL), done-
davno nije bila ovisna o molekularnoj dijagnostici,
dok je danas nezamislivo pristupiti lijecenju bez po-
dataka o mutacijskom statusu varijabilne regije tes-
kog lanca imunoglobulina (IGHV) te mutacijskom
statusu 7P53. IGHV mutacijski status je povezan s
prognozom bolesti te utjece na odluku o terapijskom
pristupu, dok mutacijski status 7P53 direktno utjece
na odabir vrste terapijskog pristupa kod dijagnoze 1
u relapsu bolesti. IGHV mutacijski status odreduje
se umnazanjem klonotipske preuredbe gena IGH V-
IGHD-IGHJ, koriste¢i Sangerovo sekvenciranje ili
NGS 1 procjenu postotka identi¢nosti s najslicnijim
genom IGHV zametnih stanica. Grani¢na vrijednost
podudarnosti sa sekvencom gena IGHV za svrsta-
vanje slucajeva KLL u prognosti¢ke skupine je 98%
stoga je mutacijski status gena IGHV definiran kao
nemutirani ukoliko je podudarnost sa sekvencom
gena IGHV veca od 98% odnosno kao mutirani ako
je podudarnost manja od 98% (Slika 1.). Tako KLL
bolesnici s IGHV nemutiranom preuredbom spadaju
u skupinu nepovoljnog rizika dok oni s mutiranim
IGHVom imaju povoljnu prognozu bolesti.
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Slika 1. Primjer rezultata bioinformaticke analize utvrdivanja podudarnosti IGHV klona s referntnom
sekvencom, prilagodeno prema https://www.imgt.org/IMGT vquest/input.
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Aminokiselinski slijed od
C104 4o W118

\

Nadalje, karakteristican slijed aminokiselina
unutar varijabilne regije teskog lanca imunoglobu-
lina (VH CDR3) moZe se dodijeliti stereotipnim
podskupinama (engl. subsef) karakteriziranih spe-
cificnom klinickom prezentacijom i ishodom bolesti

te moze pridonijeti to¢nijoj stratifikaciji rizika KLL
bolesnika. Pritom se isticu Cetiri najvaznije podsku-
pine; #1,#2 1 #8 koje su nepovoljnog rizika neovisno
o mutacijskom statusu IGHV gena te podskupina #4
povoljnog rizika.

Slika 2. Podtipovi B stani¢nog receptora (VH CDR3) karakterizirani su slijedom aminokiselina izmedu C104 i
W118, prilagodeno prema https://station2.arrest.tools/subsets/.
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Uz obavezno odredivanje mutacijskog statusa
TP53 pri svakoj promjeni terapije, pozeljno je jos i
odredivanje mutacija u genima BTK, PLCG2 1 BCL2
koje mogu biti uzrok rezistencije na inhibitore Bur-
tonove tirozin kinaze (BTK) te BCL2 inhibitore.
Sve navedeno opravdava nezaobilaznu upotrebu
NGS u rutinskom laboratoriju, a u sluzbi modernog
pristupa lijeCenju bolesnika s KLL-om.

Uloga NGS-a u dijagnostici i diferencijalnoj di-
jagnostici limfoma takoder zauzima vazno mje-

sto posebice ako se radi o morfoloski slicnim en-
titetima, subklasifikaciji ili oskudnom uzorku za
patohistolosku dijagnostiku. U tu svrhu koriste se
ciljani genski paneli (Tablica 1.) za dokazivanje po-
jedinaénih varijanti jednog nukleotida (SNP — engl
single nucleotide polymorphism), malih insercija
i delecija (engl. indel), ali i promjena broja kopija
gena (CNA — engl. copy number alteration) te doka-
zivanja strukturnih varijanti kojima se omogucava
bolja subklasifikacija limfoma, stratifikacija rizika
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bolesnika i predvidanje odgovora na terapiju. Sve je  NGS-om visoke osjetljivosti ctDNA se ¢ini se valja-
popularnije koriStenje cirkuliraju¢e tumorske DNA  nom alternativom biopsiji tkiva za dijagnozu, ali i u
(ctDNA) iz krvne plazme zbog dostupnosti uzorka pracenju mjerljive ostatne bolesti (MRD engl. mea-
1 neinvazivnosti pri uzorkovanju. U kombinaciji s surable residual disease).

Tablica 1. Preporuceni NGS paneli za B i T stanicne limfome, prilagodeno prema Sanchez-Beato, Margarita et
al (2024): 1043-1062. doi:10.1007/s12094-023-03307-1

B- stanicni limfomi

obaveznii preporuceni CNAs

B2Mm KTM2D ARID1A MEF2B ATM CN gain 11p
BCL10 myec ARID1B MKLN1 BCL2 CN gain 18921.33
BCL2 MYD88 ATM NFKBIE BCL6 CN gain 3027.3
BCL6 NOTCH1 CD79A NSD2 CDKN2A CN loss 9p21.3
BIRC3 NOTCH2 CSFR2B P2RY8 FoXxot1 CN gain 13q
BTG1 PIM1 DDX3X PLEKHG1 myc CN gain 8g24.21
BTK PIMZ2 FBXW7 POT1 TP53 CN loss 17p13.1
CARD11 PLCG2 FoXo1 PTPN11 CCND1 CN gain 11q13
CCND3 POU2AF1 HIVEP2 S1PR2 Del (7q) CN loss 7031-32
CD58 PRDM1 IGLL5 SIN3A TRISOMY 3 CN gain

cD70 SF3B1 IKBK RPS15 TRISOMY 12 CN gain

CD79B SGK1 IKZF3 TRAF2 TRISOMY 18 CN gain

CHD2 S0CS1 ITPKB TRAF3

CREBBP STAT3 LYN XPO1

DTX1 STAT6 MAP2K1 ZMYM3

EP300 TCF3 MAP3K14 ZNF292

EZH? TET2

GNA13 TNFAIP3

HIST1HT1E TNFRSF14

IRF8 TP53

ID3 UBE2A

KLF2 IGHV

T- staniéni limfomi

obavezni preporuceni CNAs

CD28 RHOA ARID1A NOTCH1 TP53 CN loss 17p13.1
DNMT3A SETD2 CTCF PREX2 myc CN gain 8g24.21
IDH2 STAT3 FYN PRKCQ CDKN2A CN loss 9p21.3
JAK1 STAT5B IN08O RB1

JAK3 TET1 LCK TET3

PI3KCD TET2 NFATS TRRAP

PLCG1 TP53 NFATC2

PRDM1 VAV1
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Klasifikacijska nomenklatura akutne limfobla-
sti¢ne leukemije (ALL) iz 2022, stavlja naglasak na
molekularne promjene (fuzije), a ne na citogenet-
ske promjene (translokacije), kako bi se omogucila
primjena razlicitih tehnika za njihovo dokazivanje.
Tako uz klasi¢ne molekularne alate poput ugnjezde-
nog PCR (engl.polymerase chain reaction) te PCR u
stvarnom vremenu koji se rutinski koriste u dokazi-
vanju poznatih fuzijskih prijepisa poput BCR.::ABLI,
ETV6::RUNXI, TCF3 (E2A4)::PBX1 1 preuredbe
KMT2A4 (MLL), sve vise laboratorija koristi prednosti
NGS tehnologije. Pritom je moguc¢e dokazati i fuzije
kojima je partner gen nepoznat ili neuobicajen, ali

se bolest odlikuje znacajkama sliénim BCR::ABLI
( BCR::ABLI like) ili ETV6::RUNXI(ETV6::RUNXI
like) pozitivnim ALL, a bolesnik u tom slucaju
moze imati koristi 1 od ciljanih terapija. (Tablica 2.)
U toj skupini od oko 30% ALL potrebno je doka-
zati pojacanu ekspresiju CRLF?2 zatim fuzije ABLI,
fuzije JAK2 ili EPOR, TYK?2 preraspodjele, muta-
cije RAS signalnog puta ili neobicne fuzije drugih
gena pomocu sekvenciranja transkriptoma. Rijetke
T-stanicne ALL imaju povoljni prognosticki u¢inak
u slucaju komutacija u NOTCHI/FBXW7 uz negati-
van mutacijski status PTEN/RAS gena u vidu ranog
odgovora i dugoro¢nog povoljnog ishoda lijecenja.

Tablica 2. Primjer fuzijskih partnera kod BCR::ABL1 like ALL prilagodeno prema Tasian, Sarah K et al.
Blood vol. 130,19 (2017): 2064-2072. doi:10.1182/blood-2017-06-743252

Kinaza TKI 5" Fusijski partner

ABL1 Imatinib/dasatinib CENPC, ETV6, FOXP1, LSM14A, NUP153, NUP214, RANBP2, RCSD1, SFPQ,
SNX1, SNX2, SPTNAT, ZMIZ1

ABL2 Imatinib/dasatinib PAG1, RCSD1, ZC3HAV1

CSF1R Imatinib/dasatinib MEF2D, SSBP2, TBL1XR1

PDGFRA Imatinib/dasatinib FIP1L1

PDGFRB Imatinib/dasatinib ATF7IP, EBF1, ETV6, SNX29, SSBP2, TNIP1, ZEB2, ZMYND8

LYN Imatinib/dasatinib GATADZA, NCOR1

CRLF2 JAK2 inhibitor CSF2RA, IGH, P2RY8

JAKZ JAK2 inhibitor ATF7IP, BCR, EBF1, ETV6, GOLGA5, HMBOX1, OFD1, PAX5, PCM1, PPFIBP1,
RFX3, SMU1, SNX29, SSBP2, STRN3, TERF2, TPR, USP25, ZBTB46, ZNF274,
ZNF340

EPOR JAK2 inhibitor IGH, IGK, LAIR1, THADA

TSLP JAK2 inhibitor 1QGAP2

TYK2 TYK2 inhibitor MYB, SMARCA4, ZNF340

IL2RB JAK1/JAKS inhibitor | MYH9

NTRK3 TRK inhibitor ETV6

PTK2B FAK inhibitor KDMG6A, STAG2, TMEM?2

FGFR1 Ponatinib BCR

FLT3 FLT3 inhibitor ZMYM2

DGKH ZFAND3

BLNK DNTT

CBL KANK1

Klonalna preuredba gena za teski lanac imu-
noglobulina (IgH) 1 T-stani¢nog receptora (TCR —
engl.T cell receptor) vrlo su specificni za pacijentov
neoplasticni klon 1 stoga izvrstan alat za pracenje
MRD-a, najmo¢niji neovisni ¢imbenik rizika od re-
cidiva 1 dugoro¢nog prezivljenja. Koristenje visoko
specifi¢nog 1 osjetljivog PCR u stvarnom vremenu

za IgH 1 TCR za dokazivanje ostatne limfoprolife-
rativne bolesti bilo je izuzetno komplicirano, zahtje-
valo je utvrdivanje pruredene sekvence IgH/TCR
neoplasticnog klona kod dijagnoze te sintezu spe-
cifine probe za mjerenje u tockama pracenja, Sto je
u rutinskom laboratorijskom radu bilo izuzetno za-
htjevno. Ujedno je metoda bila dugotrajna i skupa, a
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ciljanoj terpiji limfoproliferativnih bolesti

istovremeno nije davala dodatni doprinos pracenju
(pogotovo ako je istovremeno bila dostupna protoc-
na citometrija).

Visokoosjetljiva NGS tehnologija omogucuje
kvantitativno pracenje IgH/TCR klona i pouzdana
je metoda za procjenu MRD-a koji se sve vise kori-
sti u klini¢koj praksi zbog svoje visoke osjetljivosti.
Razvoj novih terapija limfoproliferativnih poreme-
¢aja sve ¢e vise koristiti MRD kao kriterij za pro-
mjenu intenziteta terapije kako bi se sprijecio reci-
div bolesti, smanjio morbiditet i smrtnost povezani
s lijeCenjem.

Zaklju¢no, NGS se ¢ini mo¢nim dijagnostickim
alatom za otkrivanje genskih promjena kojih je sva-
kim danom sve vise klini¢ki znacajno, ali je upotre-
bljivost dobivenih informacija ponekad dodatni iza-
zov u kontekstu personaliziranog pristupa lijeCenju
bolesnika.
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Uvod

Primjena imunofenotipizacije stanica protocnom
citometrijom moguca u raznim granama medicine,
ali najzastupljenija je u hematologiji 1 imunologiji.

Imunofenotip stanice moze upucivati na Sirok
spektar benignih (infektivnih, reaktivnih) ili zlo-
¢udnih bolesti hematopoeze, a nalaz imunofenotipa
monomorfne populacije stanica moze dodatno po-
mo¢i u njihovoj daljnjoj diferencijalnoj dijagnostici.

Od samih pocetaka klasifikacije tumora hemato-
limfoidnog tkiva Svjetske zdravstvene organizacije
(SZO) integrirana dijagnoza klinic¢ki znacajnih enti-
teta hematolimfoidnih tumora temelji se na klinic¢-
kim znacajkama, te morfoloskim, citokemijskim, ge-
netskim 1 imunofenotipskim obiljezjima stanica (1).

Imunofenotipska karakterizacija zasniva se na
usporedbi imunofenotipa leukemijskih/limfomskih
stanica s imunofenotipom normalnih stanica he-
matopoeze. Aberantni imunofenotip povezan s le-
ukemijom/limfomom je karakteriziran stjecanjem
novih ili gubitkom odredenih stani¢nih antigena
izrazenih na normalnim stanicama.

Prema najnovijoj WHO klasifikaciji tumora he-
matolimfoidnog tkiva (WHO-HAEMS, 5. izdanje,
2024.) (2) 1 Medunarodnoj konsenzusnoj klasifika-
ciji limfoidnih i mijeloi¢nih neoplazmi (ICC, 2025.)
(3), dvije osnovne vrste limfoma uzrokovane mali-
gnom, klonalnom transformacijom i zrelih i nezre-
lih B ili T/NK stanica su Hodgkinov limfom (HL) 1
ne-Hodgkinov limfom (NHL) razvrstane u vise od
60 podtipova koji se razlikuju prema stupnju mali-
gnosti 1 vrsti stanica. Klinicki tijek varira od indo-
lentnog (limfomi koji potjecu iz B stanica) do agre-
sivnog (limfomi koji potjecu ili od B ili T stanica).
Medu NHL-ovima B stanica u zapadnim zemljama,
najces¢i agresivni podtipovi su difuzni limfom veli-
kih B stanica (DLBCL; 31%), limfom stanica plasta
(MCL; 6%) 1 Burkittov limfom (BL; 2%), a najce-
$¢1 indolentni podtipovi su folikularni limfom (FL;
22%), limfom marginalne zone (MZL; 8%), kroni¢-
na limfocitna leukemija/limfocitni limfom malih
stanica (CLL/SLL; 6%) 1 limfoplazmocitni limfom

(LPL; 1%). Medu T-stani¢énim NHL-ovima, uobi-
¢ajeni podtipovi (10-15%) ukljucuju periferni T-sta-
ni¢ni limfom (PTCL; 6%) 1 koZni T-stanicni limfom
(CTCL; 4%). Obje klasifikacije se 1 dalje temelje na
morfoloskim kriterijima, no znacaj molekularnih
biljega, bilo citogenetskih bilo molekularnih pro-
mjena na razini gena nadvladava zahvaljujuc¢i novim
molekularnim tehnikama, narocito sekvenciranju
nove generacije (engl. Next Generation Sequencing,
NGS) sa moguénosc¢u integrirane analize podataka
velikih razmjera. Klasifikacija 1 dijagnosticki pri-
stup limfoproliferativnim bolestima prihvacen je 1
od hrvatskih hematologa 2022. na odrZanom sastan-
ku pod nazivom 4. Hematoloski konsenzus o dija-
gnostici 1 lijeCenju limfoma (4).

Neoplazme B limfocita

Tipizacija stanica B limfocitne loze je relativno
jednostavnija od drugih. Pretrazivanjem na feno-
tipske anomalije iskazane kao smanjenje ili gubitak
normalno prisutnih odredenih stani¢nih antigena ili
pojavnost drugih koji im ne pripadaju ili ne pripada-
ju tom stadiju zrelosti razlikuje se normalna stanica
od promijenjene. Uz dodatnu analizu izrazaja lakih
lanaca imunoglobulina (kappa ili lambda) moze se
utvrditi da 1i postoji ili ne klonalna preuredba.

Prema Delphi studiji koja je provedena medu
korisnicima proto¢ne citometrije u Velikoj Britani-
ji 2024. kao obvezatni su istaknuti biljezi: CD45,
CD19, CD20, KAPPA, LAMBDA, CD5 i1 CDI0, a
dalje preporuc¢eni CD79b, CD23, CD200, CD103,
CDllc, CD25, CD43, CD38 1 CD123 (5).

Entitet B-kroni¢na limfocitna leukemija /Lim-
fom malih stanica (B-KLL/SLL)

Odavno je uvrijezen Matutes bodovni sustav za
brzo razlikovanje B-KLL/SLL- a od drugih B-NHL-
a. Zasniva se na bodovanju rezultata izrazaja biljega
CD5, CD23, CD79 i razine izrazaja lakih lanaca
imunoglobulina (6). ProSirenjem broja testiranih
stani¢nih biljega na CD200 i CD43, sama podjela
na tipi¢an i atipi¢an B-KLL/SLL je puno to¢nija (7).
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Slika 1. Prikaz tipi¢nog fenotipa stanica B-KLL-a: sniZena razina biljega CD20, CD81 i CD22, CD5+, CD200+,
CD43+, ROR1+, klonalan izraZaj KAPPA lakog lanca niskog intenziteta, negativan izraZaj CD79b.
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Na putu harmonizacije analize B-KLL-a proto¢-
nom citometrijom mnostvo je zavrsenih ili projekata
u tijeku koji prate stalan instrumentalni napredak,
otkrica novih antigena, protutijela i furokoroma
stvarajuci podlogu za postizanje reproducibilnih i
smanjenja broja nepodudarnih rezultata medu labo-
ratorijima. Jedna od njih 1 ERIC studija kojom su de-
finirani osnovni biljezi: CD19, CD20, CD5, CD23 i
laki lanci imunoglobulina, i pozeljni: CD43, CD79b,
CDS8I, CD200, CD10 i RORI za postavljanje dija-
gnoze. Za pracenje minimalne ostatne bolesti oda-
brani su najinformativniji biljezi: CDI19, CD20,
CDs5, CD79b, CD8I, CD43, CD200 i ROR1 (8).
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Neoplazme T limfocita

Imunofenotipizacija je manje uspjesna nego kod
B-limfocitnih neoplazmi. Uglavnom se dokazuje
fenotipska anomalija u izrazaju stani¢nih biljega u
usporedbi sa normalnim stanicama. Za dokaziva-
nje T-limfoma prema spomenutoj Delphi studiji kao
osnovni istaknuti su biljezi: CD45, CD3, CD4, CDS,
CD7 i CD2, a preporuceni: CD5, CD56, CDI16,
CD57, CD25, CD26, TCRgd, TCRab, CD10, CD30,
Sto je ponekad nedostatno, i novo predloZeni biljeg
TRB-C1 (i TRB-C2) kojim se pokuSava utvrditi
klonalnost stanica (5,9).

Slika 2. Prikaz izraZaja TRB-CI na normalnim (gornja slika) i abnormalnim T-limfocitima (fenotip:

CD3+TCRab+CD4+CD7-) (donja slika)

[cd3+tcr ab+] TCR CB1-PE

[ab+4+] TCR CB1-PE

[ab+8+] TCR CB1-PE

Count

P e |

[ 0 108 W e
TCR CB1-PE

TCR CB1-PE

0 1F 10 e W e e
TCR CB1-PE

22

Bilten Krohema — Vol. 17, br. 1



Z. Siftar Imunofenotipizacija u dijagnostici limfoproliferativnih bolesti
[ab] TRE C1-PE [cd4+] TRE C1-PE [cd8+] TR C1-PE [4+7-] THE C1-PE
w.
o
2004
3o : é
w04
T
- (2 s
W ¥ ¥ ¥ Ly L W Lo ¥ L WF ¥
TRE C1-PE TRE C1-PE TRB C1-PE
Literatura

Kao uzorak za analizu mogu se koristiti sva te-
kuca tkiva (puna krv, citoloski punkat kostane srzi),
ekstravaskularne tekucine (cerebrospinalna tekuci-
na, pleuralni izljev, ascites), citoloski punktat lim-
fnog ¢vora 1/ili solidnog tkiva gdje su stanice raz-
dvojene jedna od druge.

Kvaliteta analize 1 samog nalaza izravno su ovi-
sne o dosljednoj primjeni zahtjeva za uzorkovanje,
distribuciji, transportu i skladistenju. Jedan od njih
je opisan u postupniku biltena Krohema 2021.godi-
ne (10).

Zakljucak

Procjena vrste i zrelosti specificne subpopulacije
normalnih, odnosno maligno promijenjenih stanica,
kao 1 otkrivanje promijenjenog izrazaja pojedinih
antigena ovisi isklju¢ivo o istovremenom proucava-
nju vise stani¢nih antigena i njihovih medusobnih
odnosa $toje moguce dobiti analizom protocne cito-
merije. Imperativ za dobivanje to¢nog i nedvosmi-
slenog reproducibilnog nalaza je striktna primjena
smjernica koje uvazavaju nove spoznaje i tehnolos-
ka postignuca.
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Poremecaji plazma stanica oc€ituju se prevelikom
produkcijom plazma stanica u kostanoj srzi.

Normalne plazma stanice razvijaju se iz B-limfo-
cita aktiviranim antigenom u limfnim organima kao
Sto su koStana srz, slezena i limfni ¢vorovi.

Iako se prije mislilo da je jedina funkcija plazma
stanica sekrecija antitijela, danas je poznato da plaz-
ma stanice reguliraju imunoloski odgovor inhibici-
jom razvoja folikularnih T-stanica (1). Folikularne
pomoc¢nicke T —stanice pak luce IL-21, protein od-
govoran za zrenje afiniteta vezanja, postojanost ger-
minalnog centra i terminalnu diferencijaciju B-lim-
focita (2,3), Sto upucuje na postojanje antigen-speci-
ficne negativne povratne sprege kojom se modificira
produkcija plazma stanica minimalizirajuci njihovu
nepotrebnu i1 potencijalnu patoloSku prekobrojnost.

Najnezreliji oblik plazma stanice je plazmoblast
koji moze proliferirati i luciti male koli¢ine antitijela,
zarazliku od zrele plazma stanice koja ne proliferira
1 luci stotine tisu¢a molekula antitijela u sekundi.

Otklon od normalne proliferacije plazma stani-
ca uzrokuje brojne klinicke patologije; neoplazme
plazma stanica i imunodeficijenciju plazma stanica.

Neoplazme plazma stanice karakterizira aberan-
tna proliferacija klonalnih plazma stanica koje pro-
izvode monoklonalni imunoglobulin, M protein (4).

Monoklonalna gamapatija neodredenog znaca-
ja (engl. Monoclonal gammopathy of undetermi-
ned significance, MGUS) je asimptomatsko stanje
spektra monoklonalnih poremecaja plazma stanica
(diskrazija). Kod ovakvog stanja klonalne plazma
stanice luce imunoglobulin, no razina M proteina je
<30 g/L, ima <10% monoklonalnih plazma stanica
u kosStanoj srzi i nema dokaza organskog oStecenja,
kao $to su hiperkalcemija, bubrezna insuficijencija,
anemija i koStane lezije kao posljedica poremecaja
proliferacije plazma stanica.

70% sluc¢ajeva MGUS-a je IgG, 15% IgM, 12%
IgA, a 3% je biklonalno (5). Prema tipu imunoglobu-
lina MGUS se svrstava u dvije kategorije s razliitim
potencijalom klinicke progresije; [gM MGUS moze
progredirati u limfoblasti¢nu leukemiju ili Walden-
strom makroglobulinemiju, a ne-IgM MGUS u Su-
ljajuci (engl. smoldering multiple myeloma, SMM)
ili multipli mijelom (MM).

Rana citogenetska promjena koja osigurava
imortalizaciju plazma stanica 1 pocetak klonalnosti
je hiperdiploidija koja se moze detektirati u kostanoj
srzi kod oko polovice pacijenata. Numeric¢ke kromo-
somske promjene kod MGUS-a jednake su kao i kod
MM-a.

Mutacije u genima KRAS, NRAS, TP53, BRAF,
FAMA46C 1 DIS3 smatraju se pokretackim za tran-
sformaciju prema multiplom mijelomu, no isto tako
za takvu su progresiju vise znacajne vrste mutacija
od njihovog broja. Pokretacke mutacije osiguravaju
bolje prezivljenje takvih stanica i njihovu selektivnu
prednost, te izbjegavanje odgovora mikrookoline 1
imunoloskog sustava. Progresija prema MM-u ovisi
o prezivljenju takvih subklonova, no asimptomatsko
stanje moze potrajati i nekoliko desetljeca (6).

Mnogo MGUS-a nikada ne prijede u malignu bo-
lest. Ipak, ukoliko se nastavi aberantna proliferacija
plazma stanica i nadidu se kriteriji za MGUS, bolest
progredira u SMM, takoder asimptomatski poreme-
¢aj plazma stanica, no s vrijednostima M proteina
>30 g/L 1 210 % monoklonalnih plazma stanica u
kostanoj srzi, bez dokaza organskog osStecenja.

Za razliku od MGUS-a, kod kojeg 1% slucajeva
godisnje progredira u simptomatski MM, vjerojat-
nost progresije SMM u MM je 10% godiSnje u prvih
pet godina, 3% godiSnje u sljede¢ih 5 godina, a na-
dalje 1% godisnje (7).

Daljnje nagomilavanje mutacija osigurava selek-
tivnu prednost aberantnih plazma stanica 1 predstav-
lja pokretacku platformu za razvoj simptomatskog
MM-a. Stanice pocinju rasti difuzno, no jo$ uvijek
sporo u prvome stadiju. Vazni inicijalni dogadaj
u razvoju MM-a je preuredba lokusa teskog lanca
imunoglobulina (IGH). Oko 40% pacijenata pri pre-
zentaciji ima translokacije IGH lokusa (8). Translo-
kacije t(4;14), t(14;16) 1 t(14;20) povezuju se s loSom
prognozom 1 visokorizicnom boleS¢u. S druge stra-
ne, pacijenti s t(11;14) 1 t(6;14) /ili trisomijama imaju
bolest standardnog rizika. Vazno je naglasiti da flu-
orescencijska in situ hibridizacija (FISH) ima vecu
osjetljivost od konvencionalne citogenetike u otkri-
vanju abnormalnosti zbog niske stope proliferacije
plazma stanica (9).
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Gubitak kratkog kraka (p) kromosoma 17 naj-
vazniji je ¢imbenik rizika kod multiplog mijeloma
koji upucuje na visoki rizik progresije bolesti, s
medijanom vremena do progresije kod SMM (engl.
time to progression, TTP) od 2 godine i medijanom
ukupnog prezivljenja kod MM-a od 3 godine (10).
Bitno je naglasiti vaznost odredivanja delecije 17p
metodom FISH pri inicijalnoj dijagnozi MM i u slu-
¢aju sumnje na relaps/refraktornu bolest jer u kari-
otipizaciji moze promaknuti zbog ogranic¢ene osjet-
ljivosti metode. U pozadini ove delecije jest gubitak
tumor supresorskog gena p53, uklju¢enog u kontrolu
stani¢nog ciklusa, pri ¢emu takve stanice gube mo-
gucénost stani¢nog zastoja kod apoptoze, senescenci-
je, popravka DNA ili promjena u metabolizmu, Sto
im omogucuje nekontroliranu proliferaciju, uz nago-
milavanje ostalih mutacija.

Jos jedna citogenetska abnormalnost ukazuje na
loSu prognozu: dobitak ili amplifikacija kromosom-
ske regije 1q, koja se pojavljuje prilikom inicijalne
dijagnoze MM-a u oko 40% slucajeva (11). Smatra
se da ovakva promjena prati napredovanje bolesti,
cesto putem skakajucih translokacija (translokacija
istog fragmenta donorskog kromosoma na 2 ili vise
kromosoma primatelja), ¢cime se s vremenom pove-
¢ava broj kopija. Vise gena pogodeno je ovakvom
abnormalnos¢u; CKSIB je potencijalni gen pokre-
tac, a opisan je i1 potencijalni znacaj gena ADARI
1 MCLI (12). CKSIB dio je obitelji ciklin-kinaza
CKSI koje su u interakciji s ciklin-ovisnim kinaza-
ma, te je neizostavan dio stani¢nog ciklusa, a njegov
se dobitak/amplifikacija povezuje s visokim rizikom
od progresije SMM, medijanom TTP-a od 2 godine
1 medijanom ukupnog prezivljenja kod MM-a od 5
godina (10).

Ukupno gledajuéi, citogenetski pokazatelji vi-
sokog rizika kod MM su t(4;14), t(14;16) 1 t(14;20),
delecija 17p 1 dobitak/amplifikacija kromosomske
regije 1q.

Solitarni plazmocitom je rijetki oblik diskrazije
plazma stanica koji se prezentira kao jedinstvena
masa monoklonalnih plazma stanica koja moze biti
smjeStena ekstramedularno ili unutar kosti, bez ili s
minimalnom plazmacitozom kostane srzi, te samo
sa simptomima koji potje¢u od primarne lezije. Pre-
ma dostupnim podacima, oko 8-36% ekstramedu-
larnih plazmocitoma razvije se u multipli mijelom, u
usporedbi sa 60% solitarnih medularnih plazmoci-
toma (13). Gledano citogenetski, plazmocitom i MM
su sli¢ni, no do sada nisu identificirane citogenetske
podgrupe plazmocitoma koje bi ukazivale na rizik
od progresije.

Ostale diskrazije plazma stanice uklju¢uju AL
amiloidozu, najces¢i tip sistemske amiloidoze, koju
karakterizira odlaganje vlakana lakih lanaca imu-
noglobulina, najces¢e lambda, iz klonalnih nisko
proliferiraju¢ih plazma stanica. Takva vlakna saci-
njavaju amiloid.

Na pocetku obi¢no mali i indolentni klon B-sta-
nica moze proizvoditi lake lance (u 80% slucajeva
lambda), s mutacijama u varijabilnoj regiji, §to uzro-
kuje kineticku nestabilnost lakih lanaca, te njihovu
agregaciju. Daljnje interakcije s mikrookolinom re-
zultiraju stvaranjem oligomera koji posjeduju tok-
sicnu funkciju jer narusavaju funkciju i vijabilnost
stanica unutar organa. Oligomeri stvaraju dobro or-
ganizirane vlaknaste strukture Sirine 10-12 nm koje
zauzimaju parenhim i na taj nacin oStec¢uju vitalne
organe poput bubrega, srca, zZivéanog i probavnog
sustava, te uzrokuju razli¢ite simptome, u ovisnosti
o stupnju infiltracije (14).

Najvazniji citogenetski ¢imbenik prognoze kod
AL amiloidoze je translokacija t(11;14) koju je mo-
guce detektirati kod oko 40% pacijenata, a povezuje
se sa kra¢im periodom bez (pojave) dogadaja (engl.
event-free survival, EFS) i loSijim odgovorom na
terapije bazirane na bortezomibu (15.16). Pojac¢ana
ekspresija ciklina DI kod takve translokacije i po-
sljedi¢no proteina bcl-2 vodi ka sprecavanju progra-
mirane stani¢ne smrti (apoptoze), odnosno imortali-
zaciji. No, kako su terapeutske opcije za AL amilo-
idozu napredovale, citogenetska analiza dobivala je
sve vise na vaznosti. Takvi pacijenti pokazuju dobar
odgovora na selektivni inhibitor bcl-2 venetoklaks,
te se svakako preporucuje citogenetska (FISH) ana-
liza na ovu translokaciju pri dijagnozi i u slucaju re-
lapsa/refraktorne AL amiloidoze (17).

Pacijenti i metode

U analizu su uklju¢eni svi uzorci koji su usli u ci-
togenetski protokol za multipli mijelom tijekom cije-
le 2023. godine 1 zaklju¢no s 4. ozujkom 2024. godi-
ne. Citogenetski protokol ukljucuje izolaciju plazma
stanica iz uzorka koStane srzi metodom imunoma-
gnetske selekcije CD138" pozitivnih stanica.

Na uzorcima je rutinski radena konvencionalna
citogenetika (kariotipizacija) i FISH na izoliranim
plazma stanicama.

Retrospektivna baza podataka ukljucuje 163
uzorka. Tablica 1 prikazuje dijagnoze prilikom upu-
¢ivanja uzorka.
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Tablica 1. Dijagnoze pristiglih uzoraka.

Dijagnoza Broj Postotak Muskarci/zene Prosjecna dob (g)
MGUS 33 20,2% 15/18 67,3
SMM 8 4,9% 4/4 61,0
MM 98 60,1% 58/40 66,1
Plazmocitom 5 3,1% 2/3 58,6
AL Amiloidoza 5 3,1% 4N 64,4
Ostalo 14 8,6% 777 61,9
Ukupno 163 100% 90/73 63,2
Rezultati

Vedéini pacijenata je, prema indikaciji, radena
imunofenotipizacija kojom je utvrden postotak plaz-
ma stanica/aberantnih plazma stanica.

Tablica 2 prikazuje uzorke prema dijagnozama,
pronadene citogenetske abnormalnosti i broj uzora-
ka s aberantnim plazma stanicama detektiranim na

imunofenotipizaciji.

Tablica 2. Uzorci prema dijagnozama, pronadene citogenetske abnormalnosti i broj uzoraka s aberantnim
plazma stanicama detektiranim na imunofenotipizaciji.

Broj/postotak uzoraka s aberantnim plazma stani-
cama detektiranim na imunofenotipizaciji

Dijagnoza Broj uzoraka . i
Nije radeno/neadekvatan Pozitivno (u odnosu na :&T:ZZ??;::S:E::‘:?I]:loh.n:;a_
uzorak broj analiziranih uzoraka) | .. . . y

liziranih uzoraka)

MGUS 33 3(9,1%) 21 (70,0%) 1(3,0%)

SMM 8 0 5 (62,5%) 2 (25,0%)

MM 98 19 (19,4%) 69 (70,4%) 43 (43,9%)

Plazmocitom 5 0 3 (60,0%) 2 (40%)

AL Amiloidoza 5 0 4 (80,0%) 0

Ostalo 14 3 (21,4%) 4 (36,4%) 1(7,1%)

Kod multiplog mijeloma najvise pacijenata s citoge- Rasprava

netskim abnormalnostima ima 1 promjenu (53,5%),
zatim ih slijede pacijenti sa 3 ili viSe promjena
(25,6%), te pacijenti s 2 promjene (20,9%). Od pro-
mjena najzastupljenije su aneuploidije/hiperplodije,
abnormalnosti /GH lokusa, delecija p53, dobitak 1q,
a ostale abnormalnosti nalaze se u niskom postotku.

Testiranjem korelacije izmedu postotka aberan-
tnih plazma stanica na proto¢noj citometriji i bro-
ja CG abnormalnosti kod svih dijagnoza (N=138,
izbaceni uzorci bez imunofenotipizacije) otkriva
umjerenu korelaciju (koeficijent korelacije=0.5534,
p<0,05). Kada se u analizu unesu samo pacijenti s
dijagnozom MM (N=79), ta korelacija je visoka (ko-
eficijent korelacije=0.6270, p<0,05).

Kod MGUS-a uocena je izrazito slaba stopa cito-
genetskog (CQG) pozitiviteta (3.0%, tablica 2). Radi
se o muskarcu u dobi od 74 godine s gubitkom kro-
mosoma Y, promjenom nespecificnom za diskrazi-
je plazma stanica, koja moze biti posljedica dobi.
Iz literature je vidljivo da je gubitak kromosoma Y
(engl. loss of Y, LOY) uobicajen u procesu starenja
muskaraca; do 80% starijih muskaraca nema Y kro-
mosom (18).

Takoder, gubitak Y kromosoma uobi¢ajen je kod
mijeliodnih hematoloskih neoplazmi. Gore spome-
nuti LOY moze se vrlo lako povezati s dobno ve-
zanim gubitkom, tako da se u konacnici ne moze
sa sigurnoscu promatrati kao pozitivan nalaz kod
MGUS-a.

Trenutne smjernice za MGUS ne ukljucuju ci-
togenetsku analizu jer citogenetske promjene, koje
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znaju biti vrlo slicne onima kod MM, ne mogu iden-
tificirati podgrupu visokog rizika progresije u MM.
Nasi rezultati pokazuju nedostatak citogenetskog
pozitiviteta, uz odsutstvo korelacije imunofenotipi-
zacije 1 citogenetskog nalaza. [z svega je razvidno da
ne postoji razlog citogenetskog pracenja MGUS-a.

lako premali broj uzoraka (8), SMM pokazuje
CG pozitivitet kod oko cetvrtine uzoraka (Tablica
2). Detaljnijim uvidom radi se o dva pacijenta; jedan
67-godisnji muskarac pokazuje LOY u 28% interfa-
znih jezgara na FISH-u, §to se ponovno moze pripi-
sati dobi, i druga pacijentica koja ima translokaciju
t(4;14) detektiranu u 20% stanica FISH-om. Zapravo
se ovdje moze govoriti o CG pozitivitetu od samo
12.5%. Translokacija t(4;14) kod SMM povezana je
s ve¢im rizikom od progresije u MM, i, ono §to je
zanimljivo, nije u korelaciji s invazijom kostane srzi
plazma stanicama (19, $to je jasno i iz nasih rezulta-
ta, jer je 62,5% SMM imalo aberantne plazma sta-
nice na imunofenotipizaciji, Sto nije rezultiralo jed-
nakim CG pozitivitetom. Kako je rizik od progresije
u prvih 5 godina od dijagnoze SMM-a 10 puta veci
od onoga kod MGUS-a, posljedn;ji objavljeni algori-
tam preporuca FISH na del(17p), t(4;14), dobitak 1q 1
del(13q) kod diferencijalne dijagnoze (20).

Multipli mijelomi pokazuju 43,9% CG pozitivi-
teta, no uvidom u analize FISH-a, dolazimo do za-
kljucka da nisu uvijek napravljene sve analize koje
su trebale biti napravljene na osnovi rezultata kon-
vencionalne citogenetike i smjernica. Razlog lezi u
¢injenici da u laboratorij nije dosla dovoljna kolici-
na uzorka, te je osoblje bilo prisiljeno birati analizu
koja ¢e se napraviti, uz izostanak seta analiza koji
bi dao bolji uvid u biologiju MM-a. Prema podaci-
ma, 38 (38,8%) pacijenata prosla je, uz kariotipiza-
ciju, samo analizu preuredbe /GH lokusa na FISH-
u, 10 (10,2%) uz IGH jo$ 1 analizu (p53, testiranje
hiperplodije, ili testiranje translokacija /IGH loku-
sa), 6 (6,1%) druge analize koje ne ukljucuju lokus
IGH (1q, p53), 20 (20,4%) analizu preuredbe IGH
u kombinaciji s drugim probama, a njih 12 (12,2%)
testirano je ciljano na translokacije donorskog gena
IGH. Ostatak otpada na ostale analize. 8 pacijenata
(8,2%) ima samo kariotipizaciju.

Kod nedostatnog uzorka odluceno je da se na-
pravi analiza preuredbe /GH umjesto ciljane analize
translokacija t(4;14), t(14;16) 1 t(11;14).

Izazovi predanaliticke faze citogenetske analize
leze u biopsiji kostane srzi, jer bi optimalni uzo-
rak za CG analizu trebao biti prvi aspirat. Prema
standardima, potrebno je izolirati plazma stanice u
svim sluc¢ajevima gdje ih je u uzorku manje od 30%.

Laboratorij u tu svrhu radi magnetsku separaciju
CD138 stanica.

Cesto za citogenetsku analizu pristizu subopti-
malni uzorci; oni koji imaju vrlo niske razine abe-
rantnih plazma stanica (<10%), te uzorci u kojima
nisu niti detektirane monoklonalne plazma stanice.
Prema nasim podacima postotak takvih uzoraka je
61,2%. Suboptimalnost koStane srzi moze proizlazi-
ti 1 iz fokalne distribucije mijeloma unutar koStane
srzi (21).

Prema zajednickim smjernicama Europske he-
matoloske asocijacije 1 Europskog drustva za me-
dicinsku onkologiju (engl. European hematology
association, EHA; European society for medical on-
cology, ESMO), pri inicijalnoj dijagnozi potrebno je
napraviti kariotipizaciju, te FISH na ciljane translo-
kacije; t(4;14), t(14;16) 1 t(11;14), del(17p) 1 dobitak/
amplifikaciju 1q (22). Zbog nedostatnog uzorka,
laboratorij je odlucio zamijeniti translokacije /IGH
gena analizom preuredbe /GH, kako u slucaju ne-
gativiteta ne bi bilo potrebno raditi daljnje analize
¢ime se Stedi uzorak. Razumno je za ocCekivati da
sve gore spomenute promjene nije vjerojatno detek-
tirati kod izrazito niske razine aberantnih plazma
stanica, jer sama metoda FISH ima svoj prag osjet-
ljivosti 1 laznog pozitiviteta, tako da u slucaju npr.
1-2% aberantnih plazma stanica taj postotak odgo-
vara laboratorijskom pragu, te se abnormalnosti de-
tektirane na FISH-u ne mogu u tom postotku izraziti
kao pozitivne.

Prema smjernicama nema preporuke za CG ana-
lizu uzoraka kosStane srzi multiplog mijeloma kao
procjene odgovora na terapiju, niti u prac¢enju pa-
cijenta. Preporucuje se CG analiza kod sumnje na
relaps, 1 to samo: del(17p), amplifikacija/dobitak 1q 1
t(11;14), ocekivano zbog loSe prognoze kod delecije
p53, visokog rizika kod amp(1q), odnosno pogodno-
sti za terapiju venetoklaksom i standardnog rizika
kod t(11;14) (22,23).

Postivanjem gore navedenih preporuka zasigur-
no bi se mogao povecati CG pozitivitet MM-a, jer
bi se prvenstveno trebale postivati indikacije za CG
analizu.

Broj plazmocitoma (5) premali je za bilo kakvu
raspravu. lako se FISH-om mogu potvrditi CG ab-
normalnosti kod plazmocitoma (gubitak 13q, preu-
redba IGH 1 hiperdiploidija), do sada prema literaturi
nije bilo moguce identificirati prognosticke skupine
kao kod MM-a, te iz tog razloga ne postoje prepo-
ruke za CG analizu plazmocitoma. Plazmocitomi
¢esto imaju nisku razinu klonalnih plazma stanica,
Sto potvrduju 1 nasi podaci; raspon od 0-10% abe-
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rarantnih plazma stanica detektiranih na protocnoj
citometriji. S tim u vezi nije niti moguce ocekivati
odgovarajucu senzitivnost CG dijagnostike.

5 pacijenata oboljelih od AL amiloidoze nije po-
kazalo nikakvu CG pozitivnost, iako ih je oko tre-
¢ine imalo monoklonalne plazma stanice (Tablica
2). Uvidom u postotak aberantnih plazma stanica
detektiran imunofenotipizacijom, raspon od 0-3,5%,
premali je za pouzdanu CG analizu.

Sukladno smjernicama Americkog drusStva za
klini¢ku onkologiju (engl. American Society of Cli-
nical Oncology, ASCO), citogenetika ima znacajnu
ulogu u inicijalnoj prognostifikaciji AL amiloidoze,
no isto tako je jasno da se CG analiza moze ade-
kvatno izvesti samo kod znacajnog broja aberantnih
plazma stanica. Takoder, preporuke su da se kod
relapsa/refraktorne AL amiloidoze napravi FISH
analiza na translokaciju t(11;14) zbog terapije vene-
toklaksom (17). Iz svega navedenog prozlazi da CG
analiza uvelike ovisi o samome uzorku, te je zapravo
na citogeneti¢aru da odluci ima li smisla i mogu¢no-
sti uz konvencionalnu citogenetiku napraviti 1 FISH.

Pacijenti u grupi ,,ostalo* (N=14) imali su razli-
Cite dijagnoze, od metastatskih karcinoma, MDS-a
1 benignih koStanih promjena, a vjerojatno su upu-
¢eni na CG analizu zbog preklapajuéih simptoma s
MM-om. Uzorci su pokazali CG pozitivnost u samo
jednom slucaju; pacijent s MDS-om imao je kom-
pleksni kariotip. Za ocekivati je da ¢e u laboratorij 1
dalje stizati odredeni broj uzoraka s preklapaju¢im
simptomima.

Zakljucak

Djelomi¢no zbog nejasnih indikacija, a pogla-
vito zbog neadekvatnosti uzorka bioptata kosStane
srzi udio pacijenata sa citogenetskim promjenama
kod multiplog mijeloma u ovoj analizi iznosi 43.9%.
Zbog jasnoc¢e 1 maksimalnog benefita dijagnostike
potrebno je naglasiti indikacije za CG analizu, a isto
tako 1 vaznost primarnog uzorka. Izostanak prvog
aspirata koStane srzi obi¢no rezultira malim bro-
jem aberantnih plazma stanica $to uzrokuje slabu
osjetljivost citogenetike, a kada se u to ubroji i nedo-
statna koli¢ina uzorka, pacijenti ne mogu dobiti sve
CG analize koje im prema smjernicama pripadaju.
Daljnji koraci morat ¢e ukljucivati detaljan dogovor
izmedu operatera koji izvode biopsiju koStane srzi i
osoblja Odjela za citogenetiku.

S druge strane, treba se voditi medunarodnim
smjernicama za plazma diskrazije. Dosta veliki udio
MGUS-a (oko 1/5 uzoraka) upucuje na slanje uzora-
ka po inerciji, pogotovo imaju¢i u vidu podatak da

samo oko 1% MGUS-a progredira u MM i €injenicu
da nam citogenetika ne moze pomoc¢i prilikom odre-
divanja podgrupa visokog rizika.

Opcenito, citogenetska analiza trebala bi se pro-
voditi kod multiplih mijeloma i AL amiloidoze, i to
pri dijagnozi i kod refraktorne bolesti/relapsa. Slije-
dec¢i smjernice na taj na¢in mozemo dati relevantne
informacije klinici kako bi pacijenti osjetili najvecu
dobrobit dijagnostike i dobili tretman najvise prila-
goden njihovim potrebama.
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Uvod

Crijevna mikrobiota ¢ini ekosustav od desetak
bilijuna mikrobnih stanica koje zive u nasim crijevi-
ma, a sastoji se od 500 do 1500 razlicitih vrsta bak-
terija. Procijenjeno je da mikrobiom ljudskih crijeva
¢ini viSe od 5 milijuna razlicitih gena (D’Argenio 1
Salvatore, 2015). Zanimljivo je da geni kodirani mi-
krobiomom sadrze informacije za proteine potrebne
za prezivljavanje domacina, ali nisu prisutni u ljud-
skom genomu, zbog ¢ega se mikrobiom ponekad na-
ziva nasim ,,zaboravljenim organom®. Mikrobiom je
izuzetno dinamican i na njega mogu utjecati brojni
¢imbenici poput dobi, prehrane, hormonalnih ciklu-
sa, terapije 1 bolesti. Smanjen broj korisnih bakterija
(simbionata) 1 povecan broj Stetnih bakterija (pa-
tobionata) oznacava disbiozu crijevne mikrobiote.
Postoji tzv. alfa raznolikost koja ¢ini mikrobiotu
pojedinca te beta raznolikost koju ¢ini mikrobiota
skupine/zajednice.

Dostupni su pojedini dokazi o utjecaju prehra-
ne i drugih intervencija u na¢inu zivota na crijevni
mikrobiom 1 na rizik od nastanka plazmastanic-
nih diskrazija/multiplog mijeloma, ishode lijecenja
1 kvalitetu zivota. Podaci dobiveni iz ovih studija
mogu pomo¢i u formuliranju smjernica utemelje-
nih na dokazima za pruzatelje zdravstvenih usluga
za savjetovanje pojedinaca u riziku, poput onih s
monoklonskom gamopatijom neodredenog znacaja
(MGUS), Suljaju¢im multiplim mijelomom (SMM)
1 aktivnim multiplim mijelomom (MM) u pogledu
njihovih prehrambenih navika.

Plazmastanicne diskrazije povezane su s
progresivnhom crijevnom disbiozom u usporedbi
sa zdravim kontrolama

Kineska retrospektivna studija na 40 novodija-
gnosticiranih pacijenata s MM-om i1 17 zdravih kon-
trola provedena je u svrhu procjene sastava i razno-
likosti mikrobioma. Alfa raznolikost (raznolikost
vrsta unutar jednog uzorka) znacajno je smanjena
u skupini MM u usporedbi sa zdravim kontrolama.
Procjena sastava crijeva mikrobiote izmedu paci-
jenata s MM-om 1 zdravih kontrola otkrila je viSe
razine Bacteroidesa, Rodova Faecalibacterium i Ro-
seburia u skupini MM. Razina bakterije Clostridi-
um leptum of F. Prausnitzii znacajno korelira s ISS

stadijem (R = 0,138, p = 0,017), a ona je dominantna
vrsta koja proizvodi butirate s protuupalnim svoj-
stvima (1). U druge dvije studije s kontrolama, pa-
cijenti s MGUS-om ili MM-om u odnosu na zdrave
kontrole imali su kvalitativno visi medijan mikrob-
ne raznolikosti, a relativno manju brojnost bakterija
koje proizvode butirat u odnosu na zdrave kontrole
2,3).

Odnos prehrambenih navika i crijevne
mikrobiote

Americka kohortna studija o prehrambenim na-
vikama zasnovanima na biljnoj prehrani provedena
2020. godine utvrdila je da prehrana moze smanjiti
rizik od razvoja MM-a 1 rizik od smrti nakon $to
se MM razvije (4). Manjkavost studije je nedostatak
podataka o prehrani nakon postavljanja dijagnoze
1 ograni¢eni klini¢ki podaci o riziku i lijeCenju. U
britanskoj kohortnoj studiji koja je ukljucila vise od
30 000 mesojeda te vise od 18 000 vegetarijanaca,
utvrdeno je da postoji znatno nizi rizik od razvoja
multiplog mijeloma kod onih koji jedu ribu, vegeta-
rijanaca i vegana, u usporedbi s mesojedima (5). Po-
vrée ima povoljan utjecaj na crijevni mikrobiom jer
sadrzi flavonoide koji inhibiraju razvoj raka kod la-
boratorijskih Zivotinja te sadrze vitamin C, antioksi-
dans koji smanjuje endogeno stvaranje radikala bez
kisika. Biljna prehrana bogata je topivim vlaknima
s viS§im razinama bakterija iz skupine Bacteroidetes,
Lactobacilli, Bifidobacteria i Clostridium klastera
XIVailV. Potonje skupine sadrze Eubacterium, Ro-
seburia, Faecalibacterium, koje razgraduju vlakna 1
proizvode kratkolan¢ane masne kiseline (short-cha-
in fatty acids - SCFA), kao Sto su butirat, acetat 1
propionate (6). Zapadna prehrana ima manje topivih
vlakana $to rezultira manjom proizvodnjom SCFA,
a one imaju vaznu ulogu u imunoloskom odgovoru,
sprjecavanju upalnih stanja i povezane su s pobolj-
Sanim ishodima lijeCenja MM (7,8). Konzumacija
voca i povrca, posebice zelenog lisnatog, nosi manji
rizik od razvoja MGUS-a i progresije MGUS u MM.
Jedan mogu¢i mehanizam mogao bi biti pozitivan
utjecaj na bakterije koje proizvode butirat (9). Vla-
kno pektin ¢ini 35% stani¢ne stijenke vlakana voca
1 pokazalo se da povecava koli¢inu mikrobiote koja
proizvodi butirat kao $to je Clostridium cluster XIV.
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Inulin u voc¢u (npr. banana) povecava Faecalibacte-
rium prausnitzii, ve¢ spomenutu bakteriju koja pro-
izvodi butirat. Vise razine svih SCFA primijec¢ene
su kod pojedinaca koji se pridrzavaju mediteranske
prehrane (10,11).

Debljina i inzulinska rezistencija takoder nose
odredeni na rizik od nastanka plazmastanicnih dis-
krazija. Inzulin 1 inzulinu sli¢an faktor rasta-1 (IGF-
1) ukljuCeni su u patogenezu MM-a promicanjem
rasta plazma stanica u MM-u. Zbog toga se prepo-
ruca konzumacija cjelovitih zitarica koje imaju nizi
glikemijski indeks, s posljedicnim nizim porastom
inzulina 1 IGF-1 (12) te redukcija tjelesne mase.
Konzumacija alkohola u umjerenim koli¢inama po-
boljsava osjetljivost na inzulin §to zauzvrat smanjuje
rizik od nastanka dijabetesa i pretilosti koji su po-
vezani s poremecajima plazma stanica (12). Druga
hipoteza kako alkohol djeluje povoljno na mikrobi-
otu je da crno vino sadrzi antioksidanse kao Sto je
resveratrol koji neizravno modulira crijevnu mikro-
biotu i1 potiskuje indukciju T limfocita (13), Sto je
relevantno u patogenezi MM-a.

U istrazivanju odabranom kao nagrada ASH
Scholar 2023. godine, NUTRIVENTION-2 studija,
dr. Shah 1 kolege detaljno su opisali rezultate prvog
ispitivanja dijetetske intervencije provedenog na pa-
cijentima (N=23) s plazmastanicnom diskrazijom.
Pretilost, nizak nivo adiponektina, visok nivo lepti-
na, visok nivo inzulina i prehrana u kojoj nedostaje
biljne hrane faktori su rizika za nastanak plazmasta-
ni¢nih diskrazija. Pacijenti s MGUS-om i SMM-om
1 poviSenim indeksom tjelesne mase (BMI) imaju
dvostruko vecu vjerojatnost da ¢e napredovati do
MM-. Postoje dokazi o disbiozi mikrobioma u bole-
snika s PSD-om, a promjene u prehrani mogu utje-
cati na promjene u mikrobiomu. Stoga postoje teme-
lji za proucavanje intervencije u prehrani, poglavito
uvodenje biljne prehrane, kako bi se potencijalno
utjecalo na progresiju MGUS-a ili SMM-a (14).

Vitamin D — partner u imunoloskom odgovoru
Primarna je uloga vitamina D odrzavanje kon-
stantne razine kalcija i fosfata u plazmi tako da
potice njihovu apsorpciju putem probavnog trakta.
Takoder su posljednjih godina utvrdene i druge broj-
ne dobrobiti ovog najstarijeg hormona na Zemlji, a
njegov nedostatak povezuje se sa sklonos¢u infek-
cijama, alergijskim i autoimunim bolestima pa ¢ak
1 malignim bolestima (dojka, kolorektum, prostata)
(15). Vecina dokaza nije pokazala povezanost izme-
du vitamina D 1 bolesti kostiju, iako je dobro utvrde-
no da ima ulogu u zdravlju kostiju. To moze biti dje-

lomi¢no zbog slozene interakcije izmedu vitamina
D i drugih esencijalnih hranjivih tvari za odrzavanje
zdravlja kostiju, ali kada se doda kalcij, primijeceni
su korisni u¢inci na muskuloskeletni 1 imunoloski
sustav domacina (16,17). Vitamin D 1 mikrobiota
sudjeluju u zajednickom odrzavanju homeostaze
crijevnog imunoloskog sustava. U kineskoj studiji
provedenoj na 129 pacijenata s MM-om, skupina s
nedostatkom vitamina D imala je znatno losiji PFS
(2-godisnji PFS 44,8% prema 66,9%, p = 0,008) i
OS (2-godisnji OS 47,2% prema 74,2%, p = 0,024),
u usporedbi sa skupinom bez nedostatka vitamina
D. U univarijatnoj analizi, nedostatak vitamina D
pokazao je potencijalnu povezanost i sa ISS stadi-
jem. U skupini s nedostatkom vitamina D (n = 36),
27 pacijenata (75%) primalo je suplementaciju vita-
minom D te se u toj skupini pokazao trend prema
boljem OS-u u usporedbi sa skupinom koja nije uzi-
mala suplementaciju vitaminom D (2-godisnja stopa
0S-a 51,9% u odnosu na 33,3% (p = 0,140) (18). Na
kvalitetu zivota pacijenata s MM-om, izmedu osta-
loga, znacajno utjece nastanak periferne neuropatije
tijekom lijeCenja. Nedostatak vitamina D povezan je
s povec¢anom incidencijom periferne neuropatije u
pacijenata sa SMM-om i MM-om (19). Niska razina
vitamina D u serumu javlja se ¢esto medu pacijenti-
ma s multiplim mijelomom koji se lijece bortezomi-
bom i/ili talidomidom i povezana je s teSkom neu-
ropatijom (20). Stoga, na kvalitetu zivota pacijenata
s MM-om koji imaju perifernu neuropatiju mogli
bismo utjecati ovom jeftinom intervencijom, ali za
sada nema intevencijskih studija niti jasnih smjer-
nica o primjeni vitamin D u pacijenata oboljelih od
MM-a te se vitamin D primjenjuje ovisno o procjeni
klinicara.

Probiotici — da ili ne?

Iako je uporaba probiotika Cesta, do danas nije
bilo intervencijskih klinickih studija u MM popu-
laciji. Stoga nema dovoljno podataka za preporuku
uzimanja probiotickih dodataka u bolesnika s MM-
om s obzirom na poznate rizike od bakterijemije
uzrokovane sojevima probiotika (21) i nepotpuni
oporavak crijevnog mikrobioma nakon primjene an-
tibiotika (21,22). Potrebne su daljnje klinicke studije
za sustavno proucavanje rizika i dobrobiti upotrebe
probiotika na mikrobiom u MM-u te na rizik 1 is-
hode MM-a, a jedna studija vezana uz SMM je u
tijeku (14).
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Crijevna mikrobiota i nasi stari dobri lijekovi za
multipli mijelom

Uz terapiju bortezomibom vezu se nuspojave po-
put periferne neuropatije 1 gastrointestinalnih pore-
mecaja. Jedan od moguc¢ih mehanizama nastanka
ovih nuspojava je da bortezomib mijenja raznolikost
crijevne mikrobiote (23). Nadalje, ispitivani su paci-
jenti s MM-om u terapiji odrZavanja lenalidomidom
te je kod njih utvrdeno da je prehrana bogata fitoke-
mikalijama povezana s koncentracijom butirata (p
= 0,008) 1 raznolikosti mikrobioma (p = 0,03) Du-
gotrajna negativna minimalna ostatna bolest (MRD)
kod multiplog mijeloma povezana je s butiratom u
stolici 1 biljnom prehranom. U pacijenata sa MM u
terapiji odrZavanja lenalidomidom prehrana bogata
povréem 1 morskim plodovima korelira sa razina-
ma butirata tijekom 3 mjeseca (p = 0,009) i MRD
negativitetom (p = 0,05). Konzumacija flavonoida
koji imaju antioksidativni uc¢inak korelira s kon-
centracijom butirata u stolici sugeriraju¢i vaznost
biljne prehrane u promjenama crijevnog mikrobio-
ma 1 dugorocnim odgovorima (24). U tijeku je stu-
dija koja proucava ucinak prebiotickih suplemenata
na mikrobiom u MM-u i limfomu nakon ASCT-a
(NCTO05135351).

Moze li disbioza mikrobiote utjecati na
progresiju multiplog mijeloma?

Na mi§jim modelima, Prevotella heparinolytica
moze ubrzati progresiju MM-a tako $to potice kolo-
nizaciju cijeva Th17 stanicama koje pak migriraju u
koStanu srz. LijeCenje miSeva antitijelima protiv IL-
17 smanjilo je nakupljanje Th17 stanica i eozinofila
u kostanoj srzi 1 odgodilo napredovanje bolesti. Ta-
koder je primijeceno da viSe razine IL-17 u koStanoj
srZi pacijenata sa Suljaju¢im mijelomom predvidaju
brzu progresiju bolesti (25). Kod ljudi, usporedba
izmedu mikrobiote 19 novodijagnosticiranih paci-
jenata s MM-om i 18 zdravih kontrolnih ispitanika
pokazala je da u pacijenata s MM-om prevladava-
ju Klebsiella i Streptococcus, poznate kao bakterije
koje recikliraju dusik. Transplantacija fekalne mi-
krobiote u STGM1 miseve sugerira da bakterije koje
recikliraju dusik ubrzavaju progresiju MM-a. Utvr-
deno je da Klebsiella pneumoniae potice progresiju
MM-a putem de novo sinteze glutamina (pospjesene
hvatanjem dusika) u miSeva.  Vazno je da metaboli-
zam glutamina poti¢e Thl7 stanice, a miSevi hra-
njeni prehranom s nedostatkom glutamina pokazali
su sporije napredovanje MM-a §to dodatno podupire
ideju da ciljane dijetetske intervencije mogu promi-
jeniti tijek MM-a (25,26).

Zakljucak

Disbioza crijevne mikrobiote u plazmastani¢nim
diskrazijama moze biti povezana s progresijom bo-
lesti, u¢inkovitoS¢u i toksi¢noscu lije¢enja. Konzu-
macija povréa, posebno zelenog povréa, cjelovitih
zitarica i plodova mora kao i redukcija tjelesne mase
povezuju se sa smanjenim rizikom od nastanka i
progresije MM-a. Visoka ucestalost nedostatka vi-
tamina D primjecena je u bolesnika s MM-om te je
opravdana procjena potencijalnog utjecaja vitamina
D kao jeftine intervencije u smislu smanjenja rizika
od MM-a, utjecaju na imunitet, napredovanje bole-
sti 1 nuspojave lijecenja. Bortezomib mijenja razno-
likost crijevne mikrobiote, a za sada nema dokaza
kako to utjece na ishode lijecenja. Dugotrajno nega-
tivan MRD u MM-u povezan je s butiratom u stolici
1 biljnom prehranom kod pacijenata lijecenih lenali-
domidom. Studije su u tijeku kako bi se procijenio
uc¢inak intervencija u prehrani i dodacima prehra-
ni na crijevnu mikrobiotu u pacijenata oboljelih od
plazmastani¢nih diskrazija.
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Uvod

Mastociti su stanice mijeloidnog porijekla koje
se stvaraju u koStanoj srzi, ali se ve¢inom nalaze u
drugim tkivima i organima, posebno u kozi te slu-
znici probavnog i diSnog sustava. Ove stanice su dio
imunoloskog sustava i1 sudjeluju u obrani organiz-
ma, posebno od parazita, ali i u alergijskim reakci-
jama. Kada se aktiviraju, iz svojih granula otpustaju
razli¢ite medijatore upale, kao Sto su histamin, neki
prostaglandini, leukotrieni i interleukini te drugi bi-
oloski aktivni spojevi (1). Jedna od vaznih biolosko
aktivnih tvari koju luce normalni 1 neoplasticki ma-
stociti je triptaza. Mastociti na svojoj povrsini imaju
tirozin kinazni recptor nazvan KIT (CD117) ¢ija je
aktivacija odgovorna za njihovu proliferaciju 1 pre-
zivljenje (2).

Mastocitoza je bolest u kojoj dolazi do patoloske
akumulacije mastocita u tijelu. Dijeli se na koznu
mastocitozu u kojoj se mastociti nakupljaju samo u
kozi (ovom boles¢u se bave dermatolozi), mastocitni
sarkom (koji je je vrlo rijetka destruktivna vrsta sar-
koma koja se lijeci kombinacijom kirurgije, kemote-
rapije 1 zracenja) te na sistemsku mastocitozu kojom
se bave hematolozi i1 o kojoj ¢e biti rijeci u daljnjem
tekstu (1,3).

Sistemska mastocitoza (SM) je rijetka klonal-
na neoplasticka bolest mastocita koji su morfoloski
1 imunofenotipski razli¢iti od normalnih mastocita
te koji se u multifokalnim nakupinama (klasteri-
ma) akumuliraju u kosStanoj srzi i drugim organi-
ma. Ovakvi neoplasticki vretenasti mastociti naj-
¢eS¢e imaju izrazenu mutaciju KIT D816V (2,3).
Rijetko, mogu biti izrazene i druge KIT mutacije
kao Sto su V560G, D8I5K, D816Y, insVI815-816,
DS8I16F, D816H te D820G (2,3). U uznapredovalim
oblicima SM mogu se naci i druge mutacije kao
Sto su TET2, SRSF2, ASXL1, RUNXI, JAK2, N/
KRAS, CBL 1 EZH2 (2,3).

Svjetska zdravstvena organizacija (SZO) klasifi-
cirala je SM u nekoliko kategorija (gotovo istu po-
djelu bolesti obznanio je i International Consensus
Classification- 1CC): neuznapredovala sistemska
mastocitoza (engl. non-Advanced Systemic Mono-
cytosis — NAAvSM) koja ukljucuje mastocitozu

kostane srzi (engl Bone Marrow Mastocytosis —
BMM), indolentnu sistemsku mastocitozu (ISM) 1
Suljajucu sistemsku mastocitozu (engl. Smoldering
Systemic Mastocytosis - SSM) te uznapredovalu
sistemsku mastocitozu (engl. Advanced Systemic
Mastocytosis - AdvSM) koja se dijeli u agresivnu
sistemsku mastocitozu (ASM), mastocitnu leukemi-
ju (engl Mastocyt Cell Leukemia - MCL) te sistem-
sku mastocitozu povezanu s drugim hematoloskim
(mijeloidnim) neoplazmama (engl. Systemic Masto-
cytosis with an Associated Hematologic (Myeloid)
Neoplasm - SMAHN) (4,5).

U prisutnosti eozinofilije u krvi 1 proliferacije
mastocita u kosStanoj srzi potrebno je uciniti probir
za FIPIL1-PDGFRA, koristenjem metode FISH ili
RT-PCR (konvencionalna citogenetika koristi se za
utvrdivanje slucajeva s PDGFRB preuredivanjem).
Ovi slucajevi s PDGFRA/PDGFRB preuredbama,
eozinofilijom u perifernoj krvi i mastocitozom u ko-
Stanoj srzi razlikuju se od SM 1 prikladno su klasi-
ficirani kao “mijeloidne ili limfoidne neoplazme s
eozinofilijom i fuzijom gena tirozin kinaze” prema
ICC 1 WHO Kklasifikacijama (3). Klinicka prezenta-
cija ovog entiteta je raznolika.

Epidemiologija

Rezultati danskog registra utvrdili su prevalen-
ciju svih oblika mastocitoze od 27,4/100000 sta-
novnika, dok je prosje¢na incidencija mastocitoze
u pracenom periodu od 1997. do 2021. godine pro-
cijenjena na oko 1,2/100000 stanovnika. Medutim,
incidencija SM (dakle kada izuzmemo oboljele od
kozne mastocistoze 1 mastocitnog sarkoma) iznosila
je samo 0,56 na 100000 stanovnika (6). Prema dan-
skim podacima najvecu prevalenciju/incidenciju ima
kozna mastocitoza (prevalencija 16,23/100000, inci-
dencija 0,65/100000), manju prevalenciju/inciden-
ciju ima ISM (prevalencija 9,4/100000, incidencija
0,43/100000), dok je prevalencija/incidencija ASM
iznosila samo 0,13/100000 tj. 0,01/100000, SM-
AHN 1,72/100000 tj. 0,12/100000 te MCL 0/100000
tj. <0,01/1000000 stanovnika (6). Zahvaljuju¢i pu-
bliciranim podacima Radne skupine za Ph-nega-
tivne mijeloproliferativne bolesti Krohema postoje
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recentni podaci o ucestalosti, klinickoj prezentaciji
1 nacinu lijecenja bolesnika sa SM u nasoj zemlji. Ti
podaci pokazuju da su u Hrvatskoj ISM 1 SSM zna-
¢ajno ceS¢i nego li ASM 1 SMAHN (oko 70% svih
slu¢ajeva SM otpada na ISM 1 SSM, a samo 30% na
ASM i SMAHN) (7).

Klinic¢ka slika

Klinicka prezentacija bolesti je varijabilna i mo-
guce zahvaca brojne organe $to otezava prepozna-
vanje bolesti 1 produljuje vrijeme do postavljanja
dijagnoze. Simptomi su posljedica infiltracije tkiva
1 organa patoloSkim mastocitima te lucenja bioloski
aktivnih spojeva koje otpustaju mastociti. Pacijenti
mogu biti ugrozeni teskim i po zivot opasnim anafi-
laktickim reakcijama, urtikarijama, drugim koznim
promjenama, sinkopama, hipotenzijom, tahikardi-
jom, poremecajima svijesti, proljevima, bolovima
u trbuhu, mu¢ninom, povraé¢anjem, osteoporozom,
lomovima kosti, glavoboljom, depresijom, kogni-
tivnim poremecajima, poremecajima spavanja, dok
transformacija u MCL predstavlja izuzetno tezak
oblik bolesti s losim ishodom lijecenja (3). Nerijetko
su izrazeni konstitucionalni simptomi, napose mr-
Savljenje (3).

Dijagnostika

Za dijagnozu SM koriste se specificni kriteriji
koji se dijele na veliki i male kriterije, sukladno pre-
porukama SZO-e (vrlo slicne dijagnosticke kriterije
dao je 1 ICC) (3).

Veliki kriterij odnosi se na prisustvo multifokal-
nih gustih infiltrata mastocita (>15) u bioptatu ko-
Stane srzi i/ili drugim ekstrakutanim organima.

Mali kriteriji ukljucuju:

1. daje >25% mastocita u infiltratu vretenastog
oblika, atipi¢ne morfologije ili da je 25% svih
mastocita u razmazu aspirata kosStane srzi ne-
zrelo 1 atipi¢no

2. prisutnost aktiviraju¢e KIT toCkaste mutacije
u kodonu 816 u kostanoj srzi, krvi ili drugom
ekstrakutanom organu

3. ekspresiju CD25 i/ili CD2 na mastocitima
iz koStane srzi, krvi ili drugog ekstrakuta-
nog organa uz ekspresiju normalnih markera
mastocita

4. razinu serumske triptaze >20 ng/mL (osim u
sluc¢aju prisutnosti pridruzenog mijeloidnog
poremecaja kada ovaj parametar nije valjan).

SM se dijagnosticira kada je prisutan veliki 1 je-
dan mali kriterij ili tri mala kriterija (4).

Dakle, u klinickoj praksi postavljanje dijagnoze

SM-a, osim na klinickoj slici, pociva na tri kljucne
laboratorijske pretrage: biopsiji kosti ili drugog tkiva
u kojoj se vide fokusi umnozenih mastocita abnor-
malne morfologije, povisenoj koncentraciji triptaze
u serumu koju proizvode umnozeni mastociti te mo-
lekulskoj analizi koja dokazuje KIT D816V muta-
ciju, najcesce u kostanoj srzi, rjede perifernoj krvi.

Dokaz mutacije KIT D816V sve je vazniji, jer
osim za potvrdu dijagnoze, s pojavom KIT-inhibito-
ra moze imati ulogu u krojenju terapije. Sve ove tri
pretrage moguce je obaviti u nasim klinickim zdrav-
stvenim ustanovama.

Za definitivnu dijagnostiku pojedinih podtipova
AdvSM koriste se u cijelom svijetu i u nasoj zemlji
tzv. B- 1 C-nalazi (1,3).

B-NALAZI

* >30% mastocita u biop-
tatu koStane srzi (fokalne,
guste nakupine) i/ili serum-
ska triptaza > 200 ng/mL

* displazija i/ili mijelopro-
liferacija u ne-mastocitnom
odjeljku koStane srzi, no
bez kriterija za pridruzenu
hematoloSku bolest, s nor-
malnim ili diskretno abnor-
malnim krvnim nalazima

* hepatomegalija bez
poremecaja funkcije jetre i/
ili splenomegalija bez hiper-
splenizma i/ili limfadenop-
atija utvrdena palpacijom ili
imaging-om (>2 cm)

C-NALAzZI

e disfunkcija ko$tane srZi
oCitovana jednom ili viSe
vrsta citopenija/pancito-
penije (ANC<1x 109/L,
Hgb<10 g/dL, Trc <100 x
109/L)

e splenomegalija s
naruSenom jetrenom
funkcijom, ascitesom i/ili
portalnom hipertenzijom
* hipersplenizam

* osteolize i/ili patoloSke
frakture

e malapsorpcija i gubitak na
tjelesnoj teZini

Ako pacijent nema C kriterije i ima manje od 2 B
kriterija postavlja se dijagnoza ISM-a, ako ima 2 ili
viSe B kriterija rije¢ je o SSM-u, a ako ima neki od
C kriterija tada se postavlja dijagnoza ASM-a. Uko-
liko pacijent ima laboratorijske kriterije za udruZze-
nu mijeloidnu neoplazmu tada je rije¢ o SMAHN-u,
a ako ima 20% ili viSe atipi¢nih mastocita u kostanoj
srzi tada se radi o MCL-u.

Lijecenje

U naSoj zemlji terapija SM-a se u ovom trenut-
ku jo$ uvijek svodi na simptomatsko lijecenje an-
tihistaminicima, inhibitorima protonske pumpe,
bisfosfonatima, glukokortikoidima, a oni koji imaju
simptome anafilaksije lijece se adrenalinom kojeg bi
morali imati uvijek uza sebe. U sluc¢aju AdvSM-a
pacijenti se Cesto lijece nekim vidom citoreduktivne
terapije kao Sto su interferon-alfa, hidroksiureja ili
kladribin (7). Imatinib moze biti u¢inkovit u sluca-
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ju negativne KIT D617V mutacije (kao i kod eozi-
nofilije s FIPILI/PDGFRA mutacije). Alogeni¢na
transplantacija krvotovornih mati¢nih stanica kori-
sti se rijetko kao metoda lijeCenja (3). U Hrvatskoj
trenutno nisu dostupne ciljane terapije usmjerene na
KIT D816V mutaciju i to je svakako nezadovoljena
klini¢ka potreba.

Ciljani lijek avapritinib koji pokazuje visoku spe-
cificnost u sluc¢aju KIT D617F mutacije je ispitan
u dvije klini¢ke studije. U klini¢koj studiji faze 1
Explorer avapritinib je procijenjen u razli¢itim do-
zama (od 30-400 mg) jednom dnevno u 86 bolesni-
ka, 69 s potvrdenim AdvSM-om. NajcesS¢e uocene
nuspojave bile su periorbitalni edem (69%), anemi-
ja (55%), proljev (45%), trombocitopenija (44%) i
mucnina (44%). Intrakranijalno krvarenje javilo se
u ukupno 13%, ali u samo 1% bolesnika bez tes-
ke trombocitopenije (trombociti <50 x 10%/1). U 53
bolesnika ¢iji se odgovor mogao adekvatno proci-
jeniti, ukupna stopa odgovora bila je 75%. Stopa
kompletne remisije bila je 36%. Avapritinib je iza-
zZvao smanjenje mastocita u kosStanoj srzi i triptaze
u serumu za >50% u 92%, odnosno 99% bolesni-
ka. Avapritinib je izazvao duboke i trajne odgovo-
re, ukljucuju¢i molekularnu remisiju u bolesnika s
AdvSM te se dosta dobro podnosio u preporucenoj
dozi od 200 mg dnevno (8). U klini¢koj studiji faze 2
Pathfinder postignut je ukupni odgovor u 75% paci-
jenata (ukupan broj ispitanika bio je 32), ukljucujuci
19% kompletnih remisija ili kompletnih remisija s
djelomi¢nim hematoloskim oporavkom. Uoceno je
smanjenje od >50% u odnosu na pocetnu vrijednost
u serumskoj triptazi (93% ispitanika), mastocitima
kostane srzi (88% ispitanika) i mutacije KIT D816V
(60% ispitanika). NajceS¢e nuspojave stupnja >3
bile su neutropenija (24%), trombocitopenija (16%)
1 anemija (16%). Avapritinib je pokazao visoku sto-
pu klinic¢kih, morfoloskih i molekularnih odgovora 1
opc¢enito su ga bolesnici s AdvSM-om dobro podno-
sili (9). Niti u prvobitnoj publikaciji, niti u kasnijim
azuriranim podacima iz klinicke studije Pathfinder
nakon tri godine prac¢enja medijan prezivljenja bez
progresije bolesti i ukupnog prezivljenja nije dosti-
gnut (9,10). Zaklju¢no, rezultati studije Pathinder
pokazali su da je avapritinib u pocetnoj dozi od 200
mg dnevno dobro podnosljiv, da znatno poboljsava
teSke simptome bolesti 1 kvalitetu zivota, smanjuje
tumorsko opterecenje malignim mastocitima, dovo-
di do visoke stope ukupnog odgovora, dobrih mole-
kularnih odgovora, uz produljenje prezivljenja bez
progresije bolesti 1 ukupnog prezivljenja u odnosu
na povijesne kohorte (11,12).

Drugi ciljani lijek koji se u svijetu koristi za lije-
¢enje SM-a je neselektivni inhibitor tirozin kinaze
midostaurin. U globalnom registracijskom ispitiva-
nju koje je analiziralo 89 pacijenata s AdvSM —om
(16 s ASM-om, 57 SMAMN-om i 16 s MCL-om)
lijeCenih midostaurinom u dozi od 100 mg dva puta
dnevno, ukupna stopa odgovora iznosila je 60%,
s tim da je 45% ispitanika imalo veliki odgovor, a
15% parcijalni odgovor. Stopa ukupnog odgovora
bila je 75% u bolesnika s ASM-om, 58% u bolesnika
sa SMAMN-om i 50% u bolesnika s MCL-om. Na-
kon medijana pracenja od 26 mjeseci (raspon 12-54
mjeseca), medijan trajanja odgovora nije postignut
u bolesnika s ASM-om ili MCL-om, u a bolesni-
ka sa SMAMN-om bio je 12,7 mjeseci. Pacijenti su
odgovarali neovisno o statusu mutacije KIT D816V.
Postignuta je normalizacija hipoalbuminemije (58%
ispitanika), neovisnost o transfuziji krvi (40% ispi-
tanika) ili neovisnost o transfuziji trombocita (100%
ispitanika), poboljSanje testova jetrene funkcije
(44%—58% ispitanika) 1/ili povratak gubitka tjelesne
tezine (25% ispitanika). Medijan ukupnog preziv-
ljenja za ASM, SMAMN 1 MCL nije dosegnut, t.
iznosio je 20,7 mjeseci 1 9,4 mjeseci (13). Od nezelje-
nih uc¢inaka Cesto su bile izrazene gastrointestinalne
nuspojava. Sto se ti¢e sigurnosti, zakljuéeno je da je
potrebno pratiti krvnu sliku, testove jetrene funk-
cije, EKG (QTc interval koji moze biti produljen) 1
razine amilaze/lipaze tijekom lijecenja (13).

Temeljem gore navedenoga, avapritinib ima odo-
brenje EMA-e za lijeCenje AdvSM-a i ISM-a s umje-
renim 1 teSkim simptomima koji nisu dobro kontro-
lirani simptomatskom terapijom u dozi od 200 mg/
dan, peroralno. Midostaurin ima odobrenje EMA-e
za lijecenje AdvSM-a u dozi od 2x100 mg peroralno.

Postoji viSe sustava/kriterija za procjenu od-
govora na lijeCenje kod SM-a, od onih najstarijih
Valentovih kriterija koji se joS uvijek koriste u kli-
nickoj praksi, preko Mayo kriterija pa do kriterija
“International Working Group-Myeloproliferative
Neoplasms Research and Treatment and Europe-
an Competence Network on Mastocytosis” (IWG-
MRT-ECNM) (14).

Prognoza

Sto se ti¢e ukupnog prezivljenja ono znacajno
varira izmedu odredenih tipova SM-a. Ukupno
uzevsi pacijenti sa SM-om zive kra¢e od opce po-
pulacije S§to pokazuju rezultati Lim-a i suradnika
(15). Medutim, isti autor pokazao je veliku razli-
ku u prezivljavanju izmedu pojedinih tipova SM-a.
Tako npr. bolesnici s ISM-om zive prakticki jednako
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dugo kao 1 op¢a populacija, dok bolesnici s AdvSM-
om zive znacajno krace (15). U ovoj analizi koja je
obuhvatila 342 bolesnika sa SM-om dijagnosticira-
nih u Mayo Clinic, SAD, u periodu od 31 godine
(1976.-2007.), medijan prezivljenja oboljelih od SM
iznosio je 63 mjeseca, no medu njima su bolesnici
s AdvSM-om imali znacajno losije prezivljenje — u
bolesnika s ASM-om zabiljezen je medijan preziv-
ljenja od 3,5 godine, u bolesnika sa SMAHN-om 2
godine, a u bolesnika s MCL-om medijan ukupnog
prezivljenja iznosio je samo 2 mjeseca (15). Uzrok
smrti medu bolesnicima s uznapredovalim oblikom
bolesti je najcesce progresija bolesti i leukemijska
transformacija.

Literatura

1. Theoharis TC, Valent P, Akin C. Mast Cells, Mastocytosis,
and Related Disorders. N Engl J Med. 2015;373:163—172.

2. Garcia-Montero AC et al. KIT mutation in mast cells and
other bone marrow hematopoietic cell lineages in systemic
mast cell disorders: a prospective study of the Spanish
Network on Mastocytosis (REMA) in a series of 113 patients.
Blood. 2006;108:2366-2372

3. Pardanani A. Systemic mastocytosis in adults: 2023 update on
diagnosis, risk stratification and management. Am J Hematol.
2023 Jul;98(7):1097-1116.

4. Swerdlow SH et al, eds. WHO Classification of Tumours of
Haematopoietic and Lymphoid Tissues. Revised 4" ed. Lyon,
France: International Agency for Research on Cancer; 2017

5. Valent P, Akin C, Metcalfe D. Mastocytosis:2016 updated
WHO classification andn ovel emerging treatment concepts.
Blood 2017;129:1420-1427.

6. Jorgensen MP et al. Prevalence and incidence of mastocytosis
in adults: a Danish nationwide register study. Eur J Epidemiol.
2025 Jan 3. doi: 10.1007/s10654-024-01195-5.

7. Krecak I, i sur. Sistemska mastocitoza u Republici Hrvatskoj.
Lije¢nicki vjesnik. 2022:144: 306-313

8. DeAngelo DJ, Radia DH, George TI, Robinson WA, Quiery
AT, Drummond MW, et al. Safety and efficacy of avapritinib
in advanced systemic mastocytosis: the phase 1| EXPLORER
trial. Nat Med. 2021 Dec;27(12):2183-2191.

9. Gotlib J, Reiter A, Radia DH, Deininger MW, George TI,
Panse J, et al. Efficacy and safety of avapritinib in advanced
systemic mastocytosis: interim analysis of the phase 2
PATHFINDER trial. Nat Med. 2021 Dec;27(12):2192-2199.

10. Reiter A et al. Oral presentation: Avapritinib in Patients With
Advanced Systemic Mastocytosis (AdvSM): Efficacy and
Safety Analysis From the Phase 2 PATHFINDER Study With
3-year Follow-up. European Hematology Association (EHA)
Conference, Madrid, Spain. June 13-16, 2024.

11. Reiter A et al. Efficacy and safety of avapritinib in previously
treated patients with advanced systemic mastocytosis. Blood
Adv. 2022 Nov 8;6(21):5750-5762.

12. Gotlib J et al. Efficacy and safety of avapritinib in advanced
systemic mastocytosis: interim analysis of the phase 2
PADFINDER trial. Nat Med. 2021;27:2192-2199.

13.  Gotlib J, Kluin-Nelemans HC, George TI, Akin C, Sotlar
K, Hermine O, et al. Efficacy and Safety of Midostaurin in
Advanced Systemic Mastocytosis. N Engl J Med. 2016 Jun
30;374(26):2530-41.

14.  Shomali W, Gotlib J. Response Criteria in Advanced Systemic
Mastocytosis: Evolution in the Era of KIT Inhibitors. Int J Mol
Sci. 2021 Mar 15;22(6):2983.

15. Lim KH et al. Systemic mastocytosis in 342 consecutive
adults: survival studies and prognostic factors. Blood. 2009
Jun 4;113(23):5727-36.

Bilten Krohema — Vol. 17, br. 1

37



1. Mandac Smoljanovi¢

Luspatercept u lijeenju anemije u bolesnika s mijelodisplasti¢nim sindromom niskog rizika

Luspatercept u lijeCenju anemije u bolesnika s mijelodisplasti¢nim
sindromom niskog rizika

Inga Mandac Smoljanovi¢

Zavod za hematologiju KB Merkur i Medicinski fakultet Sveucilista u Zagrebu

Mijelodisplasti¢ni sindrom (MDS) je heterogena
skupina mijeloidnih neoplazmi karakterizirana neu-
¢inkovitom hematopoezom koja dovodi do citopeni-
je periferne krvi 1 povecanog rizika za progresiju u
akutnu mijeloi¢nu leukemiju (AML). MDS je jedan
od naj¢es¢ih uzroka anemije u starijih osoba, a ve-
¢ina bolesnika postaje ovisna o transfuziji eritrocita
tijekom bolesti.

Anemija 1 transfuzijska ovisnost pogorSavaju ko-
morbiditete 1 koreliraju s kra¢im prezivljavanjem 1
smanjenom kvalitetom zivota. S obzirom da lijeCenje
MDS-a ovisi o dinami¢nom klini¢kom tijeku same
bolesti, dugoroc¢ni ishodi su Cesto tesko predvidljivi.

Prognosticki parametri 1 stratifikacija bolesnika
prema prognostickim indeksima korisni su za izbor
optimalnog pristupa lijeCenju, medutim i medu njima
postoje razlike pa smo 1 medunarodne prognosticke
sustave bodovanja unaprijedili 1 individualizirali.

Danasnji pristup lijeenju MDS-a niskog rizika
nema samo za cilj poboljSanje citopenija, nego i pro-
duljenje prezivljenja, pazec¢i na oCuvanje kvalitete
Zivota.

Najveci dio bolesnika s MDS-om niskog rizika
prezentira se anemijom koja je do unazad nekoliko
godina najcesce bila lije¢ena transfuzijama eritroci-
ta. Razina hemoglobina nije dovoljna kao jedina de-
terminanta potrebe za transfuzijom; umjesto toga,
personalizirani pristup koji uz razinu hemoglobina
ukljucuje klinicke simptome, ¢imbenike kardio-
vaskularnog rizika i komorbiditete, vazniji su pa-
rametri u odluci o pocetku lijeCenja simptomatske
anemije.

Ukoliko pacijent s MDS-om niskog rizika ima
dominantno simptomatsku anemiju, bez delecije 5q,
uz razinu eritropoetina manju od 500, moze mu se
ponuditi jedna od tri moguénosti lijecenja:

1. eritropoetin (EPO)

2. luspatercept

3. transfuzija eritrocita.

Danas u 2025. vecina hematologa ¢e zauzeti stav
da je transfuzijsko lijeCenje takvog pacijenta po-
raz. Prema nasim smjernicama za lijeCenje MDS iz
2022. luspatercept je indiciran u lijeCenju MDS-a
bolesnika vrlo niskog, niskog i intermedijarnog ri-

zika po R-IPSS, s prstenastim sideroblastima, a koji
nisu kandidati ili su izgubili odgovor na EPO.

U dosadasnjim studijama, luspatercept je poka-
zao ucinak kod 38% do 63% bolesnika s MDS-om
koji su zadrzali neovisnost o transfuzijama eritrocita
kroz najmanje 8 tjedana. Najbolji odgovor dokazan
je u grupi MDS bolesnika sa prstenastim siderobla-
stima ili SF3B1 mutacijom. Djelotvornost i sigur-
nost luspatercepta procijenjene su u multicentric-
nom, randomiziranom, dvostruko slijepom, place-
bom kontroliranom ispitivanju faze 3, MEDALIST
studiji, u odraslih bolesnika s anemijom koja zahti-
jeva transfuziju eritrocita (> 2 jedinice/8 tjedana)
zbog MDS-a vrlo niskog, niskog ili srednjeg rizika
prema revidiranom medunarodnom prognostickom
sustavu bodovanja (R- IPSS) i koji imaju prstenaste
sideroblaste (> 15 %). Ukljuceni su bolesnici koji su
prethodno lijeceni lijekom koji stimulira eritropoezu
s neadekvatnim odgovorom ili koji nisu ispunjavali
uvjete za lijeCenje lijekom koji stimulira eritropoezu
ili su netolerantni na lije¢enje lijekom koji stimuli-
ra eritropoezu. Bolesnici s MDS-om s delecijom 5q
(del5q) bili su iskljuceni iz ispitivanja. Bolesnici su
lijeCeni u obje skupine tijekom 24 tjedna, a zatim su
nastavili lijeCenje ako su pokazali klini¢ku korist 1
odsutnost progresije bolesti. Ukupno je 229 bolesni-
ka bilo randomizirano za primanje luspatercepta 1,0
mg/kg (n=153) ili placeba (n=76) podkozno svaka
3 tjedna. Osnovne karakteristike bolesnika bile su
uravnotezene unutar obje grupe. Prosjecna dob bo-
lesnika je bila 71 godina (raspon: 26 do 95 godina),
a 63% bolesnika su bili muskarci. Prema R-IPSS-u,
10%, 72% 1 17% bolesnika svrstan je u vrlo niski,
niski 1 srednji rizik. Nakon 24 mjeseca analiziran
je odgovor na lijeenje kod 128 bolesnika (83,7%)
lijecenih luspaterceptom 1 68 (89,5 %) bolesnika li-
jec€enih placeboom. Potom je 78 (51 %) 1 12 (15,8
%) bolesnika koji su primali luspatercept odnosno
placebo dovrsilo 48 tjedana lijeCenja. Rezultati su
pokazali da nije bila potrebna transfuzija eritrocita
unutar 8 tjedana ili dulje u 38% bolesnika u luspa-
tercept grupi, odnosno u 13% bolesnika u placebo
grupi (p<0.001). Svim je bolesnicima bila dopustena
najbolja potporna skrb, $to je ukljucivalo transfuzi-
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ju eritrocita, kelatore Zeljeza, antimikrobnu terapiju,
nutritivnu potporu. U¢inak lijeCenja u korist luspa-
tercepta u odnosu na placebo zabiljezen je u vecini
podskupina koje su analizirane, a uzimale su u obzir
neovisnost o transfuziji > 12 tjedana (od 1. tjedna
do 24. tjedna), ukljucujuci bolesnike s visokom po-
¢etnom razinom endogenog eritropoetina (200 - 500
U/ (23,3 % naspram 0 %, eksploratorna analiza).
Medijan trajanja najduljeg razdoblja bez transfuzije
eritrocita u bolesnika s odgovorom lijecenih luspa-
terceptom iznosio je 30,6 tjedana. Najces¢e nuspoja-
ve su bile umor (stupanj 3: 5%), proljevi (stupanj 3:
0%), astenija (stupanj 3: 4%) te mucnina (stupanj 3:
1%). Istrazivaci su zakljucili da se lijek dobro pod-
nosi 1 da se nuspojave smanjuju tijekom lijecenja.

U talijanskoj studiji koja je ukljucivala 215 bole-
snika s MDS-om vrlo niskog, niskog i1 intermedijar-
nog rizika po R-IPSS koji su postali refraktorni ili
nisu bili kandidati za terapiju eritropoetinom, primi-
jenjen je luspatercept prema protokolu u razdoblju
od 1. studenog 2020. do 30. sijec¢nja 2022. Medijan
pracenja bio je 377 dana (21-534). Srednja dob pri
uklju¢ivanju bila je 74 godine (31-89). Najmanje
jedan komorbiditet koji je zahtijevao kontinuirano
lijecenje bio je prisutan u 134 (66,7%) bolesnika, a
najmanje tri su bila prisutna u 43 (21,4%). Osnovno
srednje optereCenje transfuzijom bilo je 7 jedini-
ca/8 tjedana (raspon 2-22). Neovisnost o transfuziji
(TT) >8 tjedana u prva 24 tjedna postignuta je u 62
(30,8%) bolesnika. Postotak bolesnika koji su zado-
voljili mjeru primarnog ishoda povec¢ao se na 39,3%
kada je razdoblje promatranja ukljucivalo prvih 48
tjedana. Medu bolesnicima koji su imali primarni
odgovor (n=79), 23 (29,1%) imalo je viSestruke TI in-
tervale u trajanju od 8 tjedana ili duze, a 12 (15,2%)
imalo je najmanje tri ili viSe TI intervala. Primarni
odgovor postignut je u pocetnu razinu doze (1 mg/
kg) u 33 (41,8%) ispitanika, dok su povecanja doze
na 1,3 mg/kg i 1,75 mg/kg izvrSena u 24,1% odno-
sno 34,1% bolesnika koji su primarno odgovorili.
Medijan najduljeg trajanja primarnog odgovora bio
je 23,9 tjedana (8-70). Eritroidni odgovor prema kri-
terijima IWG postignut je u 71 (35,3%) bolesnika ti-
jekom prva 24 tjedna lijeCenja. Prosjec¢no povecanje
razine hemoglobina od 15 g/L ili vise postignut je
kod 28 (13,9%) 1 44 (21,9%) bolesnika u 24, odnosno
48 tjedana lijeCenja.

U sijecnju 2024.godine objavljena je americka
studija na 253 bolesnika s MDS-om vrlo niskog,
niskog 1 intermedijarnog rizika, a koji su najmanje
12 tjedana lijeceni luspaterceptom. Oko 82,2% tih
bolesnika je zahtijevalo 1 do 3 transfuzije eritrocita

unutar 8 tjedana prije pocetka lijecenja luspatercep-
tom. Oko 86,6% bolesnika je lijeCeno sa najmanje
1 prethodnom linijom lijecenja, a 12,3% je dobilo 2
do 3 linije lijeCenja prije luspatercepta. Najcesce se
radilo o eritropoetinu. Nakon medijana od 5.7 mje-
seci lijecenja luspaterceptom, kod 87,4% bolesnika
je postignuta neovisnost o transfuzijama, a taj status
je potrajao kroz najmanje 8 tjedana.

Autori su zakljucili kako je luspatercept potvrdio
svoju ucinkovitost i smanjio potrebu za transfuzija-
ma ¢ak iu skupini umjereno ovisnoj o transfuzijama
eritrocita.

COMMANDS studija analizirala je bolesnike s
MDS-om vrlo niskog, niskog ili srednjeg rizika, na
temelju IPSS-R koji su imali manje od 5% blasta u
kostanoj srzi i bilo im je potrebno 2 do 6 doza fil-
triranih eritrocita svakih 8 tjedana prije ukljuciva-
nja. Bolesnici su imali razli¢ite razine ovisnosti o
transfuzijama, od manjeg do veceg transfuzijskog
optere¢enja. Razine EPO u serumu morale su biti
manje od 500 U/L. Bolesnici s del5q su bili iskljuce-
ni. Prosje¢na dob bolesnika bila je 74 godine, vec¢ina
pacijenata imala je niskorizicni MDS po IPSS-R,
medijan EPO u serumu bio je 85 U/L, 79% imalo je
razine EPO manje od 200 U/L, 20% imalo je razine
EPO izmedu 200 1 500 U/L, 73% pacijenata bilo je
pozitivno na prstenaste sideroblaste, a 61% imalo je
mutacije SF3B1. Medijan transfuzijskog opterecenja
bio je 3 jedinice kroz 8 tjedana prije uklju¢ivanja,
36% pacijenata je trebalo viSe od 4 jedinice kroz 8
tjedana. Nakon randomiziranja 1:1, bolesnici su li-
jeCeni u prvoj skupini luspaterceptom, odnosno u
drugoj skupini eritropoetinom alfa. Stopa odgovora
s luspaterceptom bila je bolja od epoetina alfa, bez
obzira na to jesu li bolesnici imali nisko ili visoko
opterecenje transfuzijom. Bolesnici s velikim opte-
re¢enjem transfuzijom imali su izrazito nisku stopu
odgovora na epoetin alfa, od samo 20%, Sto je bilo i
nize od ocekivanog. Pocetne razine EPO u serumu
takoder su imale ulogu u predvidanju odgovora. I
niske 1 visoke razine EPO dale su prednost luspater-
ceptu u odnosu na epoetin alfa, iako su ukupni od-
govori bili bolji u bolesnika s nizim razinama EPO 1
manjim optere¢enjem transfuzijama. Kod bolesnika
s visim razinama EPO (200 do 500 U/L), stopa od-
govora na epoetin alfa bila je posebno niska, samo
11%. Razine odgovora takoder su ispitane na teme-
lju mutacije SF3BI1 1 statusa prstenastih siderobla-
sta. Bolesnici s SF3BI1 mutacijama ili prstenastim
sideroblastima dobro su reagirali na luspatercept,
pokazujuci znacajno bolje ishode u odnosu na ESA.
Za pacijente bez SF3B1 mutacija ili prstenastih si-
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deroblasta, stope odgovora izmedu luspatercepta i
ESA bile su prilicno slicne. Kada se procjenjivalo
trajanje neovisnosti o transfuziji u trajanju od naj-
manje 12 tjedana, luspatercept je ponovno nadmasio
ESA. Medijan trajanja neovisnosti o transfuziji bio
je 126 tjedana s luspaterceptom naspram 89 tjedana
s ESA-om. Najcesce prijavljenje nuspojave bile su
umor, edemi, bol u ledima, vrtoglavica i glavobolja.
Stupanj 3/4 ili ozbiljne toksicnosti bile su rijetke. In-
fekcije su se javljale podjednako u obje skupine, dok
su proljev, mucnina i dispneja bili nesto ¢esc¢i kod lu-
spatercepta. Hipertenzija, nuspojava koja se obi¢no
povezuje s lijekovima koji povecavaju eritropoezu,
takoder je bila nesto veca s luspaterceptom. Kljuc-
ni zakljucci iz dugoro¢nih podataka o ucinkovitosti
luspatercepta u odnosu na ESA pokazali su kako
se ucinkovitost luspatercepta poboljsava s duljinom
lijeCenja. Osim odgadanja potreba za transfuzijom,
luspatercept je pokazao dosljedan porast hemoglobi-
na, sa srednjim porastom ve¢im od 1,5g/dl. Pocetak
lijeCenja luspaterceptom je u dozi 1 mg/kg kroz 2
doze, ali ako bolesnik zadrzi ovisnost o transfuziji,
doza se podize na 1,33mg/kg, odnosno do maksi-
malne 1,75 mg/kg.Dosadasnji rezultati su pokazali
kako oko 70% bolesnika ima potrebu za povecanjem
doze luspatercepta. Povecanje doze kod vise od 60%
bolesnika prati i ve¢a neovisnost o transfuziji.
Nedavno objavljeni rezultati studije koja je uklju-
¢ila 331 bolesnika s MDS-om niskog rizika lijeCenih
luspaterceptom, pokusala je dati odgovore koji su
potencijalni prediktori odgovora na luspatercept. U
skupini nije bilo statisticki znacajne razlike u stopi
odgovora kod pacijenata s mutacijom SF3B1 u us-
poredbi s onima s divljim tipom. Nije uocena stati-
sticki znacCajna razlika u odnosu na zariSta mutacije
SF3B1 (K700E naspram ostalih) niti kada je medi-
jan VAF procijenjen stratifikacijom <38% VAF na-
spram >38% VAF. Podjela slu¢ajeva SF3B1-mutacije
u tri razlicite skupine, prema IPSS-M 1 WHO 2022,
otkrila je razliCitu stopu hematoloskog odgovora.
SF3B1 B (SF3BI i bilo koji gen iz BCOR, BCORLI,
NRAS, RUNXI1, SRSF2 ili STAG2) i SF3B1 a (mu-
tacija SF3B1 sama ili s bilo kojom drugom mutaci-
jom razli¢itom od prethodne skupine) pokazale su
superiorne stope poboljSanja eritroidnog statusa u
usporedbi sa SF3B1 5q (istodobna prisutnost muta-
cije 1 izoliranog del5q). U podskupini MDS non-RS,
jedan bolesnik s dijagnozom MDS-MLD postigao je
transfuzijsku neovisnost, iako to nije bilo popraceno
povecanjem razine Hb vece od 1,5 g/dL. Prilikom
razmatranja mutacijskog obrasca bolesnika s LR-
MDS, niski skor prema IPSS-M korelirao je s od-

govorom. U ovdje analiziranoj kohorti LR-MDS-a,
ni prisutnost specificne mutacije SF3B1 ni njen VAF
nisu korelirali s odgovorom. Stratifikacija bolesnika
na temelju podskupina ko-mutacija, pokazala je po-
boljsanu dinamiku odgovora u SF3B1 a skupini, §to
sugerira da obrazac ko-mutacije moze utjecati na od-
govor na lijeCenje, osim §to ima prognosticki znacaj.
Pacijenti u podskupini SF3BI del5q pokazali su slab
odgovor na luspatercept kao i oni s ve¢im mutacij-
skim opterec¢enjem S§to je i ocekivano. Istrazivaci su
uocili 1 kako je bolji odgovor postignut u skupini bo-
lesnika s hipercelularnom kostanom srzi, u odnosu
na one s hipo/normocelularnom kostanom srzi.

A ako bolesniku po¢nemo primjenjivati luspa-
tercept 1 prije nego se priblizi kriterijima za tran-
sfuzijsko lijeCenje? Rezultati COMMands studije
pokazali su najbolji odgovor kod bolesnika s niskom
razinom eritropoetina i niskim transfuzijskim op-
terecenjem. Stoga ELEMENT-MDS ukljucuje bo-
lesnike s MDS-om vrlo niskog, niskog 1 srednjeg
rizika prema R-IPSS koji nisu ovisno o transfuziji
niti su lijeCeni ESA. Dodatni uklju¢ni kriteriji zahti-
jevaju bolesnike s manje od 1% blasta u perifernoj
krvi 1 manje od 5% blasta u kostanoj srzi, uz pocet-
nu razinu eritropoetina ispod 500U/L, i razinu Hb
<95 g/L. Planira se ukljuciti 360 bolesnika koji is-
punjavaju uvjete, a koji ¢e biti nasumicno rasporede-
ni u omjeru 1:1 za lijeCenje luspaterceptom jednom
svaka 3 tjedna u pocetnoj dozi od 1,0 mg/kg, s pove-
¢anjem doze do 1,75 mg/kg, ili epoetina alfa jednom
tjedno u pocetnoj dozi od 450 IU/kg, s povecanjem
doze do 1050 IU/kg. Primarni cilj je detektirati udio
bolesnika koji postanu ovisni o transfuziji, defini-
rano kao potreba za najmanje 3 jedinice eritrocita
svakih 16 tjedana, tijekom bilo kojeg kontinuiranog
16-tjednog intervala od 1. do 96. tjedna. Kljucni se-
kundarni cilj je kod dijela bolesnika posti¢i porast
hemoglobina od najmanje 1,5 g/dL koji se odrzava
najmanje 16 tjedana tijekom 1. do 48. tjedna. Ostali
sekundarni ciljevi uklju¢uju vrijeme do ovisnosti o
transfuziji eritrocita, prezivljavanje bez transfuzije,
vrijeme do postizanja modificiranog hematoloskog
poboljsanja - eritroidnog odgovora, neovisnost o
transfuziji od najmanje 24 tjedna, vrijeme do pro-
gresije AML-a, kvaliteta Zivota. Bolesnici moraju
imati simptomatsku anemiju koju su istrazivaci de-
finirali postojanjem barem jednog od Cetiri simpto-
ma: umor, vrtoglavica, slabost, kratko¢a daha. Kako
su navedene tegobe subjektivne, postavljena je ra-
zina hemoglobina do najvise 9,5g/L kao objektivan
parametar.

40

Bilten Krohema — Vol. 17, br. 1



1. Mandac Smoljanovi¢ Luspatercept u lijeenju anemije u bolesnika s mijelodisplasti¢nim sindromom niskog rizika

Dosadasnja pozitivna klinicka iskustva s luspa-
terceptom u MDS niskog rizika dovela su do istrazi-
vanja u ostalim hematoloskim entitetima pa se tako
danas provode istrazivanja u kojima se luspatercept
primjenjuje u lijeCenju anemije u mijelofibrozi, na-
kon alogeni¢ne transplantacije krvotvornih matic-
nih stanica.

Neucinkovita eritropoeza je dio patofizioloske sla-
galice brojnih poremecaja, pa tako i nehematoloskih
malignih bolesti. Vrijeme ¢e pokazati gdje ¢e jos lu-
spatercept pronaci svoju terapijsku nisu.
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Anemija srpolikih stanica ili srpasta anemija jed-
na je od najcesc¢ih nasljednih hemoglobinopatija u
svijetu, ali kako se javlja u pripadnika crne rase ili u
Arapskoj populaciji, u nasim je krajevima bila vrlo
rijetka pojava. Zbog globalnih migracija stanovnis-
tva zadnjih godina 1 u Hrvatskoj imamo pojavu dje-
ce 1 odraslih oboljelih od ove anemije.

Bolest je obiljezena stvaranjem abnormalnog he-
moglobina (HbS) 1 posljedicnim gubitkom bikon-
kavnog oblika eritrocita i pretvorbom eritrocita u
oblik srpa ili polumjeseca.

Bolest je uzrokovana tockastom mutacijom
(A—T) u Sestom kodonu gena za B-globin na kromo-
somu 11pl5.5, pri ¢emu dolazi do zamjene GTG u
GAG i zamjene hidrofilne glutaminske kiseline (Glu)
s hidrofobim valinom (Val), §to dovodi do stvaranja
mutiranog hemoglobinskog tetramera HbS (a2[2)
(1,2). Bolest se nasljeduje autosomno recesivno i za
razvoj bolesti potrebne su mutacije oba alela gena
koji kodira B-globin (3).

Bolest srpastih stanica (engl. sickle cell disea-
se) §iri je entitet, koji osim homozigotnih bolesni-
ka (HbSS), ukljucuje i sloZzene heterozigote s jed-
nim alelom B-globina s mutacijom srpastih stanica
(B%) i drugim alelom B-globina s nekom drugom
mutacijom - B¢ (HbSC), B° (HbSD), B-talasemija
alel (HbSP*-talasemija ili HbSp-talasemija), OAr2
(HbSO/Arab) (3). Najzastupljeniji i najtezi oblik bo-
lesti je homozigotni (HbSS), koji ¢ini 60-70% obo-
ljelih (4). Heterozigotnost, koja uklju¢uje samo jedan
mutirani alel (HbAS), obi¢no je benigne naravi, iako
rijetko 1 u heterozigota moze do¢i do stvaranja sr-
pastih eritrocita, ali samo pri izlaganju vrlo niskim
razinama kisika (5).

Epidemiologija

Iako ne postoje pouzdani podaci o globalnoj in-
cidenciji 1 prevalenciji, procjenjuje se da trenutno u
svijetu od srpaste anemije boluje vise od 3 milijuna
ljudi (6). Svake se godine rodi oko 300.000 novih
bolesnika (3,4,7), a prema projekcijama taj bi broj
do 2050. godine mogao porasti na gotovo 400.000
godisnje (8). Bolest najesce pogada crnu rasu, a
najveca je prevalencija u subsaharskoj Africi, Indi-

ji, Bliskom istoku 1 Mediteranu pri ¢emu se najvise
novooboljelih rada u tri drzave - Nigeriji, Demokrat-
skoj Republici Kongo 1 Indiji (8,9).

Srpasta anemija globalni je javnozdravstveni
problem. Bolesnici imaju brojne morbiditete i u pro-
sjeku zive krace. Medijan oCekivanog trajanja zivota
u razvijenim je zemljama 43 godine (IQR 31,5-55
god.) (9). U nerazvijenim je zemljama situacija je jos
1 teza, lijeCenje je rijetko dostupno, a velika vecina
djece u svijetu joS uvijek umire prije 5. godine Zivota
(10).

Odavno je primije¢eno da je prevalencija srpaste
anemije najveca u podrucjima s velikom ucestalo-
S¢u malarije. Jos je 1949. godine postavljena “hipo-
teza o malariji” koja pokuSava objasniti geografsku
distribuciju srpaste anemije, a koja pretpostavlja da
HbS predstavlja oblik balansiranog polimorfizma
jer heterozigoti (HbAS) imaju selektivnu prednost
- djelomicnu zastitu od teSkog oblika infekcije Pla-
smodium falciparum (10). Iako je ova teorija Siroko
prihvacena, danas se jo$ uvijek istrazuju toni me-
hanizmi zastite i njihova bioloska osnova (6,8).

Patofiziologija

U fizioloskim uvjetima molekule hemoglobina ne
ulaze u medusobnu interakciju (3). U srpastoj ane-
miji abnormalni hemoglobinski tetrameri (HbS) u
specificnim nepovoljnim uvjetima (deoksigenacija,
dehidracija, acidoza) ulaze u medusobnu interakciju
1 stvaraju krute polimere (2,3,11). Kada se stvori kri-
ticna masa - dovoljna koli¢ina HbS polimera unutar
eritrocita, slijedi promjena eritrocita u srpasti oblik
(12). Isprva eritrociti osciliraju izmedu normalnog
bikonkavnog 1 srpastog oblika, medutim, u slucaju
daljnjih nepovoljnih uvjeta (deoksigenacija, dehidra-
cija, acidoza i dr.) oni postaju trajno srpasti (5).

Brzina polimerizacije iznimno je osjetljiva na
koncentraciju HbS 1 raste proporcionalno s HbS
koncentracijom na 34.-tu potenciju, dok je istovre-
meno obrnuto proporcionalna koncentraciji HbF,
koji zamjenjuje HbS i time sprjecava polimerizaciju
molekula hemoglobina (2). Sam proces stvaranja po-
limera nije ireverzibilan. Plu¢a su jedini organ koji
moze zapoceti proces depolimerizacije, a zbog toga
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svako ostecenje pluéne funkcije pogoduje nakuplja-
nju HbS polimera 1 potice srpastu deformaciju eri-
trocita (3).

Stvaranje srpastih eritrocita klju¢ni je dogadaj
koji potom pokrece daljnje patofizioloSke procese.
Najvazniji su procesi u bolesti vazookluzija, hemo-
liza, hemolizom posredovana endotelna disfunkcija
1 kroni¢na upala (2).

Srpasti su eritrociti rigidniji, teze prolaze kroz
krvne zile, okludiraju ih i uzrokuju ishemiju i ishe-
mijsko-reperfuzijsku ozljedu tkiva (7,13).

Vazookluzija se primarno dogada na razini pos-
tkapilarnih venula (3). Vazookluziji pridonose i po-
vecana adhezija izmedu krvnih stanica i endotela
(3,11) te povecana aktivacija trombina, smanjene ra-
zine antikoagulansa i oSte¢ena fibrinoliza (7).

Srpasti eritrociti imaju kraéi Zivotni vijek 1 sklo-
niji su hemolizi (3,13). Procjenjuje se da je Zivotni
vijek srpastih eritrocita 10-20 dana (1). Hemoliza
se ve¢inom odvija ekstravaskularno i posredovana
je stanicama retikuloendotelnog sustava koje pre-
poznaju oStecene srpaste eritrocite, medutim, bitan
¢imbenik ¢ini 1 intravaskularna hemoliza koja moze
¢initi 1 do 30% ukupne hemolize (11,12). Kroni¢na
hemoliza jedna je od klju¢nih ¢imbenika razvoja
kroni¢ne vaskulopatije (13) jer uzrokuje promjenu
metabolizma i smanjenje duSikova oksida i smanje-
nu sposobnost vazodilatacije, ali i hemolizom posre-
dovanu disfunkciju endotela (3,7,12).

Nadalje, bolest je karakterizirana stanjem kro-
ni¢ne upale koja je posljedica vise ¢imbenika. Osim
toga Sto su vazookluzija, naknadna reperfuzija tki-
va 1 kroni¢na hemoliza (13) proinflamatorna stanja u
kojima nastaje oksidativni stres i otpustaju se prou-
palni citokini (11), kroni¢na upala rezultat je 1 pro-
mjena na eritrocitnoj membrani, pove¢anoj adheziv-
nosti eritrocita i leukocita, aktivaciji leukocita i dr.
(3,7,11).

Dodatni dokaz da je srpasta anemija stanje kro-
ni¢ne upale predstavlja ¢injenica da bolesnici imaju
povisene razine neutrofila, monocita i trombocita, a
takoder je utvrdeno da povecane koncentracije agre-
gata neutrofila i trombocita te monocita i trombocita
izravno koreliraju s tezinom klinicke slike bolesti (2).

Klinic¢ka slika

Srpasta anemija pokazuje visok stupanj klinic¢-
ke heterogenosti. Bolesnici se medusobno razlikuju
prema ucestalosti, tezini i spektru simptoma, kao 1
po klinickom tijeku 1 komplikacijama bolesti. Kli-

nicka slika rezultat je medudjelovanja genetskih,
bioloskih i okolisSnih ¢imbenika (6,8). Za klinicku

sliku vjerojatno su najvazniji genetski ¢imbenici,
pri cemu najtezu klinicku sliku imaju homozigoti
(HbSS), a slozeni heterozigoti imaju vec¢inom blazi
oblik bolesti. I unutar svakog genotipa srpaste ane-
mije postoji znacajna fenotipska heterogenost (8).
Fenotip moze biti oblikovan i drugim genetskim
¢imbenicima poput varijacijama i mutacijama dru-
gih gena ukljuc¢enih u regulaciju upalnih procesa,
oksidativnom stresu, stani¢noj adheziji i drugim
procesima (6).

Rekurentni bolovi - vazookluzivne krize

Klinicka slika ve¢inom se ne razvija prije druge
polovine prve godine zZivota zbog zastitnog ucinka
vise razine HbF tijekom prvih 6 mjeseci zivota (1).
Najvaznije obiljezje bolesti rekurentne su epizode
boli koje nastaju zbog okluzije krvnih zila i ishe-
mije tkiva (14). U manje djece, posebice dojencadi,
vazookluzivne krize klinicki se ocituju daktilitisom
(tzv. sindrom Sake-stopala) (1) i nastaju kao rezul-
tat okluzije mikrocirkulacije i upale periosta meta-
karpalnih 1 metatarzalnih kostiju (12). U klinickoj
slici dominiraju razdrazljivost i simptomi regresije
- dijete prestaje puzati, stajati, hodati (1). U kasnijoj
dobi bolovi se ve¢inom javljaju centralnije na ruka-
ma 1 nogama, ali 1 u ledima, rebrima, sternumu 1
drugdje na tijelu (7,12). Ucestalost boli s godinama
se povecava te oko 30-40% adolescenata i1 odraslih
imaju gotovo svakodnevne bolne epizode (9). Poce-
tak boli moze biti postupan, a trajanje od nekoliko
sati do nekoliko dana (4). U ve¢ini slucajeva jasan
se okida¢ ne moze sa sigurnoscu odrediti (12), iako
je poznat cijeli niz okidaca - stres, infekcije, febrili-
tet, dehidracija, acidoza, nagle vremenske promjene,
hladnoca, zagadenje zraka i dr. (1). Bolne su epizo-
de pracene subfebrilitetom ili nizim febrilitetom uz
blazu leukocitozu, dok visoki febrilitet ukazuje na
opseznije ostecenje tkiva ili razvoj infekcije (12). Di-
jagnoza se temelji na anamnezi, s obzirom na to da
ne postoji jasan laboratorijski test, a fizikalnim pre-
gledom mogu se otkriti tek diskretni znakovi poput
blazeg lokaliziranog edema, eritema ili palpatorne
osjetljivosti (12).

Akutne boli mogu prijec¢i u kroni¢ne. Kroni¢ne
boli definiraju se kao oni koji se javljaju u vecini
dana tijekom posljednjih Sest mjeseci, a udio pedija-
trijskih bolesnika s kroni¢nim bolima moze doseci
1 do 40% (9). Kroni¢ne boli mogu nastati zbog sen-
zibilizacije i snizenog praga za bol uslijed ponavlja-
nog izlaganja boli ili pak zbog drugih komplikacija
poput avaskularne nekroze (kuk, rame) ili ulkusa
(9). Bolne epizode mogu rezultirati i smrtnim isho-
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dom, najcesce zbog aritmije uslijed neprepoznatog
oStec¢enja miokarda ili pluéne hipertenzije (12).

AKutni sindrom prsnog kosa
(acute chest syndrome)

Akutni sindrom prsnog kosa akutna je, po Zivot
opasna, ozljeda plu¢nog parenhima koja nastaje
zbog vazookluzije pluénih krvnih zila (15). U 10-
20% slucajeva prethodi mu bolna epizoda vazooklu-
zije drugdje u tijelu (12). Novija istrazivanja poka-
zuju na to da razvoj trombocitopenije u bolesnika s
vazookluzivnom krizom mogu¢i prediktor razvoja
akutnog sindroma prsnog kosa (2). Patogenetski,
nakon vazookluzije pluénih krvnih zila slijedi ma-
sivnog otpustanja citokina, privlacenja i aktivacije
upalnih stanica i1 prenaglasenog upalnog odgovora
koji uzrokuje ostec¢enja alveolarno-kapilarne barije-
re, razvoj pluénog edema 1 prekid izmjene plinova
(2). Klinicki se prezenetira febrilitetom, kasljem,
dispnejom, bolima u prsistu, bronhoopstrukcijom
1 hipoksijom, a na rendgenogramu je vidljiv novo-
nastali pluéni infiltrat (12). Otprilike 50% bolesnika
ima barem jednu epizodu akutnog sindroma prsnog
kosa, a najveca je incidencija izmedu druge i Cetvrte
godine zivota (15). U pedijatrijskih je bolesnika tijek
akutnog sindroma prsnog kosa ve¢inom laksi, dok
se u odrasloj dobi javlja rjede, ali je tijek tezi (12). U
najtezim oblicima moZze evoluirati u akutni respira-
torni distres sindroma (4RDS) (2). Akutni sindrom
prsnog kosa najces¢i je uzrok smrti u osoba sa sr-
pastom anemijom, ¢ine¢i gotovo 25% svih smrtnih
slu¢ajeva, pri Cemu je smrtnost u pedijatrijskih bole-
snika 1.1%, a u odraslih 4.3% (15).

Otprilike 40% slucajeva akutnog sindroma pr-
snog kosa u pedijatrijskih bolesnika ima prepoznat
uzrok, pri ¢emu je 40% povezano s infekcijama -
najceS¢e virusne infekcije, infekcije S.pneumoniae
(7) ili atipi¢nim uzro¢nicima poput M. pneumoniae
ili C.pneumoniae (15). Javlja se ¢esc¢e kod djece koja
boluju od astme (7), Drugi Cesti uzrok akutnog sin-
droma prsnog kosa je zacepljenje pluéne mikrocir-
kulacije masnim embolusom ili embolusom kostane
srzi nakon periferne vazookluzivne krize (2).

Anemija

Homozigotni bolesnici imaju umjerenu do tesku
anemiju s prosje¢nim razinama hemoglobina od 6-8
g/dL (1). SloZeni heterozigoti ve¢inom imaju bla-
zu anemiju, a medu njima najdublju anemiju imaju
bolesnici s genotipom HbSB’ -talasemija kod kojih
je prosjecna vrijednost hemoglobina 8.5 g/dL (7).
Akutni pad u crvenoj lozi, tj. pad hemoglobina za

2 g/dL, najCesce je uzrokovan aplasticnom krizom,
akutnim krvarenjem, sekvestracijom u slezeni ili
hemolitickom reakcijom na transfuziju (4).

Aplasti¢na kriza gotovo je isklju¢ivo uzrokova-
na infekcijom parvovirusom B-19, a zbog privreme-
ne aplazije crvene loze slijedi nagli pad hemoglo-
bina za 3-6 g/dL (5). U perifernoj krvi retikulociti
su gotovo odsutni, a broj leukocita i trombocita je u
vecini sluc¢ajeva nepromijenjen (7). U kosStanoj srzi
eritropoeza je zaustavljena u stadiju normoblasta
(5). Infekcija obicno traje do tjedan dana, a privre-
mena aplazija moze trajati do 14 dana (7) tijekom
kojih je vec¢ina bolesnika ovisna o transfuzijama eri-
trocita (1).

Sekvestracija u slezeni Zivotno je ugrozavajuca
komplikacija koja nastaje uslijed nakupljanja vece
koli¢ine krvi u slezeni (4). Zahvaljujuci boljoj iden-
tifikaciji bolesnika incidencija se smanjila s 30% na
12.6% (3). Sekvestracija moZe biti provocirana fe-
brilitetom, bakterijemijom ili virusnom infekcijom
(npr. parvovirus B19), a najveca je incidencija a iz-
medu 5. 1 24. mjeseca zivota (7). U homozigotnih
bolesnika javlja se gotovo iskljucivo do 4. godine
zivota (do tada je slezena jos uvijek ocuvana), dok
se u slozenih heterozigota koji nisu skloni autosple-
nektomiji moze dogoditi i kasnije (5). Dvije tre¢ine
bolesnika ima ponovljenu epizodu sekvestracije, i to
najcesc¢e u prvih 6 mjeseci od prethodne epizode (3).
Klinicki se prezentira boli u lijevom hemiabdome-
nu, distenzijom abdomena, bljedo¢om i protrahira-
nosti (4). U krvnoj slici prisutan je pad hemoglobina
za vise od 2 g/dL, retikulocitoza, a ¢esto 1 trombo-
citopenija i leukopenija (5). Abruptni pad hemoglo-
bina moZe uzrokovati hipovolemijski Sok i smrt (7).

Sekvestracija se, osim u slezeni, moze zbivati 1
u jetri. Hepatalna sekvestracija moze se javiti kod
svih genotipova (5). Klinicki se prezentira hepato-
megalijom i bolovima u gornjem desnom kvadrantu
(4). Pad hemoglobina vec¢i je od 2 g/dL, a aktivnosti
jetrenih enzima ne moraju nuzno biti poviseni (5).

Infekcije

Bolesnici s anemijom srpolikih stanica imaju
veci rizik od infekcija, posebice onih bakterijskih.
Najvazniji je ¢imbenik povecane podloznosti infek-
cijama funkcionalni je asplenizam uzrokovan pro-
gresivnom fibrozom (7). Autosplenektomija je u ve-
¢ine bolesnika prisutna do 5. godine zivota (3). Dru-
gi su bitni ¢imbenici podloZnosti infekcijama sma-
njena obrambena ucinkovitost kroni¢no aktiviranih
neutrofila, disfunkcionalnost sustava komplementa,
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disfunkcionalnost protutijela IgM 1 IgG razreda te
narusena sposobnost opsonizacije (1). Posebno su
opasne infekcije inkapsuliranim organizmima (S.
pneumoniae, H. influenzae tip b 1 N. meningitidis)
(3). Najveci je rizik od smrti zbog infekcije u prvih
pet godina Zivota (7).

Ve¢ je ranije istaknuta povezanost akutnih res-
piratornih infekcija i po zivot opasnog akutnog sin-
droma prsnog kosa. Osim toga, u bolesnika s ovom
anemijom cCesta je pojava i osteomijelitisa. Osteomi-
jelitis moze biti unifokalan i multifokalan, a najcesci
suuzrocnici S.aureus 1 Salmonella spp. (5). Za razli-
ku od opce populacije kod kojih su najcesce zahva-
¢ene metafize dugih kostiju, u bolesnika s anemijom
srpolikih stanica osteomijelitis je najcesce lokalizi-
ran u dijafizama (3).

Mozdani udar

Do 20 godine Zivota 11% bolesnika s anemijom
srpolikih stanica preboli mozdani udar, a gotovo
40% ima subklinicke ishemijske promjene mozda-
nog parenhima (9). Manifestni mozdani udar obi¢no
zahvaca vece krvne Zile, a nastaje zbog in situ oklu-
zije oStecene zile ili embolizacije distalnog tromba
(7). Klinicki se prezentira parezom/plegijom, afazi-
jom, dizartrijom, konvulzijama i drugim neurolos-
kim ispadima (9). Subklinicka mozdana ishemija
rezultat je progresivnog suzavanja malih krvnih Zila
uslijed oste¢enja endotela, promjena u intimi 1 pro-
liferacije fibroblasta i glatkih misi¢nih stanica (7).
Subklini¢ke ishemije uzrokuju kognitivni deficit i
poremecaje ponasanja (9).

Hemoragi¢ni mozdani udar ve¢inom se javlja u
odrasloj dobi, a najcesce kao posljedica rupture ane-
urizme nastale na podlozi kroni¢ne vaskulopatije
(12).

Kako bi se identificirali bolesnici s rizikom od
mozdanog udara, preporucuje se jednom godisnje
uciniti probir transkranijalnom Doppler sonogra-
fijom u svih bolesnika od navrSene druge godine
zivota. U slucaju patoloskog nalaza, pretragu treba
ponoviti unutar mjesec dana (3).

Zahvaljujuc¢i uvodenju probira transkranijalnom
Doppler sonografijom i preventivne transfuzije oso-
ba s ve¢im rizikom od mozdanog udara, inciden-
cija je u posljednjim godinama znacajno smanjena
(5,12). Oko 70% nelijecenih bolesnika ponovno do-
zivi mozdani udar unutar 3 godine, a ishod je nakon
ponovljenog mozdanog udara znatno losiji (7).

U bolesnika sa srpastom anemijom mogu se javiti
1 druge neuroloske komplikacije poput tranzitornih
ishemijskih ataka, glavobolja, konvulzija, tromboza

venskih sinusa, posteriorne reverzibilne encefalopa-
tije (PRES) (3).

Druge akutne komplikacije bolesti

Akutna intrahepatalna kolestaza hitna je kom-
plikacija bolesti koja nastaje zbog zbog opstrukcije
hepatalnih sinusoida i posljedi¢ne ishemije 1 infark-
cije hepatocita (2). Klinicki se ocituje boli u gornjem
desnom kvadrantu, pogorSanjem Zutice, hepatome-
galijom, tamnim urinom i svijetlom stolicom, a la-
boratorijski hiperbilirubinemijom, poviSenja aktiv-
nosti alkalne fosfataze te povremeno koagulopati-
jom (5). Kao 1 kod drugih hemolitickih anemija, u
bolesnika sa srpastom anemijom cesta je pojava ko-
lelitijaze 1 kalkuloznog kolecistisa zbog povecanog
stvaranja i precipitacije bilirubina (1). Kolelitijaza se
moze pojaviti ve¢ u ranom djetinjstvu, od druge go-
dine Zivota, a vise od 30% bolesnika ima kolelitijazu
do 18. godine Zivota (7).

Avaskularna nekroza Cest je uzrok boli (akutne
1 kroni¢ne) 1 invalidnosti bolesnika. Najcesce je za-
hvacena glava femura te kao posljedica moze doci
do skracenja noge i Sepanja (3). U polovine bolesni-
ka je asimptomatska (7). Nastaje zbog zacepljenja
kapilara srpastim eritrocitima i to ve¢inom u dis-
talnom dijelu kosti gdje je kolateralna cirkulacija
najslabije razvijena (5). Najvazniji faktori rizika su
Ceste bolne vazookluzivne krize, povisen hemato-
krit (3) i sloZzena heterozigotnost - HbSa-talasemija 1
HbSp’-talasemija (5).

Prijapizam se javlja u oko 35% bolesnika, naj-
¢es¢e u homozigota (5). Srednja dob prve epizode
prijapizma je izmedu 12. i 15. godine Zivota, a 75%
ima prvu epizodu prije 20. godine (7). Prevalencija
je vjerojatno 1 veca zbog nedovoljnog prijavljivanja.
Vec¢inom se javlja u ranim jutarnjim satima (7), a
nastaje zbog produljene venske staze u kavernoznim
tijelima penisa (2,3). Do 50% bolesnika koji su tije-
kom djetinjstva imali epizode prijapizma u odrasloj
dobi ima erektilnu disfunkciju (7).

Najvaznije akutne oftalmoloske komplikacije su
hifema, makularna ishemija, zbog okluzije trombom
a. centralis retinae, 1 sindrom orbitalne kompresije
(5). U odrasloj dobi, osobito u bolesnika s HbSC ge-
notipom, Cesta je pojava proliferativne retinopatije
koja, iako moZze spontano regredirati, moze takoder
rezultirati gubitkom vida (12).

Kroni¢ne komplikacije bolesti
Plucna hipertenzija

Plu¢na hipertenzija javlja se u 6 do 11% bolesnika
(5). U odraslih je prevalencija i ve¢a, do 30% (4).
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Uzrokovana je progresivnom proliferacijom glatkih
miSi¢nih stanica i intime te tromboze in situ, Sto re-
zultira suzenjem ili obliteracijom plué¢nih arteriola 1
povecanjem plu¢nog vaskularnog otpora (2). Kljuc-
ni su ¢imbenici u razvoju kroni¢na intravaskularna
hemoliza i smanjena dostupnost dusikovog oksida
(9), uz moguci doprinos i ponavljanih epizoda akut-
nog sindroma prsnog kosa i funkcionalne asplenije
(12). S vremenom zbog povecanja optere¢enja dola-
zi do insuficijencije desnog srca. Klinicki se to oci-
tuje progresivnom dispnejom, a povecan je rizik od
akutnog cor pulmonale ili iznenadne sr¢anom smrti
(2). Bolesnici s pluénom hipertenzijom imaju i ¢eSce
astmu, ucestale bolne krize i ve¢i rizik od smrti (4).
Osim toga, 16% djece 1 8% odraslih razvija op-
struktivnu, a 7% djece 1 28% odraslih restriktivnu
plu¢nu bolest, dok su poremecaji disanja tijekom
spavanja, uklju¢uju¢i opstruktivnu apneju i no¢nu
hipoksiju, prisutni su kod polovine bolesnika (9).

Bubrezne komplikacije

Procjenuje se da 20-40% bolesnika sa srpastom
anemijom razvije kroni¢nu bubreznu bolest (9). Hi-
poksija, acidoza i hiperosmolarnost bubreznog pare-
nhima predstavljaju idealnu okolinu za polimeriza-
ciju HbS i srpastu pretvorbu eritrocita (5). Ponavljani
ciklusi akutnih bubreznih ozljeda rezultiraju kronic-
nom bubreznom bolesti (16). Najcesce je prvi znak
bubreznog oste¢enja mikroalbuminurija (30-300 mg
u 24h urinu) (5). Prema jednoj je studiji mikroalbu-
minurija prisutna u gotovo polovine pedijatrijskih
bolesnika (9), a prevalencija se s godinama poveca-
va (16). Mikroalbuminurija je posljedica glomeru-
lopatije 1 hiperfiltracije, a patofizioloski mehanizmi
nastanka glomerulopatije su vaskularna kongestija,
hemodinamske promjene glomerula, intravaskular-
na hemoliza i endotelna disfunkcija (9). Ipak, zbog
glomerularne hiperfiltracije, povecane sekrecije
kreatinina i niskog serumskog kreatinina, bubrezno
oStecenje Cesto ostaje neprepoznato u pedijatrijskoj
populaciji (12).

Manifestacija bubreznog oStec¢enja u pedijatrij-
skih bolesnika je i hipostenurija koja nastaje vjero-
jatno zbog medularne hipoperfuzije i ishemije (9).
Hipostenurija uzrokuje enurezu, poliuriju, nokturiju
1 sklonosti dehidraciji (7). Enureza moze perzistirati
1 do kasne adolescentne dobi (3).

Renalna papilarna nekroza, osobito ¢esta u bole-
snika s HbSC genotipom, klinic¢ki se ocituje hema-
turijom, a nastaje zbog opstrukcije krvnih zila koje
opskrbljuju vasa recta (5).

Kozni ulkusi javljaju se u oko 5-10% bolesnika
(12). Rijetki su kod djece, a samo se iznimno po-
javljuju prije 10. godine Zivota (7). Najces¢i su u
homozigota, a manja je Sansa njihovih nastanaka u
bolesnika s vi§im hemoglobinom i visokim razina-
ma HbF (5). Patogeneza je kompleksna i ukljucuje
mehanicku opstrukciju visokim hematokritom, ven-
sku insuficijenciju i bakterijske infekcije (4). Tra-
uma i teSka anemija povecavaju rizik od nastanka
ulkusa (5). Obi¢no se javljaju u podrucjima s manje
potkoznog masnog tkiva, s tankom kozom i sma-
njenim protokom krvi, pri ¢emu je najcesc¢e mjesto
nastanka su maleoli, a rjede se javljaju i pretibijal-
no, na gornjem dijelu stopala i na Ahilovoj tetivi (4).
Kroni¢ni ulkusi, osobito ako su dovoljno duboki da
izloze kost, mogu uzrokovati osteomijelitis (5).

Zaostajanje u rastu djece sa srpastom anemijom
multifaktorijalne je etiologije. Najvazniji su ¢imbe-
nici kroni¢na anemija, Ceste infekcije i rekurentne
bolne epizode (14). lako tijekom djetinjstva zaostaju
1 u visini i u tezini u odnosu na svoje vrsnjake, ve-
¢ina bolesnika ipak do kraja adolescencije dosegne
rast u visinu, ali ne i tezinu. Zaostajanje u tezini vje-
rojatno je posljedica vecih kalorijskih potreba ane-
micnih bolesnika zbog vece aktivnosti koStane srzi 1
kardiovaskularne kompenzacije (7).

Dijagnostika

Dijagnosticka metoda koja se smatra zlatnim
standardom za postavljanje dijagnoze jest elektrofo-
reza hemoglobina. Ova metoda koristi svojstvo da
je HbS vise pozitivno nabijen od HbA pa se sporije
krece na ploci gela od HbA (7). Osim $to omogu-
¢uje identificiranje razlicitih vrsta hemoglobina na
temelju njihovih elektricnih naboja, elektroforeza 1
kvantificira udjele HbS i drugih vrsta hemoglobina
(HbA, HDF...) u ukupnom hemoglobinu (14). Udio
je HbS u ukupnom hemoglobinu u homozigota visi,
11znosi oko 1 vise od 90% (3), dok je udio u slozenih
heterozigota nizi, oko 35-40% (7). Gensko testiranje
sluzi za potvrdu dijagnoze i identificiranje specific-
ne mutacije.

Dijagnoza se moze postaviti i prenatalno, ana-
lizom mutacija DNA kordocentezom iz korionskih
resica (10.-14. tjedan gestacije) ili fetalnih fibroblasta
dobivenih amniocentezom (15.-20. tjedan gestacije)
(7). Neinvazivne prenatalne dijagnosticke metode
jos su u fazi razvoja.

Programi probira
Danas su programi probira ve¢ uspostavljeni
u nekim razvijenijim zemljama poput SAD-a i di-
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jelova Bliskog istoka (8). U SAD-u je univerzalni
program probira uveden 2007. godine (5), a srpasta
anemija najcesc¢a je bolest koja se otkriva obveznim
drzavnim novorodenackim programom probira s in-
cidencijom 1:2.647 (3). Programi probira tek se po-
¢inju razvijati i u nekim slabije razvijenim zemljama
s visokom prevalencijom bolesti poput Indije i ne-
kih africkih zemalja (8). Najcesc¢e koriStene metode
za dijagnozu u novorodencadi su izoelektricno fo-
kusiranje 1 tekuc¢inska kromatografija visoke djelo-
tvornosti (engl. High performance liquid chromato-
graphy - HPLC) iz sasuSenih uzoraka nekoliko kapi
krvi nanesenih na filter papir (Guthrijev test) (7).

LijeCenje

LijeCenje srpaste anemije ukljucuje lijeCenje i
ublazavanje simptoma vazookluzivnih kriza i dru-
gih akutnih komplikacija, poboljSanje kvalitete zi-
vota bolesnika, prevenciju komplikacija i ocuvanje

funkcije organa. iU lijecenju akutnih vazooklu-
zivnih kriza primjenjuju se razliciti analgetici, od
nesteroidnih protuupalnih lijekova (NSAID) za
umjerene bolove do opioida za jace bolove (9).

Sastavni dio lijeCenja srpaste anemije su i tran-
sfuzije. Transfuzije eritrocita obi¢no se primjenju-
ju u lijecenju akutnih komplikacija bolesti u svrhu
sprjecavanja njihova napredovanja (aplasti¢ne krize,
sekvestracija, mozdani udar, akutni torakalni sin-
drom) (3). Kronic¢na transfuzijska terapija koristi se
u svrhu prevencije mozdanog udara u bolesnika s
abnormalnim nalazima transkranijalnog Doplera ili
magnetne rezonance kao i za sekundarnu prevenci-
ju mozdanog udara ili epizoda akutnog torakalnog
sindroma (3). Cilj je povecati oksiformnost krvi i
smanjiti udio HbS, pri ¢emu se nastoji odrzati HbS
ispod 30% (5). Najcesce su komplikacije kroni¢nih
transfuzija aloimunizacija, najcescée na Kelly (26 %)
te Rh antigene — E (24%) 1 C (16%), prekomjerno
nakupljanje zeljeza (7).

Sva bi djeca do pete godine Zivota trebala uzi-
mati profilakticku terapiju penicilinom (125 mg dva
puta dnevno do 3. godine zivota, a potom 250 mg
dva puta dnevno) (3). U bolesnika alergi¢nih na pe-
nicilin preporucuje se primjena eritromicin etilsuk-
cinata u dozi 10 mg/kg dva puta dnevno (7). Nakon
pete godine zivota ne postoje jasne smjernice. Naj-
vedi je rizik od invazivnih bakterijskih infekcija u
djece mlade od pet godina, nakon Cega se taj rizik
smanjuje, zbog ¢ega mnogi klinicari prekidaju pro-
filakticku antibiotsku terapiju. Ipak, s obzirom na to
da je ucestalost infekcija i dalje viSa nego u osoba s
funkcionalnom slezenom, neki stru¢njaci zagovara-

ju nastavak penicilinske profilakse 1 nakon pete go-
dine, pa Cak 1 tijekom cijelog Zivota (3).

Lijekovi koji mijenjaju tijek bolesti
Hidroksiureja

UnatoC tome Sto je prosSlo Cetiri desetljeca od
pocetka primjene, i gotovo tri desetljeca od obja-
ve kljuénog klinickog istrazivanja o ucinkovitosti
hidroksiureje u lije¢enju srpaste anemije, hidroksi-
ureja 1 dalje ostaje terapija prvog izbora za djecu 1
odrasle (9,17).

Hidroksiureja je antimetabolitni lijek koji je
specifiCan za S-fazu stani¢nog ciklusa i koji rever-
zibilno inhibira ribonukleotidnu reduktazu. Ra-
zli¢itim mehanizmima djelovanja, hidroksiureja u
eritroidnim prekursorima inducira povecanje ek-
spresije y-globinskog gena, a time i stvaranje pro-
teinskog produkta, y-globina, koji se potom spaja
s a-globinom i tvori HbF (a2y2) (17). HbF ometa
polimerizaciju HbS jer ni HbF ni hibridni tetramer
(a2yBS) ne sudjeluju u formiranju polimera (12).

Cilj je lijecenja postic¢i udio HbF koji je dovoljno
visok da sprijeci polimerizaciju HbS. Smatra se da
je udio HbF od 20% dovoljan da se sprije¢i vecina
simptoma bolesti (12). Osim toga, eritrociti s HbF
kroz male kapilare (18). Hidroksiureja djeluje 1 pro-
tuupalno te poboljSava periferni protok krvi i sma-
njuje broj vazookluzivnih dogadaja, a to ostvaruje
smanjenjem broja leukocita u krvi, povecanjem ra-
zine dusikovog oksida i smanjenjem izrazaja adhe-
zivnih molekula na povrsini neutrofila, eritrocita 1
endotela (1,9,17). Hidroksiureja smanjuje ucestalost
vazookluzivnih kriza, akutnog sindroma prsnog
kosa, mozdanog udara, broja dana hospitalizacije 1
potrebu za transfuzijama (2,12,14). Uobicajena po-
¢etna doza iznosi 15-20 mg/kg/dan uz postupno po-
vecanje doze svakih 8 tjedana za 5 mg/kg/dan sve
dok se ne postigne maksimalna doza od 35 mg/kg/
dan ili se ne pojave znakovi toksicnosti (3). Odgo-
vor na terapiju oCituje se klinickim poboljSanjem 1
laboratorijskim odgovorom - porast HbF-a (obi¢no
10-20%) 1 porast hemoglobina za 1-2 g/dL (7). Tre-
nutne su preporuke su da svi bolesnici sa srpastom
anemijom trebaju zapoceti lijeCenje hidroksiurejom
u dobi od 9 mjeseci (3).

Najcesce su nuspojave o dozi ovisne neutrope-
nija, retikulocitopenija, trombocitopenija, hiperpi-
gmentacija noktiju/kose, anoreksija i muc¢nina (18).
Toksi¢nost se ocituje smanjenjem broja neutrofila
<1000/mm?3, trombocita <80.000/mm?, retikulocita
<80.000/mm 1ili padom hemoglobina za 2 g/dL (7).
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Potrebne su redovite mjesecne kontrole krvne slike,
kreatinina i aktivnosti jetrenih enzima (18). Osim
veceg rizika od infekcija, postoji i rizik od aplastic¢-
ne krize uslijed dugotrajne mijelosupresije (19).

Ve¢ dulje vremena postoje bojazni o ucincima
dugotrajne primjene hidroksiureje, ponajprije o nje-
nom utjecaju na neplodnost u muskaraca i poveca-
nom riziku od leukemije. Novije studije ipak ne po-
kazuju da postoji veca ucestalost malignih oboljenja,
a nema ni uvjerljivih podataka o negativnom uc¢inku
na spermatogenezu u bolesnika koji su dugorocno
uzimali hidroksiureju (17).

L-glutamin aminokiselina je koja se koristi u
lijeCenju u odraslih 1 djece starije od 5 godina (1).
Moze se primjenjivati kao monoterapija ili kao do-
datak hidroksiureji (20). Upotreba L-glutamina
smanjuje ucestalost bolnih epizoda i broj hospi-
talizacija (4). Tocan mehanizam djelovanja zasad
je nepoznat. Utvrdeno je da bolesnici sa srpastom
anemijom imaju snizenu razinu ukupnog glutationa
1 glutamina kao i povezanost snizenog glutamina i
razvoja plu¢ne hipertenzije (12). Pretpostavlja se da
L-glutamin smanjuje smanjuje adheziju eritrocita na
endotel (7), regenerira NO 1 smanjuje hemolizu eri-
trocita neutralizirajuci radikale kisika (5). Glutamin
se primjenjuje dva puta dnevno 0.3 g/kg/po dozi
(20). Lijek se dobro podnosi, a najces¢e su nuspojave
mucnina, umor, opstipacija, bolovi u trbuhu, ledima
1 glavobolja (5).

Krizanlizumab je humanizirano monoklonsko
protutijelo koje se veze za P-selektin i1 blokira nje-
govu interakciju s ligandom (9,21). Blokiraju¢i dje-
lovanje P-selektina smanjuje se mogucénost interak-
cije stanica endotela, srpastih eritrocita, trombocita
1 leukocita, a time 1 smanjuje rizik od vazookluziv-
ne krize (5). Lijek se primjenjuje jednom mjesecno
venski, u dozi 2.5-5 mg/kg 1 u bolesnika starijih od
16 godina (22). Nedostatak krizanlizumaba je Sto ne
smanjuje hemolizu i nema porasta razine hemoglo-
bina (19). Rezultati dosadasnjih istrazivanja ipak su
dobri, znacajno je manja incidencija vazookluzivnih
kriza, a teze nuspojave, osim trombocitopenije, nisu
zabiljezene (21).

Voxelotor je prvi odobreni alosteri¢ni modifika-
tor HbS koji povecavajuéi afinitet HbS za kisikom,
inhibira polimerizaciju HbS (9). Inicijalni su rezulta-
ti bili obec¢avajuci, bolesnici su odmah po uvodenju
lijeka imali znac¢ajan porast hemoglobina i smanjenje
hemolize (19). Medutim, nije bilo znacajnijeg sma-
njenja incidencije vazookluzivnih kriza ili drugih
akutnih komplikacija bolesti (7). Europska agencija
za lijekove (EMA) odlucila je krajem 2024. godine

obustaviti njegovo koriStenje zbog najnovijih kli-
nickih istrazivanja koja su pokazala vecu smrtnost 1
veci broj vazookluzivnih dogadaja u bolesnika koji
su uzimali voxelotor u usporedbi s placebom (23).
IMR-687 (tovinontrin) novi je visoko selektivan
inhibitor fosfodiesteraze 9 (PDE9) koji aktivacijom
NO - ¢-GMP puta potic¢e stvaranje HbF, smanjuje
hemolizu i stvaranje srpastih eritrocita (24). Trenut-
no je jo$ u istrazivanjima, a prve studije pokazuju
znacajno smanjenje incidencije vazookluzivnih do-
gadaja, smanjenje broja hospitalizacija i produljenje
vremena do prvog znacajnijeg dogadaja (25).

Transplantacija hematopoetskih mati¢nih
stanica

Transplantacija hematopoetskih maticnih stanica
(HSCT) terapija je koja moze trajno izlijeciti bolest.
Iako standardno lijecenje, hidroksiurejom 1 drugim
lijekovima koji mijenjaju tijek bolesti, ima manje
nuspojava, ono ne omogucuje trajno izlijeCenje, a
bolesnici su optereceni brojnim morbiditetima i ima-
ju krace ocekivano trajanje Zivota. S druge strane,
nakon transplantacije, bolesnici su trajno izlijeceni 1
viSe nemaju epizode akutnih vazookluzivnih kriza,
akutne sindrome prsnog kosa, mozdane udare 1 dru-
ge komplikacije bolesti. Osim toga, u vec¢ine bole-
snika slijedi 1 pobolj$anje kroni¢nih komplikacija bo-
lesti, primjerice cerebralne vaskulopatije (26). Ipak,
transplantacija nosi i vece rizike - moguénost smrt-
nog ishoda, razvoja teSkog GVHD-a, infekcije, tran-
splantacijom uzrokovano o$tecenje organa i dr. (27).

Prva zabiljezena HSCT u bolesnika sa srpastom
anemijom izvedena je 1984. godine kada je 8-godis-
njoj djevojcici afroameri¢kog podrijetla sa srpastom
anemijom ucinjena alogena HSCT HLA-podudar-
nog brata zbog akutne mijeloi¢ne leukemije (28).
Iako je djevojcica razvila teski akutni i kronicni
GVHD, prema zadnjim je poznatim podacima de-
vet godina nakon transplantacije klinicki ishod bio
povoljan (28).

Obzirom na sve rizike, prvenstveno imunoloske
komplikacije, primjena HSCT veéinom je ogranice-
na na mlade bolesnike s jo§ o¢uvanom funkcijom or-
gana, ali velikim rizikom od akutnih, po Zivot opa-
snih komplikacija bolesti (26,29). Najbolji rezultati
postizu se transplantacijom od srodnog HLA-po-
dudarnog donora (3). Najteze su komplikacije smrt,
odbacivanje presatka i GVHD. Prema podatcima
Europskog udruzenja za transplantaciju kostane srzi
(EBMT) na 1000 uc¢injenih HSCT od srodnog HLA-
podudarnog donora izmedu 1986. i 2013. ukupno je
petogodisnje prezivljenje bilo 92.9% (26). Rizik od
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odbacivanja presatka znatno je manji prilikom pri-
mjene mijeloablativnog kondicioniranja (7-11%) u
usporedbi s nemijeloablativnim kondicioniranjem,
kod kojeg taj rizik moze dosec¢i i do 50% (5). Akutni
GVHD II-1V. stupnja razvije se u oko 16% bolesnika
(30). Provedeno je vise istrazivanja u kojima je bilo
koristeno kondicioniranje smanjenog intenziteta, u
svrhu oCuvanja fertiliteta i smanjenja toksi¢nosti, a
rezultati su zadovoljavajuci (31).

Najbolji ishodi HSCT postizu se kada se ona uci-
ni prije desete godine Zivota, optimalno u predskol-
skoj dobi (29,30). Svaka dodatna godina Zivota u tre-
nutku transplantacije povecava rizik od terapijskog
neuspjeha (odbacivanje presatka ili smrt) za 10%,
rizik od razvoja akutnog GVHD-a raste za 4%, a
bolesnici stariji od 16 godina u trenutku transplanta-
cije imaju i vec¢i rizik od razvoja kroni¢nog GVHD-
a (30). Preporuke stoga sugeriraju da bi alogenu
HSCT trebalo razmotriti §to je ranije moguce u svih
simptomatskih mladih bolesnika s HLA-podudar-
nim srodnim donorom (26,30). Najcesce se tijekom
transplatacije koristi mijeloablativno kondicionira-
nje s fludarabinom, treosulfanom i thiotepom (32).

Samo oko 15% bolesnika ima HLA-podudar-
nog srodnog donora (7). Vjerojatnost pronalaska
potencijalnog nesrodnog podudarnog donora ovisi
ponajprije o etnickoj i rasnoj pripadnosti pri cemu
je najveca vjerojatnost pronalaska podudarnog do-
nora bijelcima europskog podrijetla, a najniza crn-
cima juznoamerickog ili srednjoamerickog podrije-
tla (26). S druge strane, gotovo svaki bolesnik ima
HLA-haploidenticnog srodnika (31). Rani pokusaji
transplantacije HLA-haploidenticnih donora nisu
bili zadovoljavajuci i stopa odbacivanja presatka bila
je visoka (32). U posljednjih su godina razvijeni po-
boljsani protokoli kondicioniranja. Odli¢na je stopa
prezivljenja i s niskom stopom odbacivanja presatka
postignuta s nemijeloablativnim kondicioniranjem
s anti-timocitnim globulinom, fludarabinom, tio-
tepom, ciklofosfamidom, niskom dozom zracenja
cijelog tijela i post-transplantacijskim ciklofosfa-
midom (32,33). Daljnje unapredenje haploidentic-
ne HSCT klju¢no je kako bi se omogucilo sigurno
1 uCinkovito izljecenje vecem broju bolesnika koji
nemaju podudarnog donora.

Genska terapija

U posljednjih je nekoliko godina razvijeno neko-
liko inovativnih genskih terapija za lijeCenje srpaste
anemije. Neke od njih ve¢ su dobile odobrenje od
regulatornih agencija poput FDA 1 EMA-e, a neke
su jo$ uvijek u razliCitim fazama pretklinickih i

klinic¢kih ispitivanja. Osnovni princip genske tera-
pije zasniva se na prikupljanju autolognih CD34+
hematopoetskih mati¢nih stanica, njihovu ex vivo
genetsku modifikaciju (dodavanje ili uredenje gena),
kondicioniranju i reinfuziji modificiranih mati¢nih
stanica natrag u bolesnika (7).

Casgevy (exagamglogene autotemcel, CTX001)

Casgevy genska je terapija odobrena od EMA-e
1 FDA za lijeCenje bolesnika starijih od 12 godina s
teSkom srpastom anemijom kod kojih je indicirana
transplantacija hematopoetskih mati¢nih stanica, ali
nemaju odgovaraju¢eg donora (34). Pomoc¢u CRI-
SPR-Cas9 tehnologije ciljano se ureduje regija gena
BCLIIA na autolognim CD34+ hematopoetskim
mati¢nim stanicama, a potom se provede mijeloa-
blativno kondicioniranje busulfanom prije reinfuzije
modificiranih stanica (35). Ranijim je istrazivanjima
uoceno da smanjenje ekspresije gena BCL1/A dovo-
di do porasta razine HbF (36). Prema istrazivanju
provedenom na 44 bolesnika dobi 12-35 godina, ti-
jekom promatrane godine dana pracenja, 97% bo-
lesnika nije imalo niti jednu vazookluzivnu krizu,
a nijedan bolesnik nije bio hospitaliziran (35). Nisu
zabiljezena maligna oboljenja, a najc¢esce su nuspo-
jave bile povezane s kondicioniranjem - leukopenija,
febrilna neutropenija, trombocitopenija. Ostale pri-
javljene nuspojave bile su ostecenje jetre, mucnina,
povracanje, glavobolja, stomatitis (34). U travnju
2024. zapocelo je istrazivanje o ucinkovitosti 1 si-
gurnosti exagamglogen autotemcela u bolesnika s
teSkim oblikom anemije genotipa HbSC (36). Preli-
minarni se rezultati jo§ o¢ekuju.

Lyfegnia (lovotibeglogene autotemcel, BB305)
Lovotibeglogene autotemcel je genska terapija
koja je 2024. godine odobrena od FDA-e za lijecenje
srpaste anemije. Lovotibeglogene autotemcel kori-
sti globinski lentivirusni vektor za prijenos izmije-
njenog B-globinskog gena (na 87. mjestu treonin je
susptituiran glutaminom), ¢ime nastaje HbAT87Q
koji sprjecava polimerizaciju i stvaranje srpastog
eritrocita (36). Prije pocetka primjene terapije lovo-
tibeglogene autotemcel provodi se mijeloablativno
kondicioniranje (7). Prema istrazivanju provedenom
na bolesnicima u dobi od 12 do 50 godina, u raz-
doblju od 6. do 18. mjeseca nakon pocetka terapije,
88% bolesnika nije imalo vazookluzivnih dogadaja
(37). Najcesce su nuspojave bile posljedica kondici-
oniranja - leukopenija, febrilna neutropenija, anemi-
ja, trombocitopenija te stomatitis (37). Tijekom faze
1 istrazivanja u dvoje je bolesnika zabiljezena AML
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nakon genske terapije. lako je u oba slucaja zaklju-
¢eno da AML nije bio uzrokovan lijekom, 1 dalje se
preporucuje dozivotno pracenje bolesnika zbog mo-
guceg razvoja maligniteta (37,38).

Lijecenje anemije srpolikih stanica postupno po-
staje sve uspjesnije, pa je za ocekivati u sljedecem
destje¢u i znacajno bolje prezivljenje sa visokom
kvalitetom zivota oboljelih.
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¥ X ZAKLADA

HRVATSKE KOOPERATIVNE GRUPE
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ZA HEMATOLOSKE BOLESTI

KROHEM

Dodjela godiSnje nagrade Zaklade Krohema u 2024. godini

Prof. dr. sc. Damir Nemet
Upravitelj Zaklade Krohema

Godis$nja nagrada Zaklade Krohema uspostav-
ljena je prije osam godina s prvom dodjelom Na-
grade 2018. godine. Do ove godine trinaest nasih
istaknutih kolegica i kolega primilo je Nagradu za
svoj predan i samoprijegoran rad i postignute rezul-
tate u stru¢nom i znanstvenom radu, unaprjedenje
hrvatske hematologije te afirmaciju hrvatske hema-

tologije u svijetu. Radi se o pojedincima koji su se
istaknuli svojim postignuéima, svojom disciplinom,
dosljednoscu u stremljenju ka zadanom cilju, svojim
intelektualnim sposobnostima, inovativnoscéu i spo-
sobnos¢u da svoju inovativnost realiziraju u stvarne
rezultate. Dodjelom Nagrade zbog toga vrijedi iz-
dvojiti takve pojedince.

X X ZAKLADA

——
4 -

KROHEM

X X

Slika 1. Dobitnici Nagrade Zaklade Krohema od 2018. do 2023.

Na jesenskom sastanku Krohema u Vinkovcima
8. studenog 2024. dodijeljena je ponovno Godisnja
nagrada Zaklade Krohema za najbolja postignucéa u
podrucju hematologije.

Nagrada je ove godine dodijeljena u obliku pla-
kete i diplome te novcanog iznosa od 8.000,00 EUR.

Zaklada je 26. kolovoza 2024. raspisala natjecaj
za dodjelu GODISNJE NAGRADE ZAKLADE za
izvrsnost 1 postignu¢a u znanstvenom i struénom
radu u podrucju hematologije u 2023. godini

Upravno vije¢e Zaklade je imenovalo Povjeren-
stvo za izradu prijedloga za dodjelu GodisSnje na-
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grade u sastavu: prof. dr. sc. Branimir Jaksi¢, prof.
emeritus Boris Labar, prof. dr. sc. Damir Nemet,
prof. dr. sc. Slobodanka Ostoji¢ Koloni¢ i prof. dr.
sc. Toni Valkovi¢.

Povjerenstvo je razmatralo dva prijedloga za
Nagradu:

Ana Boban iz Klinickog bolni¢kog centra Za-
greb 1 Medicinskog fakulteta u Zagrebu za izniman
struéni 1 znanstveni rad u podrucju hemostaze i
tromboze te za vazan utjecaj u medunarodnim udru-
gama i afirmaciju hrvatske hematologije

Predlagac¢ je Zavod za hematologiju Klinike za
unutarnje bolesti KBC Zagreb, procelnik Zavoda
prof. dr. sc. Igor Aurer.

Branimir Gizdi¢ iz Klinicke bolnice Dubrava
za znacajan znanstveni i struéni rad u podrucju di-
jagnostike hematoloskih bolesti, posebno kroni¢ne
limfocitne leukemije.

Predlagaci su prof. dr. sc. Ozren Jaksi¢ i prof. dr.
sc. Vlatko Pejsa iz Zavoda za hematologiju Klinicke
bolnice Dubrava u Zagrebu.

Ana Boban - opis i obrazloZenje prijedloga

Prof. dr. Ana Boban voditeljica je Centra za he-
mofiliju u Zavodu za hematologiju KBC Zagreb.
Osim znacajnog znanstvenog i stru¢nog rada u Hr-
vatskoj iznimna je njena aktivnost u medunarod-
nim udruzenjima i projektima. Clanica je Upravnog
odbora European Association for Haemophilia and
Allied Disorders (EAHAD) koje je najvece europ-

sko drustvo hematologa za nasljedne 1 steCene po-
remecaje koagulacije. Trenutno je dopredsjednica, a
od slijedece godine predsjednica EAHAD-a.

U EAHAD-u je voditeljica Radne skupine za
akreditaciju centara za hemofiliju. U tom je svojstvu
pokrenula projekt uvodenja novog oblika akreditaci-
je centara za hemofiliju te je kao prvi autor publici-
rala smjernice za organizaciju centara za hemofiliju:

Boban A, Baghaei F, Karin F, Klamroth R, Mi-
esbach W, Stephensen D, Kavanagh M, Noone D,
Crato M, Peyvandi F; EAHAD Accreditation and
Audit of Haemophilia Centres Working Group:
Accreditation model of European Haemophilia
Centres in the era of novel treatments and gene
therapy. Haemophilia. 2023 Nov,;29(6):1442-1449.
doi: 10.1111/hae.14887. Epub 2023 Oct 11. PMID:
37819168

Ovaj projekt je takoder predstavila izlaganjem
na EAHAD godisnjim kongresima 2022. i 2024.
godine. Prof. Ana Boban je takoder vrlo aktivna u
Radnoj skupini za gensku terapiju EAHAD-a, ko-
autor je znanstvenih radova iz ovog podrucja kao 1
sudionica debate na kongresu EHA u Madridu 2024.
,Hemophilia: Gene therapy access for patients?’.

Miesbach W, Baghaei F, Boban A, Chowdary P,
Coppens M, Hart DP, Jimenez-Yuste V, Klamroth
R, Makris M, Noone D, Peyvandi F. Gene therapy
of hemophilia: Hub centres should be haemophilia
centres: A joint publication of EAHAD and EHC.
Haemophilia. 2022 May;28(3):e86-e88. doi: 10.1111/
hae.14546. Epub 2022 Mar 9. PMID: 35263819

Miesbach W, Boban A, Chowdary P, Coppens
M, Crato M, Jimenez-Yuste V, Klamroth R, Ma-
kris M, Mulders G, Peyvandi F. Administration of
gene therapy for haemophilia - The hub and spoke
model and its regional differences and challenges.
Haemophilia. 2024 May;30(3):855-857. doi: 10.1111/
hae.14985. Epub 2024 Mar 18. PMID: 38500258

Miesbach W, Boban A, Chowdary P, Coppens M,
Crato M, Jimenez-Yuste V, Klamroth R, Makris M,
Mulders G, Peyvandi F. EAHAD haemophilia gene
therapy clinical outcome database (EAHAD-GTD).
Haemophilia. 2024 May,30(3):852-854. doi.: 10.1111/
hae.14981. Epub 2024 Mar 10. PMID: 38462796

Takoder je znaCajna njena aktivnost u Internatio-
nal Society on Thrombosis and Haemostasis (ISTH),
najvecoj svjetskoj udruzi za poremecaje hemostaze
1 tromboze, izabrana je u ISTH Council, ¢lanica je
Upravnog odbora ISTH-a. Sudjelovala je u izradi
smjernica za lijeCenje nasljedne hemofilije, projektu
ISTH-a, koautor je publikacije smjernica u Journal
of Thrombosis and Haemostasis:
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Rezende SM, Neumann I, Angchaisuksiri P, Awo-
du O, Boban A, Cuker A, Curtin JA, Fijnvandraat
K, Gouw SC, Gualtierotti R, Makris M, Nahuelhual
P, O’Connell N, Saxena R, Shima M, Wu R, Rosen-
daal FR. International Society on Thrombosis and
Haemostasis clinical practice guideline for tre-
atment of congenital hemophilia A and B based on
the Grading of Recommendations Assessment, De-
velopment, and Evaluation methodology. J Thromb
Haemost. 2024 Sep;22(9):2629-2652. doi: 10.1016/].
Jjtha.2024.05.026. Epub 2024 Jun 20. PMID:
39043543

Clanica je medicinske savjetodavne grupe Eu-
ropean Haemophilia Consortium (EHC), krovnog
udruzenja osoba s hemofilijom Europe te c¢lanica
znanstvenog odbora godiSnjeg kongresa EHC-a u
Zagrebu 2023. Pod pokroviteljstvom ISTH-a orga-
nizirala medunarodni sastanak ,,ISTH workshop on
hemostatic disorders* u Zagrebu u rujnu 2024. Ova-
kav sastanak je prvi puta odrzan u ovom dijelu Euro-
pe sa 200 sudionika iz 42 zemalja sa 6 kontinenata.

Branimir Gizdi¢ - opis i obrazloZenje prijedloga

Dr. sc. Branimir Gizdi¢ je molekularni biolog. U
zadnjih 15-ak godina aktivno sudjeluje 1 doprinosi u
istrazivanju biologije i dijagnostici KLL-a. Diplomi-
rao je s temom Ikaros proteina u KLL-u, doktorirao
s temom NOTCh-1 mutacija u KLL-u te se usavrsa-
vao u jednom od vodecih laboratorija na SveuciliStu
u Torinu koji se bavi biologijom B-KLL-a. Sudje-
lovao je u projektima MZOS-a i HRZZ-a s temom
biologije KLL-a.

Uveo je u rutinsku praksu odredivanje prisut-
nosti mutacija TP53 gena u kroni¢noj limfocitnoj
leukemiji (KLL) i drugim limfoproliferacijama.
Takoder je uveo u praksu odredivanje mutacija na
genima za viSe terapijskih meta za nove ciljane li-
Jjekove poput mutacija gena za Btk, Bcl-2 1 PLCG2.
Nadalje je uveo metodu koja se temelji na sekvenci-
ranju po Sangeru, potom i na temelju sekvenciranja
nove generacije (NGS) za §to je dobiven certifikat
Education and research in CLL (ERIC). Paralelno
je u rutinsku primjenu uveo odredivanje minimal-
ne ostatne bolesti takoder prema ERIC standardu
te pokrenuo odredivanje mutacija IGHV metodom
NGS-a. Ova postignuca su znacajno unaprijedila i
upotpunila dijagnostiku B-KLL jer su postale do-
stupne sve molekularne pretrage vazne za odluke u
lijecenju 1 pracenje bolesti. Takoder su ove pretra-
ge dostupne 1 bolesnicima s drugim bolestima kod
kojih je ta pretraga bitna (npr. TP53 kod limfoma
plastene zone). Do sada je odreden TP53 mutacijski

status (uz ostale gene) za preko 200 bolesnika iz ci-
jele RH ¢ime je vidljiva velika 1 rastuca potreba za
preciznim definiranjem bolesti i personaliziranim
pristupom bolesniku. Ova postignuc¢a osnova su za
uvodenje osjetljivih molekularnih metoda za odredi-
vanje minimalne ostatne bolesti komplementarno s
ve¢ uvedenom metodom protocne citometrije Sto je
bitno za donoSenje terapijskih odluka u korak sa su-
vremenim trendovima u lijeCenju B-KLL-u 1 drugih
limfoproliferacija.

Zakljucak povjerenstva: znanstveni i strucni
doprinos kandidata, utjecaj na znanost i struku
i odrzivost

Prvi prijedlog u velikoj mjeri i u potpunosti zado-
voljava sve kriterije za dodjelu Nagrade.

Prof. dr. Ana Boban svojom je konstantnom
znanstvenom aktivnosc¢u, koja je iznimno dobro
dokumentirana objavljenim publikacijama u viso-
ko rangiranim medunarodnim c¢asopisima, postigla
vrijedan utjecaj na hrvatsku hematologiju kao i na
afirmaciju hrvatske hematologije u svijetu. Takoder
je ostvarila izniman polozaj i utjecaj u medunarod-
nim asocijacijama iz podrucja hemofilije i hemosta-
ze 1 tromboze, kao potpredsjednica i buduca pred-
sjednica EAHAD-a te u Upravnom odboru ISTH, a
takoder je izabrana u medicinsku savjetodavnu gru-
pu EHC-a. Svojim znanstvenim i stru¢nim radom te
organizacijskim postignu¢ima znacajno je utjecala
na unaprjedenje skrbi o bolesnicima s poremecaji-
ma koagulacije u Hrvatskoj po najboljim svjetskim
kriterijima lijeCenja. Ovo postignuce je vazno i kao
priznanje kvalitete rada Centra za hemofiliju, te
dokaza da je u ovom segmentu kvaliteta hrvatske
hematologije na razini najrazvijenijih europskih ze-
malja.Osim toga, postignuc¢a prof. Ane Boban u me-
dunarodnim stru¢nim udrugama omogucuju nasim
specijalizantima 1 specijalistima kontakt s drugim
renomiranim stru¢njacima i njithovim centrima, pro-
Sirujuci svoje znanje 1 moguénost nastavka ostvare-
ne suradnje. Organizacijom medunarodnih skupova
u Hrvatskoj s vrhunskim predavac¢ima omogucena
je vrhunska edukacija velikom broju polaznika iz
Hrvatske.

U drugom prijedlogu se radi o sofisticiranoj
metodi molekularne dijagnostike u relativno uskoj
skupini bolesnika s kronicnom limfocitnom leuke-
mijom (KLL).

Dr. sc. Branimir Gizdi¢ svoj viSegodisnji rad u
znanstvenim projektima i usavrSavanje u podruc-
ju biologije KLL u zemlji i inozemstvu pretocio je
u uvodenje dijagnostickih metoda za bolesnike s
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D. Nemet

Dodjela godisnje nagrade Zaklade Krohema u 2024. godini

KLL-om koje do tada nisu bile dostupne u RH pa su
po prvi puta na raspolaganju sve relevantne dijagno-
sticke pretrage za ovu bolest. Time je omogucéeno
detaljno poznavanje karakteristika bolesti 1 meha-
nizama rezistencije, a time i informirano koristenje
ciljanih lijekova, postizanje najboljih terapijskih od-
govora i1 najveca korist za bolesnika. Metode uve-
dene za KLL primjenjuju se i za druge limfoproli-
ferativne bolesti te se time znacajno prosiruje krug
bolesnika koji imaju korist. Radom dr. Branimira
Gizdic¢a, uvodenjem i1 primjenom metoda moleku-
larne dijagnostike omogucen je znacajan napredak
u personaliziranom pristupu bolesnicima s CLL,
stratifikaciju rizika, predvidanje progresije bolesti i
konac¢no odabir odgovarajuce terapije. Time se otva-

ra mogucénost napretka u primjeni metoda moleku-
larne dijagnostike i drugih hematoloskih bolesti, au
Sirem smislu podize se kvaliteta hrvatske hematolo-
gije opcenito.

Povjerenstvo je stoga zakljucilo da su oba prijed-
loga, svaki na svoj specifican nacin, vrlo vrijedan
doprinos hrvatskoj hematologiji te je odlu¢eno da se
dodijele dvije Godisnje nagrade Zaklade u ukupnom
iznosu od 8.000,00 EUR rangirane kao prva i druga
nagrada:

Prva nagrada u iznosu od 5.000,00 EUR prof.
dr. sc. Ani Boban

Druga nagrada u iznosu od 3.000,00 EUR dr.
sc. Branimiru Gizdic¢u

dodjeljuje
GODISNJU NAGRADU U 2024. godini
Ia vranos! | posipnula U Inanstrencm | strulnom rady
W PSSl ju hemailio e

ANI BOBAN
za izniman strudnl | znanstveni rad U poarud|u hemostaze | trombaze te
walan utieca) u medunarodnim udrugama | afirmadiju hrvatahe
hematologije

Upravitel] Zakiade
Prof or s Darmwr Nemet

U Zagrebu, 8. stucenog 2024

GODISNJU NAGRADU U 2024. godini

28 Soriidal | POVl w DRt | LA ROy
W pelndred pa Pepen gl ie00 0

BRANIMIRU GIZDICU

£3 rraC ajan praetven | 3trulnd 1ad u podreliu dpagnomtine
heratolod n bodestl, paoasbng Lronad e Limfo ire ey ke

U Zagreta, B shuoensdg 1004 Lp=im by Jan 0w

o' @ i Diavne Narvald

Upravitelj Zaklade prof. dr. sc. Damir Nemet s
dobitnicom prve Nagrade prof. dr. sc. Anom Boban

Upravitelj Zaklade prof. dr.sc. Damir Nemet
s dobitnikom druge Nagrade dr. sc. Branimirom
Gizdi¢em

Cestitamo dobitnicima nagrade na postignuéima u napretku dijagnostike i lije¢enja bolesnika s
hematoloSkim bolestima i Zelimo im i dalje puno uspjeha.
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A. Zeli¢ Kerep

Sekcija mladih hematologa Hrvatskog drustva za hematologiju Hrvatskog lije¢ni¢kog zbora — vizija i planovi za buduénost

Sekcija mladih hematologa Hrvatskog druStva za hematologiju

Hrvatskog lije¢nickog zbora —

Ana Zeli¢ Kerep
Sekcija-mladih@hrdh.hr

Sekcija mladih hematologa Hrvatskog drustva
za hematologiju Hrvatskog lije¢ni¢kog zbora (HLZ)
osnovana je u lipnju 2024. godine s ciljem okuplja-
nja specijalizanata hematologije i mladih specijalista
hematologije u ranim fazama karijere. Svrha Sekcije
je osiguravanje kontinuirane 1 kvalitetne edukacije
iskrojene prema potrebama specijalizanata od prvog
susreta s hematologijom do prvih koraka u ulozi spe-
cijalista hematologa. U svijetu hematologije se prati
eksponencijalan rast znanja i informacija, stoga je
potrebna platforma koja ¢e omoguciti mladim he-
matolozima da daju svoj doprinos prijenosu znanja
na nacin prilagoden novim generacijama. Okosnica
edukativnih aktivnosti Sekcije su specijalizanti, te
je do sada odrzano nekoliko uspjesnih aktivnosti uz
aktivno sudjelovanje specijalizanata i mladih speci-
jalista, uz mentorstvo iskusnih kolega.

Jedan od glavnih ciljeva Sekcije je 1 facilitiranje
aktivnosti Young EHA odbora, te op¢enito poticanje
na koristenje EHA edukativnih alata, medunarodno
povezivanje i poticanje na polaganje EHA ispita.

vizija i planovi za buduénost

Ove godine se po prvi puta odrzava Sastanak
mladih hematologa, od 20.-21.9.2025. u Rastokama,
gdje ¢e se obraditi teme iz benigne 1 maligne hema-
tologije. Edukativni blokovi ¢e se sastojati od prika-
za slucajeva i1z prakse od strane specijalizanata svih
faza specijalizacije, a voditelji pojedinih blokova su
perspektivni mladi specijalisti, koji ¢e dati 1 teorij-
ski uvod. Sluzbeni poziv 1 program ¢e uskoro biti
dostupni.

Takoder, Sekcija ima i odvojenu web stranicu,
koja ima 1 moguénost objave sadrzaja zatvorenog
tipa nedostupnog javnosti, dakle uz podatke za pri-
javu korisnickim imenom 1 Sifrom (https:/sekci-
ja-mladih.hrdh.hr/). Sluzbena adresa elektronicke
poste je sekcija-mladih@hrdh, gdje ste svi pozvani
slati ideje za buduce projekte, seminare 1 slicno.

Aktivne potrebe Sekcije za koje se traze volonteri
su priprema postupnika za hitna stanja, dijagnosti-
ku, smjernice 1 sli¢no, koji bi bili dostupni na stra-
nicama Sekcije, te promoviranje Sekcije na drustve-
nim mrezama.
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